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RESUMO

DIAS, JL R M. Terapia celular do linfedema murinho induzido utilizando células-
tronco de membrana amnidtica humana. [Cell terapy for induced murine
lymphedema using human amniotic membrane stem cells]. 2016. 67 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Linfedema € uma condicéo cronica que predispde a uma substancial morbidade
e perda da funcéo do 6rgéo ou tecido afetado. Ele ndo tem cura e em longo prazo leva
a dificuldades fisicas e psicoldgicas ao paciente, tornando-se um grande desafio para
os médicos. Infelizmente, é triste constatar que aproximadamente 400 anos apés a
descoberta dos vasos linfaticos, ndo ha cura para o linfedema, sendo o tratamento
baseado em drenagem linfatica manual através de massagem e limitadas
intervencdes de fisioterapia, ambas visando reducdo do volume de edema, o que
fornece alivio parcial para os individuos afetados que n&o garantem o
desaparecimento da fibrose, aparentemente irreversivel. Por isso, estudos que
proporcionem novas intervencdes, como a terapia celular com células-tronco, sédo de
grande interesse. Neste trabalho tivemos como objetivo realizar terapia celular de
linfedema murino utilizando células-tronco da membrana amniética. Em um primeiro
momento, a obten¢cdo do modelo de insuficiéncia linfatica foi feita com base em
Tabibiazar et al., 2006 onde uma microablacdo de 2 mm em toda a circunferéncia foi
feita na cauda do animal. Entretanto, apés 30 dias de indu¢do uma regressao
espontanea foi observada inviabilizando a utilizacdo deste modelo. ApGs vasta
pesquisa na literatura outro modelo de inducéo de linfedema (Shimizu et al., 2012) foi
encontrado, onde os autores fazem uma microablacéo cirdrgica, mantendo um flap de
4 mm na regido ventral. Neste trabalho os autores obtiveram um linfedema estavel por
no minimo 30 dias. Com base nestes achados, o modelo de linfedema murino induzido
baseado em Shimizu foi realizado e apos a comprovacéo desta estabilidade por 60
dias, esse modelo foi utilizado para inducéo do linfedema. Apos esta caracterizacao,
0S animais que tiveram o linfedema induzido foram submetidos a terapia celular
utilizando 0,5X10° células-tronco da membrana amnidtica humana (MAh) ou saco
vitelino canino (SVc) no momento da indug&o. Animais sem leséo, com lesao (SHAM)

e tratados apenas com solucao fisiolégica (placebo) também foram analisados. O



monitoramento do linfedema na cauda foi feito através de acompanhamento clinico,
registro fotografico e mensura do didametro caudal a cada 2-3 dias. Ao final do estudo,
0s animais foram eutanasiados, tiveram suas caudas removidas e foram submetidos
a avaliacao dos efeitos terapéuticos da terapia celular através de analise do exsudato,
analises histolégicas (HE, picrossirius) e imuno-histoquimicas. A histolégica obtida por
coloragcédo de HE além de apresentar o melhor resultado quando comparado com as
demais técnicas, possibilitou avaliar as alteracdes patologicas pertinentes de cada
amostra, revelando efeitos benéficos da terapia quando comparados com SHAM e
placebo. Ja, a coloragdo Picrossirius permitiu visualizar além das alteracdes
estruturais, a inversdo da predominancia da expressao de colageno do tipo I, por
colageno do tipo Il nos tecidos estruturalmente comprometidos. O resultado do
conjunto de analises das amostras apresentou o padrao linfedematoso esperado para
0s grupos SHAM e placebo, porém também mostrou um processo inflamatério muito
menor e mais curto nos grupos MAh, e SVc, permitindo sugerir que a terapia celular
causou um impacto favoravel e os animais apresentaram resultados muito proximos

aos padrdes exibidos pelo grupo controle.

Palavras-chave: Linfedema. Células-tronco. Anexos embrionarios. Membrana-

amnidtica. Terapia celular.



ABSTRACT

DIAS, JL R M. Cell terapy for induced murine lymphedema using human amniotic
membrane stem cells . [Terapia celular do linfedema murinho induzido utilizando
células-tronco de membrana amnittica humana]. 2016. 67f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2016.

Lymphedema is a chronic condition, which predisposes to substantial morbidity and
loss of function of the affected organ or tissue. It has no cure and, in the long term,
leads patients to physical and psychological problems, which is a major challenge for
doctors. Unfortunately, it is sad to realize that, approximately 400 years after the
discovery of the lymphatic vessels, there is no cure for lymphedema. The treatment is
based on manual lymphatic drainage through massage and limited physiotherapy
interventions. Both techniques aim at reducing the volume of the edema, which
provides partial relief for affected individuals, but do not guarantee the disappearance
of the fibrosis, which is, apparently, irreversible. Therefore, studies that provide new
interventions, such as stem cell therapy, are of great interest. In this study, we carried
out induced murine lymphedema using human amniotic membrane stem cells. At first,
we obtained the model of lymphatic insufficiency based on Tabibiazar et al., 2006, in
which a 2 mm microablation throughout the circumference was made in the tail of the
animal. However, after 30 days of induction, a spontaneous regression was observed,
making this model unusable. After extensive literature research, another model of
lymphedema induction (Shimizu et al., 2012) was found. In this model, the authors
perform a surgical microablation, maintaining a 4 mm flap in the ventral region. The
authors obtained stable lymphedema for at least 30 days. Based on these findings, the
model of induced murine lymphedema, based on Shimizu et al., 2012, was performed
and, after proving this stability for 60 days, this model was used for the induction of
murine lymphedema. After this characterization, the animals that have had induced
lymphedema were subjected to cell therapy using 0.5X106 human amniotic membrane
stem cells (MAh) or canine yolk sac (SVc) at the time of induction. Animals without
lesion, with lesion (SHAM) and treated only with solution were also analyzed. The
monitoring of lymphedema in the tail was done through clinical follow-up, photographic

record and caudal diameter measurement every 2-3 days. At the end of the study, the



animals were euthanized, had their tails removed, and were subjected to evaluation of
the therapeutic effects of the cell therapy through exudate analysis, histological
analysis (HE, picrosirius) and immunohistochemistry analysis. The histological
obtained by HE staining, besides presenting the best result when compared to the
other techniques, allowed to evaluate the pertinent pathological alterations of each
sample, revealing beneficial effects of the therapy when compared to SHAM and
placebo. Picrosirius staining allowed to visualize, in addition to the structural
alterations, the reversal of the predominance of type | collagen expression by type Ili
collagen in structurally compromised tissues. The result of the sample analysis showed
the expected lymphomatoid pattern for the SHAM and placebo groups, but also
showed a much shorter and shorter inflammatory process in the MAh and SVc groups,
suggesting that the cell therapy had an impact and the animals presented results very

close to the standards presented by the control group.

Keywords: Lymphedema. Stem cells. Fetal stem cell. Amniotic membrane. Cell

Therapy.
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1 INTRODUCAO

Edemas ocasionados pelo desequilibrio do balanco hidrico, e pela deficiéncia da
captacéo e transporte do liquido intersticial ou mesmo pela auséncia dos fatores agonistas
para a colecdo e conducdo desse liquido, recebem o nome de linfedema, onde essa
condi¢cdo normalmente cronica resulta na tumefagdo da regiao afetada podendo culminar
na perda da fungdo (SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003).

Pacientes submetidos a cirurgias, especialmente de carater oncoldgico envolvendo
a remocao de linfonodos ou que sofreram injdria mecanica e populacGes de regides
endémicas de filariose, comp&e 0 maior numero de pacientes acometidos por linfedema,
uma vez que todas essas condicdes dificultam ou até mesmo interrompem a drenagem da
linfa resultando no edema (HADAMITZKY; PABST, 2008).

Até 0 momento, ndo existem tratamentos eficazes que sejam capazes de promover
a remissdo completa do linfedema e apenas sdo empregadas técnicas fisioterapéuticas
relativamente antigas que visam apenas diminuir o edema formado, como € o caso da
drenagem linfética, que através de compressdes fisicas auxiliam a captacéo e consequente
conducéo do liquido intersticial. A necessidade crescente de se estabelecer um tratamento
efetivo para o linfedema contribui para a execucao de pesquisas com essa intencao, aliado
a proposta de se utilizar modelos animais para esse fim (SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003;
SCHNEIDER et al., 2006; CONRAD et al., 2009). A viabilizacdo da descoberta de novas
estratégicas terapéuticas em doencas variadas muitas vezes é feita utilizando modelos
animais que mimetizem de alguma forma a condicédo da doenca. A inducao de linfedema
ndo é algo novo, mas sempre foi um desafio para muitos cientistas. Atualmente, o modelo
mais adequado de linfedema € o modelo de insuficiéncia linfatica adquirida em
camundongos (SCHNEIDER et al., 2006). Historicamente, os primeiros modelos foram
feitos em caes por terem maior semelhanca aos humanos, pois, acreditava-se na obtencéo
de um modelo mais confiavel e eficaz, mas um efeito contrario foi observado e os modelos
tinham uma grande incapacidade de reproducéo da doenca. Além disso, a interposicao de
corpos estranhos pode provocar a quebra da ferida e muitas vezes impediram o0 uso dos

animais devido a sua debilidade brutal.
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A maioria dos experimentos realizados era feita utilizando técnicas cirurgicas,
radioterapicas ou toxicologicas. Além de cées outros animais também foram utilizados
como ratos, coelhos e camundongos (SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003; HADAMITZKY;
PABST, 2008).

No cenario da medicina mundial, a terapia celular usando células-tronco surge como
uma esperanga para o tratamento das doencas que ndo possuem tratamento efetivo. A
descoberta de que estas células podem estar presentes em diversos tecidos, por exemplo,
na medula 6ssea do adulto ou no cordéo umbilical de um recém-nascido, e que mantém a
capacidade de diferenciar-se em outros tecidos, como 0 muscular ou nervoso, é uma das
caracteristicas mais atraente destas células. Além disso, quando se pensa em terapia
celular, as células-tronco possuem uma propriedade imunomoduladora muito importante,
que permite 0 emprego de células em espécies distintas a da matriz doadora sem que
ocorram acdes deletérias como é o caso da rejeicdo entre doador e receptor de material
biolégico. Por essas caracteristicas, um enorme esforco em varios grandes centros de
pesquisa espalhados pelo mundo vem sendo feito no intuito de elaborar, testar e aplicar

protocolos que sejam terapeuticamente eficazes.

As células-tronco derivadas de membrana amnidtica humana possuem
caracteristicas comuns as CTM, como multipoténcia, clonogenicidade, proliferacdo e
capacidade imunomodulatoria, entre outras, (INSAUSTI et al., 2014;SAHARINEN et al.,
2004; ALITALO; TAMMELA; PETROVA, 2005) o que vem estimulando o isolamento em
diferentes espécies bem como a sua utilizacéo na terapia celular.

Com base na literatura e nos efeitos benéficos das células-tronco esse projeto teve
como objetivo utilizamos células-tronco para o tratamento do linfedema utilizando um

modelo murino de linfedema.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LINFEDEMA

O sistema vascular linfatico é importante para a vigilancia imune, homeostase
dos liquidos teciduais e absorcdo de gordura, e esta envolvido em muitos processos
patolégicos, incluindo metastases tumorais e linfedema. Sua funcdo como via de
conducao para células imunes e excesso de liquido intersticial € conhecido ha mais
de um século, mas os mediadores moleculares envolvidos na linfangiogénese a
formacdo de novos vasos linfaticos permaneceram parcialmente desconhecidos
(SAHARINEN et al., 2004; ALITALO; TAMMELA; PETROVA, 2005).

O linfedema é uma condicdo crbnica e incessante que predispe a uma
substancial morbidade e perda da funcdo de 6rgdos em que o desequilibrio da
microcirculacdo é resultado da perda da capacidade do transporte linfatico (SZUBA,
ROCKSON, 1998; SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003). Esta alteracdo pode ocorrer
como uma manifestacdo de malformacdes hereditarias dos vasos linfaticos, como
resultado de infeccdo (parasitaria) ou como resultado de ruptura traumatica ou pés-
cirtrgica dos vasos linfaticos e linfonodos (SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003; SZUBA,
ROCKSON, 1998). E uma doenca que nido tem cura e em longo prazo leva a
dificuldades fisicas e psicoldgicas para o paciente, se tornando um grande desafio
para os meédicos (SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003), sendo a conduta médica atual
preconizada dependente de massagem manual com drenagem linfatica e
procedimentos relacionados a fisioterapia para reducao do volume de edema, as quais
nao revertem a fibrose produzida em funcéo do linfedema (MACLELLAN; GREENE,
2014).

A visdo classica aponta que o déficit do transporte do liquido intersticial
produzido, bem como as proteinas acumuladas, origina o edema que resulta num
desconforto, podendo culminar na perda da funcdo do 6rgédo afetado. A mudanca da
estrutura tecidual devido ao aumento da pressao oncética representa uma condi¢ao
gue eleva a necessidade de atencao, uma vez que a condi¢éao crbnica do linfedema

pode resultar em alteragbes funcionais dos tecidos mais profundos do membro
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afetado (SCHNEIDER et al., 2006; SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003). Em casos
cronicos, pode haver um acumulo de adipdcitos, queratindcitos e fibroblastos,
resultando na metaplasia tecidual, transformando a regido edemaciada numa massa
dura fibrotica passiva de degeneracdo gordurosa e de hiperqueratinizacdo da pele,
contudo, o aumento da deposicéo do tecido adiposo néo é relacionado com as bases
moleculares lipidicas, ou a estas estdo associadas (SZUBA; ROCKSON, 1998; SHIN;
SZUBA; ROCKSON, 2003; ALITALO; TAMMELA; PETROVA, 2005; SEDGER et al.,
2016).

A deficiéncia no trafego linfatico resulta na queda da circulacdo das células
apresentadoras de antigenos (APC), bem como outras células do sistema imunoldgico
junto aos ganglios linfaticos, ocasionando na queda da eficiéncia do sistema
imunologico, aumentando assim a condicdo de suscetibilidade do hospedeiro para
que ocorram ac¢des com antigenos estranhos. Dessa forma, os tecidos que afetados
pelo linfedema encontram-se mais suscetiveis a infec¢des e inflamacdes (ALITALO,;
TAMMELA; PETROVA, 2005; SCHNEIDER et al., 2006; SHIN; SZUBA; ROCKSON,
2003; SZUBA; ROCKSON, 1998). Outra caracteristica que convém ressaltar é a
possibilidade de colapso que pode ocorrer na circulagdo do membro afetado devido
ao espessamento dos tecidos, agravando ainda mais a condi¢cao deste, o que pode
resultar na necessidade de amputar o mesmo (SCHNEIDER et al., 2006; SHIN;
SZUBA; ROCKSON, 2003). Além da reconducao das proteinas e do liquido intersticial
para a circulacdo venosa, o sistema linfatico representa a funcédo primordial para a
resposta imunoldgica, transportando ao longo de seus ductos as células que o
compdem, contudo este mesmo trafego pode ser utilizado para que células tumorais
alcancem tecidos distintos aos de sua origem, podendo assim ocorrer a metastase
(HADAMITZKY; PABST, 2008; CONRAD et al., 2009).

A classificagdo do linfedema pode ser dividida em: linfedema primario e
linfedema secundario. O linfedema primério ainda pode ser subdividido de acordo com
a forma de sua manifestacéo inicial, dessa forma temos: congénita, forma que aparece
até o segundo ano; precoce, quando aparece apés a infancia, ou de forma menos
recorrente até o trigésimo ano de vida e o tardio, que pode acometer um individuo
apos o trigésimo quinto ano de vida. Ao passo que o linfedema secundario possui
prevaléncia mais alta e ocorre apdés a obliteragdo dos vasos linfaticos como
consequéncia de intervengdes cirdrgicas, radioterapias, traumas mecéanicos ou

infeccoes.
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A ocorréncia de linfedema em paises desenvolvidos, em sua grande maioria, é
atribuida a cirurgias de cunho oncoldgico, especialmente as que se referem a
neoplasias de vulva (20 a 49%), mama (30%), cérvice uterina (20 a 39%) e também
em casos de melanomas de extremidades (20%), sendo que esses indices variam, de
acordo com a metodologia utilizada no momento do diagndstico. Véarias propostas
para condutas cirargicas tém sido preconizada ao longo da histéria, sempre com o
intuito de diminuir a incidéncia de linfedema, contudo, nenhuma apresentou resultados
realmente eficazes ao longo desse periodo (HADAMITZKY; PABST, 2008; RIDNER,
2013; YOSHIDA et al., 2015).

Para aumentar a chance de sucesso, bem como o tempo de sobrevida dos
pacientes submetidos a cirurgia oncolégica é necessaria a remocao dos linfonodos
gerando interrupcdo da drenagem linfatica e, com isso, o organismo falha em
transportar a carga linfatica completa e o linfedema ocorre. Naqueles pacientes onde
as cirurgias consistem na retirada de muitos linfonodos h& necessidade de poés-
operatorio quimioterapico e radioterdpico aumentando assim a taxa de
desenvolvimento de linfedema (HADAMITZKY; PABST, 2008; SZUBA; ROCKSON,
1998). Convém ressaltar que mais do que um milhdo de mulheres ao redor do mundo
desenvolve cancer de mama a cada ano (SCHNEIDER et al., 2006). Para a maioria
deles o Unico tratamento é a remocao cirdrgica da mama uma vez que, esta doenca
€ potencialmente mortal. Como as células do cancer de mama se espalham através
dos vasos linfaticos, no momento em que a mama é ressecada, ganglios linfaticos
locais envolvidos na axila e parte da rede linfatica axilar sdo geralmente removidos e
consequentemente a drenagem da linfa é frequentemente interrompida, causando
inchaco do brago devido ao acumulo de linfa (linfedema). O edema de braco apés a
intervencao cirdrgica de cancer de mama é a causa mais comum de linfedema nos
EUA (RIDNER, 2013).

Além disso, doencas infecciosas e genéticas também podem levar ao
linfedema, assim como determinadas ocupacdes profissionais. Uma grande incidéncia
de linfedema secundario pode ser atribuida a filariose, uma infec¢cdo causada por um
verme parasita que atinge mais de 90 milhées de pessoas no pais (SCHNEIDER et
al., 2006; SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003; FARJADO, 2015). As doencas genéticas
também podem desenvolver linfedema como patologias secundarias, e a exemplo
disso, podemos citar os cdes da raca Golden Retriever portadores de distrofia

muscular (GRMD). Estes cées apresentam linfedema e agenesia dos linfonodos e séo
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um modelo animal natural de linfedema, importantes para o estudo de terapias
(BERETTA et al., 2010).

As caracteristicas moleculares da linfogénese néo estédo totalmente descritas,
e parte dessa porcao pode ser atribuida a sobreposicao dos marcadores endoteliais
linfaticos aos marcadores endoteliais que compdem o0s vasos, bem como pela
auséncia de marcadores especificos para células linfaticas (SHIN; SZUBA,
ROCKSON, 2003). Avancos no conhecimento dos mecanismos moleculares da
doenca e os sinais adjuntos das alteracdes resultantes dos processos inflamatorios
poderdo proporcionar novas condutas para o tratamento do linfedema, porém a falta
de um modelo experimental fidedigno tem sido uma barreira a ser vencida. Nos dias
atuais, 0 modelo mais adequado é o modelo de insuficiéncia linfatica adquirida em
camundongos (SCHNEIDER et al., 2006), mas historicamente, os primeiros modelos
foram feitos em cées por terem maior semelhanca aos humanos. A maioria dos
experimentos realizados era feita utilizando técnicas cirirgicas, radioterapicas ou
toxicoldgicas. Além de cées, ratos, coelhos e camundongos também foram utilizados
(HADAMITZKY; PABST, 2008; SHIN; SZUBA; ROCKSON, 2003).

2.2 TERAPIA CELULAR

A terapia celular usando células-tronco emergiu nos ultimos anos no cenario da
medicina mundial como uma nova esperanca para o tratamento de doencas genéticas
ou adquiridas ainda sem tratamento efetivo. A descoberta de que células ainda néao-
diferenciadas ou células-tronco presentes em diversos tecidos, por exemplo, na
medula 6ssea do adulto ou no corddo umbilical de um recém-nascido, mantém a
capacidade de diferenciar-se em outros tecidos, tais como 0 muscular ou nervoso,
abriu novas esperancas de tratamento para diversos tipos de doencas, como a
distrofia muscular progressiva, lesées raguimedulares, assim como doencas com

caracteristicas imunomodulatorias (TARAN et al., 2014).

Um enorme esfor¢o em varios grandes centros de pesquisa espalhados pelo

mundo vem sendo feito no intuito de elaborar, testar e aplicar protocolos que sejam
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terapeuticamente eficazes para estes tipos de doencas, sendo que neste projeto
pretendemos realizar a terapia celular para o tratamento do linfedema. Células-tronco
ja foram utilizadas com sucesso para o tratamento de linfedema murino induzido
(CONRAD et al., 2009; SHIMIZU et al., 2012), porém, outro tipos celulares devem ser
analisados uma vez que cada fonte celular pode ter uma especificidade em relagcéo

ao tratamento.

Apesar do enorme intento das pesquisas que Vvoltadas para lesdes
linfedematosas, varios sdo os vieses apresentados por essa doenga, sendo que uma
condicdo que imprime uma enormemente limitacdo para o enxerto linfatico, é a
competéncia das valvulas intraluminais, que possivelmente por uma conformacéao
estrutural inadequada, ndo apresenta a eficacia necessaria no desempenho de sua
funcdo (KANAPATHY et al., 2014).

Além disso, a terapia celular e a engenharia tecidual tem se apresentado como
técnicas de manejo combinatdrio de componentes celulares, bem como seus scaffolds
para otimizacao da recepcado de sinais moleculares apropriados de grande potencial
no tratamento de linfedema secundario e reabilitacdo do vaso linfatico danificado
(KANAPATHY et al., 2014).

7

Contudo, é sabido que a terapia celular empregando células-tronco de
diferentes linhagens pode resultar na reducéo de infiltrado inflamatorio, interleucinas,
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e citocinas, assim como outros
sinalizadores comuns a inflamatéria ou a deposicdo de coladgeno no processo de
instalacéo da fibrose, é possivel aferir o aumento dos niveis dos fatores de necrose
tumoral e do fator pré-linfangiogénico VEGF-C, bem como a modulagéo da expressao
de linfocitos de diferentes linhagens, como CD4+, CD8, CD25+, células dendriticas e
células T-Helper (ZAMPELL et al., 2012; MOODLEY et al., 2013; VIITANEN et al.,
2015).Dentro de um futuro préximo, é possivel que a terapia celular promova
resultados mais significativos em condi¢cfes patologicas que atualmente sé contam
com acdes paliativas. Sendo que o dominio das habilidades que empregam a
medicina regenerativa pode vir tanto a promover a linfangiogénese como a podem
auxiliar a otimizacdo dos vasos linfaticos ainda preservados na regido lesionada
(YOSHIDA et al., 2015).
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2.3 CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CT) se distinguem de outras células do organismo por
apresentarem trés caracteristicas: sdo indiferenciadas, capazes de se multiplicar por
longos periodos através da divisdo celular e também de se diferenciar, ou se
transformar em células especializadas com funcdes especificas, como por exemplo,
uma célula cardiaca ou nervosa. As CT podem ser classificadas quanto ao seu
potencial de diferenciacdo em: 1) totipotentes, formadas durante a fertilizacao até o
estagio de 8 células, podem produzir qualquer tipo celular no organismo incluindo os
anexos embrionarios; 2) pluripotentes ou células-tronco embrionarias (CTE):
presentes na massa celular interna do blastocisto (MCI), apresentam a capacidade de
se diferenciarem nos tipos celulares provenientes dos 3 folhetos embrionarios; 3)
multipotentes ou mesenquimais (CTM) ou tronco-adultas (CTA) sdo aquelas capazes
de se diferenciarem em alguns tipos celulares especificos, ou seja, possuem
plasticidade limitada; e por fim, as 4) unipotentes, que sédo células progenitoras que
irdo se diferenciar em apenas um tipo celular.

As CTA ou CTM foram isoladas pela primeira vez em 1970 por Frieddstein a
partir de material derivado de medula éssea que dispunham de capacidade de formar
colénias in vitro, contendo células com morfologia semelhante a fibroblastos
(FRIEDENSTEIN et al., 1974). Com o passar do tempo diferentes fontes foram
isoladas com o objetivo de obter outras células-tronco e muitas caracteristicas foram
sugeridas para que as mesmas fossem classificadas como tal. Para que houvesse
entdo uma padronizacédo, em 2005, o Comité de Células-Tronco Mesenquimais e dos
Tecidos da Sociedade Internacional de Terapia Celular, definiu que as Células-Tronco
Mesenquimais (CTM) quando em cultura devem: ser aderentes ao plastico, expressar
0s marcadores CD105, CD73 e CD90 e nao expressar os marcadores CD34, CD45,
CD14, CD79A e HLA-DR, e diferenciar-se em condroblastos, osteoblastos e
adipécitos quando cultivadas in vitro (DOMINICI et al., 2006). Contudo, ainda ndo
estdo completamente elucidadas todas as caracteristicas biolégicas deste grupo
celular, bem como os mecanismos envolvidos para sua agao imunomoduladora
(INSAUSTI et al., 2014). Ainda no grupo das células-tronco adultas (CTA) é possivel
destacar as chamadas células-tronco pos-natais ou fetais (CTF), que podem ser
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isoladas do cordao umbilical, placenta, membrana amniética, saco vitelino (animais) e
do alantéide ou ainda em fetos provenientes de material abortivo em humanos ou
animais (CAPLAN, 2000; CAPLAN; BRUDER, 2001; CAPLAN; CAPLAN, 2005;
WATT; GULLO; GARDE, 2013).

As CTF apresentam caracteristicas similares as CTM, porém receberam essa
denominacédo por se encontrarem no periodo fetal do desenvolvimento embrionario
guando coletadas. Estas células podem oferecer algumas vantagens para aplicacao
terapéuticas em substituicdo as células-tronco adultas e embrionarias (MARCUS et
al., 2008), devido a caracteristicas como a alta plasticidade, e a rapida proliferacao
(MIKI et al., 2005), e sendo que elas se localizam na interface materno-fetal, podem
ter caracteristicas diferentes e mais propicias para serem utilizadas em transplantes,
por possuirem baixa resposta imunoldgica (MIHU et al., 2009). Além disso, as CTF
sdo uma fonte de células-tronco ainda pouco exploradas, facilmente acessiveis a
partir de tecido extra-embrionarios que geralmente sdo descartados apos o
nascimento (MANUELPILLAI et al., 2011).

Os anexos embrionarios, amnio, corion, alantdide e saco vitelino, estédo
presentes durante o desenvolvimento dos vertebrados, sendo mais desenvolvidos
dentre os viviparos. Embora a oviviparidade e a viviparidade estejam nas duas
extremidades dos modelos reprodutivos dos vertebrados, estas estruturas estao
associadas a ambos e apenas o saco vitelino esta presente em todas as espécies
(MOSSMAN, 1987).

Estes anexos sao estruturas derivadas do zigoto, mas quase nada contribuem
para a formacao do embrido sendo, apenas a parte dorsal do saco vitelino incorporada
e, posteriormente formara o revestimento epitelial do intestino ja, o alantéide esta
relacionado com a formacéo da bexiga e do uraco (LAROCCA et al., 2008)(GARCIA
et al., 1991).

Como sabemos, o saco vitelino desempenha importantes fun¢des durante o
desenvolvimento, tais como: nutricho do embrido, sintese protéica, atividade
fagocitéria, transferéncia de materiais e hematopoiese.

Além disso, nosso grupo isolou e caracterizou células-tronco fetais do saco
vitelino de caes demonstrando que estas células constituem uma fonte excelente e
alternativa de células-tronco para serem aplicadas a Medicina Veterinaria

Regenerativa.
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Como o primeiro local de formacao de células sanguineas nos estagios iniciais
da embriogénese é o saco vitelino levantou-se a hipétese que estas células-tronco
seriam capazes de originar os globulos vermelhos e brancos, bem como, o tecido das
veias, artérias e capilares, poderiam estar presentes nesse anexo. Assim, essas
células podem ter um amplo espectro de aplica¢fes, entre elas a reconstituicdo de um
sistema hematopoiético deficiente ou destruido, a construgdo de modelos animais
para a producao de células sanguineas e anticorpos humanos, a realizacéo de testes
de doencas humanas, funcdo imune, vacinas, drogas e imunoterapia e outras
aplicacbes. Devido essas caracteristicas 0 saco vitelino foi utilizado em paralelo a

membrana amnidtica.

2.3.1 Células-Tronco de Membrana Amnidética Humana

Recentemente, novas fontes de células-tronco mesenquimais tém se mostrado
eficientes, tais como aquelas derivadas de membranas fetais, sendo facilmente
obtidas ndo invasivamente como as da membrana amniética da placenta ao término
da gestacdo (MANUELPILLAI et al., 2011; ZHOU et al., 2014; QI; PAN, 2015).

A membrana amnidtica representa a mais interna das duas membranas fetais
que circundam o feto durante gestacdo. Essa membrana fina e avascular, ndo possui
inervagBes ou musculatura e permeia a cavidade amniética, sendo banhada e nutrida
pelo fluido amniético (OKAZAKI et al., 1981). E composta por duas populacdes
celulares distintas: células epiteliais de membrana amniética humana (hAEC), que séo
células cubdides a colunares que formam uma monocamada delineando a membrana,
em contato direto com o fluido amnidtico, e células mesenquimais estromais da
membrana amniética humana (hAMSC), que estdo dispersas em uma matriz extra-
celular composta de colageno e laminina, e sdo derivadas do mesoderma
extraembrionario. Ambos os tipos celulares se originam durante os estagios de pré
gastrulacdo da embriogénese, antes do delineamento das trés camadas germinativas
primarias (MIKI et al., 2005; PAROLINI et al., 2008).

A membrana amniética exibe propriedades anti-inflamatérias assim como

antibioticas, sendo que essas caracteristicas associadas com a auséncia ou a baixa



25

imunogenicidade conduziram estudos que levaram o uso clinico da membrana
amnidtica como procedimento curativo para diversas les6es da derme e epiderme
(CIRMAN et al., 2014). Os primeiros estudos na area meédica com membrana
amniotica foram feitos com a membrana livre de células, como um curativo natural de
superficie para a reconstituicdo ocular, como no caso de doengas cicatriciais da
cornea e conjuntiva (GRINFELD; GOMES, 2004). Estes transplantes mostraram-se
eficazes na reconstrucado da superficie ocular, uma vez que a membrana amniotica
possui uma combinacéo unica de propriedades, incluindo a facilitagdo na migracao de
células epiteliais, o reforco da adesdo celular basal e o incentivo a diferenciacdo
epitelial (SANGWAN et al., 2007). Contudo, ha alguns anos, um novo foco vem
surgindo para a utilizacdo das células originadas dessa membrana, como a utilizacao
em medicina regenerativa em transplantes alogénicos e Xxenogénicos
(SAKURAGAWA et al., 2004).

Culturas celulares derivadas do amnion demonstraram capacidade de
diferenciacdo adipogénica e osteogénica (MA et al., 2014). Posteriormente, a
capacidade de diferenciacdo das células da membrana amni6tica em linhagens
miogénicas, neurogénicas e condrogénicas também foram demonstradas
(PORTMANN-LANZ et al., 2006). Importante ressaltar que as células-tronco de
membrana amniotica ndo induzem a formacgéo de tumores ou infec¢des virais, podem
inibir a maturacdo de células monocitariase células dendriticas (Magatti, 2015) e
proporcionam um alto rendimento em cultura Uma cultura tipicamente rende entre
150-200 x 10° células-tronco de epitélio amnidtico e 20-50 x 108 células-tronco
mesenquimais amnidticas (TODA et al., 2007, Konig 2015).

Em relacdo as células provenientes da membrana amnidtica humana, elas
expressam o marcador de pluripoténcia Oct-4 (ZHOU et al., 2014), marcadores do
antigeno de histocompatibilidade principal HLA (MIHU et al., 2009), marcadores de
células nervosas como neurofilamentos, proteinas gliais fibrilares e de células
progenitoras neurais. A capacidade de diferenciacdo das células derivadas de
membrana amniodtica de humanos foi avaliada e foi possivel observar que estas
células amnioticas possuem um potencial de diferenciacdo para células das trés
camadas germinativas in vitro: endoderme (figado e péancreas), mesoderme
(cadiomidcitos) e ectoderme (células neurais). Ainda nesse estudo, o implante das

células no membro posterior de camundongos ndo produziu tumores durante um
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periodo de sete meses (MIKI et al., 2005; PAROLINI et al., 2014; MAGATTI et al.,
2016).

Em protocolos que visavam avaliar o potencial terapéutico das células-tronco
de membrana amnidtica em doencas neuronais, demonstraram que apo0s enxerto
intracerebral em ratos portadores de Parkinson, ocorreu a diferenciagdo em células
neuronais, bem como sintese e liberacdo de catecolaminas e fatores neurotréficos
(UCHIDA et al., 2000). Em ensaios para a reconstrucdo de lesbes em ducto biliar,
foram células-tronco de membrana amniotica sendo que as células foram inoculadas
em caes, que apos 6 semanas apresentaram uma camada de endotélio amnidtico no

local da administragédo (MA et al., 2014).

Outros experimentos de terapia celular usando células-tronco de membrana
amnidtica mostraram-se promissores, como a capacidade de diferenciacdo em
hepatdcitos e consequentemente a expressao de albumina (TAKASHIMA et al., 2004),
inibicdo in vitro da medula éssea na proliferacao de linfécitos-T em cocultura (ZHOU
et al., 2014), diferenciacdo em cardiomidcitos expressando miosina (TANAKA et al.,
1999). Além disso, a capacidade de diferenciacdo em células 3 pancreaticas também
foi realizada seguida da aplicag&o in vivo em ratos portadores de diabetes demonstrou
gue os niveis séricos de glicose permaneceram normalizados por até 6 semanas ap0s
o tratamento (MIHU et al., 2009; MAGATTI et al., 2016), entre outros.

Além de possuirem caracteristicas de células-tronco mesenquimais elas
também possuem as propriedades regenerativas, imunomoduladoras e secretam
fatores solUveis importantes no tratamento de patologias inflamatérias e fibréticas
como fatores angiogénicos, anti-inflamatorios entre outros que podem ser importantes
no tratamento do linfedema (PAROLINI et al., 2008). O potencial angiogénico das
células de membrana amnidtica foi comprovado fato este ja era esperado, uma vez
que sao originadas do epiblasto, que por sua vez originam todas as camadas
embrionéarias (PAROLINI et al., 2008; MAGATTI et al., 2016).

Estudos recentes concluiram que as células-tronco mesenquimais derivadas
de membrana amniética constituem unidades promissoras para revascularizacao

terapéutica de tecidos isquémicos e para o suporte de vasos e formagéo de tecidos,
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liberacdo de fatores solUveis que prolongam a sobrevida de células endoteliais
(FUNCTION et al., 2015)).

Estudos utilizando as células derivadas da membrana amnibtica tém
demonstrado que estas células possuem a capacidade de suprimir as respostas
imunes, induzir tolerancia e reverter o dano inflamatoério. Alguns estudos pré-clinicos
utilizando estas células na terapia celular demonstraram que os efeitos ndo estavam
relacionados com a transdiferenciacao de células derivadas destas células em outros
tipos de células, mas sim na liberacdo de moléculas troficas e anti-inflamatorias
constituindo efeitos imunomoduladores destas células derivadas da membrana
amnidtica em ativar uma resposta inflamatéria e permitir remodelacéo de tecidos apés
uma lesdo, resultando na reducao do numero de fibroblastos e menos cicatrizes nos
diferentes 6érgdos avaliados, tais como a medula espinhal, figado e pulmao,
independentemente do tipo de lesdo. Apesar disso ainda muito deve ser estudado em
relacdo a seu papel em doencas inflamatérias (INSAUSTI et al., 2014).

Dessa forma, as células-tronco de membrana amnidtica sdo atraentes para o
tratamento do linfedema murino, uma doenca inflamatdria que compromete muitos

individuos e ainda n&o tem cura.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esse trabalho foi divido em 4 etapas: 1) Padronizagao do modelo de linfedema
murino; 2) Expansao das células-tronco; 3) Tratamento do linfedema murino induzido
com células-tronco de membrana amnioética e saco vitelino de caes; 4) Avaliacdo do

tratamento.

3.1 ANIMAIS

Este projeto de doutorado foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, conforme o
documento em anexo (CEUA/Vet n°® 2953/2013).

Os camundongos Swiss, Balb/C e/ou C57/BL-6 foram mantidos no Biotério do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) em gaiolas plasticas forradas
com maravalha de pinus autoclavada, em ambientes climatizados com temperatura
controlada a 22°C e ciclo de iluminagéo de 12 em 12 horas. Em cada gaiola havia no
maximo 6 animais da mesma idade. Os animais receberam racao (Nuvital, PR, BR) e

agua filtrada e autoclavada em bebedouros com canudo longo ad libitum.

3.2 OBTENCAO DO MODELO DE LINFEDEMA

Os animais selecionados foram submetidos a protocolos de indugcdo ao

linfedema como mostrado a seguir:
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3.2.1 Inducéo de linfedema murino com base no modelo proposto por

Tabibiazar

Os animais receberam sedacédo quimica em quantidade de aproximadamente
de 50mg/kg de cetamina (Syntec, SP, BR) e 5mg/kg de Midazolam (Ceva, SP, BR) na
mesma seringa completando com 1mL de solucao fisioldgica pela via intraperitoneal
(PAIVA, MAFFILI, SANTOS, 2005). ApGs assepsia com &lcool 70%, a &rea para
realizagdo do procedimento foi demarcada com base no procedimento descrito por
Tabibiazar (TABIBIAZAR et al.,, 2006). Para tanto, a ablacdo foi feita com uma
distancia de 10mm da base da cauda e de aproximadamente 2 mm, utilizando o eletro-
cautério (Transmai, SP, BR) em poténcia 4 até completar a circunferéncia total da

cauda previamente demarcada.

Figura 1 — Esquema representativo do modelo de indugéo de linfedema murino baseado
no modelo proposto por Tabibiazar (TABIBIAZAR et al., 2006).

Face Ventral \(

Face Dorsal

(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)

Apo6s a inducdo, os animais foram fotografados e tiveram suas caudas
mensuradas por paquimetro a cada 2-3 dias, na distancia de 10mm apos a ablagéo.
Ao final do periodo de 30 dias, os animais foram eutanasiados seguindo as diretrizes

do CEUA/Vet e as caudas foram submetidas a analises histologicas.
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3.2.2 Inducéo do Linfedema murino com base no modelo proposto por Shimizu

Para obtencéo do linfedema murino com base no modelo proposto por Shimizu
(SHIMIZU et al., 2012) uma ablacéo foi de 2mm foi realizada ap6s 10mm da base da
cauda e um flap de 4mm foi mantido na regido ventral (Figura 2).

Em um primeiro momento, as ablagfes foram feitas utilizando eletro-cautério.
Em seguida, o eletro-cautério foi substituido por uma caneta cautério de alta

temperatura (Cautermax®, Fabinjec, SP, BR) e por ultimo foi substituido pela de baixa
temperatura (Bovie® Aaron Med. Corp, FL, EUA),

Figura 2 — Esquema representativo do modelo de linfedema murinho utilizado neste
trabalho baseado no modelo proposto por Shimizu (SHIMIZU et al., 2012).
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(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)

Além disso, para esse experimento foram utilizados animais das linhagens
Balb/C e C57/BL6.

Apés a inducdo, os animais foram fotografados e tiveram suas caudas
mensuradas por paquimetro a cada 2-3 dias, e os valores aferidos nas distancias de
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10 e 20mm apos o local da leséo foram inseridos na formula de cone-truncado (vide
item 3.4.1 de materiais e métodos.

3.3 TERAPIA CELULAR

Apés a padronizacdo do modelo de linfedema murinho os animais foram
submetidos a terapia celular utilizando células-tronco de membrana amniética humana

e saco vitelino canino.

3.3.1 Cultivo e Expansao das Células-Tronco

3.3.1.1 Membrana Amnidtica

As células-tronco de membrana amniética humana (MAHum) foram
gentilmente doadas pela Profa. Dra Ornella Parolini da Universidade de Brescia na
Itdlia e foram enviadas congeladas, mantidas em gelo seco em quantidades
adequadas até chegar ao Brasil. Imediatamente apds o recebimento as células foram
colocadas e mantidas em tanques de nitrogénio liquido até o momento do

descongelamento.

As células-tronco de membrana amniética humana que estavam armazenadas
no nitrogénio liquidam foram submetidas ao processo de descongelamento rapido.
Apoés descongelamento rapido, as células foram mantidas em meio DMEM low glicose
(LGC Biotecnologia, SP, BR), acrescido de 10% de soro fetal bovino (Life
Technologies, CA, EUA) e 1% de solugcdo de antibidtico e antifungico (100U/mL
penicilina, 100ug /mL estreptomicina, 0,5 ug/mL de anfotericina - Sigma-Aldrich, SL,
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EUA). As células foram expandidas e congeladas até que atingissem

aproximadamente o numero de células para a totalidade do experimento.

3.3.1.2 Saco Vitelino

As células-tronco de saco vitelino de cé@o obtidas de animais SRD com 42 dias
de gestacdo que estavam congeladas e armazenadas no nitrogénio liquidam foram
submetidas ao processo de descongelamento rapido. As células apos
descongelamento rapido foram mantidas em meio a-MEM acrescido de 15% de soro
fetal bovino definido (Hyclone), 1% de Aminoacidos ndo essenciais (Invitrogen), 1%
de solucdo de antibidtico e antifungico (Sigma-Aldrich) e 1% de L-Glutamina

(Invitrogen).

3.3.2 Preparo das Células-tronco para Terapia

As células-tronco de membrana amniética humana ou saco vitelino de céo
antes de serem utilizadas na terapia celular foram submetidas a anélise da presenca
de micoplasma seguindo protocolo descrito por Roulland et al., 1994 e, Uphoff, Drexler
2014.

Momentos antes da injecdo, as células-tronco de membrana amniética humana
(P5) e de saco vitelino canino (P8) foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich) e
tripsinizadas com Tryple Express (Life Technologies) por 5 min. Apds descolamento
celular, as células foram ressuspendidas, inativadas com SFB e lavadas duas vezes
com PBS para eliminacdo do SFB. Ap0s a segunda lavagem, as células foram
submetidas a contagem e ressuspendidas em um volume de 20uL de solucéo
fisiologica e foram imediatamente levadas em gelo ao Biotério IPEN, local onde os

animais foram mantidos.
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3.3.3 Terapia Celular

Para a execucao de todos os ensaios envolvidos no experimento de terapia
celular, foram utilizados animais da linhagem C57/BL6, e todos o0s grupos
experimentais abaixo e o protocolo utilizado para essas andlises foi o modelo proposto
por Shimizu et al., 2012.

Com o intuito de comparar os efeitos terapéuticos das células-tronco derivadas
de membrana amniética humana e de saco vitelino, foram criados 0s seguintes

grupos:

Grupo Controle — Animais que receberam apenas manipulacdo e
nenhum procedimento cirdrgico;

Grupo Placebo — Animais que receberam apenas 20uL de solugao
fisiologica apds o procedimento de inducéo ao linfedema;

Grupo SHAM - Animais submetidos ao protocolo de inducdo ao
linfedema e nenhum tratamento;

Grupo MAh — Animais que receberam 20uL de suspenséo celular,
contendo aproximadamente 0,5X108 de células-tronco derivadas de Membrana
Amnidtica apds a inducéo ao linfedema,;

Grupo SVc — Animais que receberam 20uL de suspensédo celular,
contendo aproximadamente 0,5X10° de células-tronco derivadas de Saco

Vitelino;

Para o experimento de terapia celular, as células-tronco ou solucéo fisiolégica
foram injetadas 20uL em nimero aproximado de 0,5 x 108, imediatamente apdés a
inducdo da lesdo, em um intervalo compreendido de aproximadamente de 10mm

abaixo da lesao.
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3.4 AVALIACAO DA TERAPIA CELULAR UTILIZANDO CELULAS-TRONCO

Apé6s a inducdo, os animais foram fotografados e tiveram suas caudas
mensuradas por paquimetro a cada 2-3 dias, e os valores aferidos nas distancias de
10 e 20mm apos o local da lesdo, foram inseridos na formula de cone-truncado. Ao
final do periodo de 21 dias, os animais foram eutanasiados seguindo as diretrizes do
CEUA/Vet e as caudas foram submetidas a analises histoldgicas, realizadas coloracao
de HE, Picrossirius, esfregaco do exsudato caudal, bem como foi realizada imuno-
histoquimica com emprego de marcador especifico para vasos linfaticos anti Lyve-1.

3.4.1 Analise Macroscopica

O monitoramento das caudas, bem como o registro fotografico e a mensura

do didametro caudal com o emprego de paquimetro digital foi realizada a cada 2 ou 3

dias apds 10 e 20mm do local da lesédo (Figura 3, seta vermelha), ou ainda de acordo
com as necessidades que se apresentaram durante a execucao dos protocolos.

Os valores aferidos nos momentos da medicéo foram inseridos na férmula de

“cone-truncado” baseado em ZAMPELL et al., 2012 sendo, definido pela seguinte

equacao:

T X ht 5 .
Vt:TX(R +RXT‘+T')

Onde: Vt corresponde ao volume total, ht ao intervalo entre as duas medicoes,

R ao raio maior e r ao raio menor.

Ao final do periodo de 21 dias, os animais foram eutanasiados seguindo as
diretrizes do CEUA/Vet e as caudas foram divididas em 2 por¢es: medial (M) e distal
(D). A porcdo medial (Figura 3 - seta azul) estava localizada a 10mm da porcao
proximal da cauda, a distal (Figura 3 - seta vermelha) 12mm desde o inicio da ablacao.

As porcdes mediais foram empregadas na execucdo das técnicas histologicas e
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imuno-histoquimica, enquanto que as por¢des distais foram congelada em nitrogénio

para avaliagdo molecular.

Figura 3 — Esquema representativo do modelo utilizado de Shimizu (Shimizu et al.,

2012) destacando as medidas e por¢cdes avaliadas no projeto.

(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)

3.4.2 Preparacao das amostras para analise

As caudas foram seccionadas e a porcdo a ser utilizada foi submetida ao
processamento de inclusdo em parafina passando por procedimentos de

descalcificagéo ou ainda processadas diretamente por congelamento.

3.4.2.1 Por inclusdo em parafina histolégica

Apbs concluir as secgdes das caudas, as respectivas por¢cdes dos materiais
foram fixados em solucdo de Parafolmaldeido (PFA, Merck) a 4% em tamp&o Fosfato-
Salina (PBS, Sigma), pH 7,4 e mantidos sob agitacdo lenta por periodo variavel entre
4 e 6 horas, sendo logo apés mantidos em geladeira por aproximadamente 16 horas.
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Com o intuito de submeter o material as analises histologicas e imuno-
histoquimicas, diferentes técnicas de descalcificacéo foram utilizadas nas caudas até
obter uma consisténcia suficientemente macia para processamento no micrétomo.
Contudo, a técnica que apresentou o melhor resultado, foi a que empregou o
Osteomoll® (Merck) em concentracdo de 80%, sob leve agitagdo constante pelo
periodo de 3 a 4 dias.

Apos a realizacdo de todas as metodologias, as amostras foram lavadas em
agua corrente por 30 minutos, e em seguida submetidas a uma sequéncia crescente
de alcoois (70%, 80%, 90%, 95% 100% - Synth) com duracdo de aproximadamente
uma hora cada, sendo entdo realizado o processo de diafaniza¢cdo em dois banhos
em Xilol (Synth) com duracédo de uma hora cada, bem como dois banhos em parafina
a 60°C também perfazendo uma hora cada etapa. A seguir, as amostras foram
incluidas em parafina e os blocos foram cortados com 5um de espessura, sendo 0s

cortes acomodados em laminas de vidro.

3.4.2.1. Por criostato

Para a realizacdo da IHQ com o emprego do Criostato, ou congelamento, as
caudas foram colhidas dos animais logo apds a eutanasia, e em seguida congeladas
em nitrogénio liquido (-196°C), sendo entdo acondicionadas em suportes especificos
previamente preparados com Tissue-Tek® (Sakura Finetek, CA, US) e cortadas com
aproximadamente 20um de espessura em Criomicrétomo (Leica, WE, DE), para que
os cortes pudessem entdo ser acondicionados em laminas silanizadas (Starfrost® -
Knittel, GmbH, DE) e fixadas com acetona 100% (Synth)por 10 minutos a -20°C.

Além desse protocolo, um ensaio utilizando uma preparagcdo prévia ao
congelamento foi realizado, onde as amostras forma submetidas a uma solugéao de
PBS contendo 30% de sacarose a 4°C por 16 horas, sendo depois submetidas a uma
solucéo de 50% de PBS com 30% de sacarose (Synth), acrescido de 50% de Tissue-
Tek® (Sakua Finetek) a 4°C por 16 horas, para que depois fossem acondicionadas

em suportes especificos congelados e submetidos a microtomia.
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3.5 ESFREGACO DO EXSUDATO

Com a finalidade de avaliar as caracteristicas das células presentes no exudato
da cauda no momento da eutanasia, aproximadamente 40ul de humor foram colhidos
para serem empregados em extensao sobre lamina, sendo imediatamente fixado em
temperatura ambiente por 30 minutos e posteriormente submetidos a coloragéo de

Hematoxilina e Eosina.

3.6 ANALISE HISTOLOGICA

3.6.1 Coloracao das amostras por hematoxilina e eosina

Para realizacdo da coloracdo por Hematoxilina-Eosina, os cortes das amostras
foram desparafinizadas com duas imersfées em xilol, seguidas de imersdes
subsequentes em concentracfes de etanois (100%, 95%, 70% - Synth) por 15 minutos
cada e uma imersdo em agua destilada de 5 minutos. Em seguida, as laminas foram
colocadas na coloracdo de Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) por 3 minuto e
depois em agua corrente por 10 minutos, para remocdo do excesso do corante. As
laminas foram entdo coradas em Eosina (Sigma-Aldrich) por 1 minuto, posteriormente
foi realizado o processo de desidratacdo com etanol 95% (Synth), duas imersbes em
etanol 100%(Synth) por 5 minutos cada e, clarificadas através de duas imersées em
Xilol de 5 minutos cada. As laminas foram montadas com Permount® (Fischer
Scientific, PA, US).
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3.6.2 Investigacédo do perfil de coldgeno predominante na cauda pela técnica
de picrossirius

Para que fosse descrito o tipo do coldgeno expresso nas amostras caudais,
realizamos a técnica de Picrossirius, que além de determinar o tipo do colageno (I ou
[ll) através do padrdo colorimétrico das mesmas.

A fixacdo do material foi realizada com o emprego de Bouin composto por 86%
de Acido Picrico saturado, 10% (Synth) de Formalina e 4% (Synth) de Acido Acético
Glacial (Synth), por 6 horas, sob agitacdo suave e em temperatura ambiente. Em
seguida, submeter as amostras ao Acido Fosfomolibdico (Merck) por 5 minutos,
realizando uma lavagem de 1 minuto em agua corrente e posterior submersdo em
Picrossirius por 1 hora, para que possa ser lavado por 3 minutos em agua destilada
para posterior desidratacdo e montagem.

3.7 ANALISE DO PERFIL IMUNOHISTOQUIMICO DOS VASOS LINFATICOS

Os cortes congelados foram obtidos como protocolo descrito acima no item
3.4.2.1. Por se tratar de cortes congelados, nao foi necessario realizar o processo de
recuperacdo antigénica. Os tecidos foram submetidos a uma reidratacdo prévia
realizada por 3 banhos em PBS, contendo 0,1% de Tween (Vetec), sendo em seguida
blogueada as reacdes inespecificas com o emprego de solu¢édo de PBS, contendo 5%
de Albumina sérica bovina, por 2 horas em temperatura ambiente, sendo em seguida
incubados o anti-Lyvel (R&D® Systems, MN, US - concentracdo 50 pg/mL) diluidos
1:300 em solucdo de bloqueio por aproximadamente 16 horas a 4°C em camara
amida.

Na sequéncia, as amostras foram lavadas em 3 banhos de PBS, contendo 0,1%
de Tween, com a duragao de 5 minutos cada, para que a amostra fosse encubada
com anticorpo secundario conjugado com o fluoroforo Texas Red (Abcan 150130
Carlsbad, CA, USA), diluidos 1:400 em solugéo de bloqueio, pelo periodo de 2 horas
em temperatura ambiente. As amostras entdo foram lavadas por 3 banhos de PBS

contendo 0,1 de Tween, sendo em seguida corados os nucleos por DAPI em diluigdo
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1:10000 por 10 minutos em temperatura ambiente, para fosse removida o0 excesso de
corante, novamente foram realizados 3 banhos de PBS de 5 minutos cada.

As laminas foram suavemente secas, para que pudessem ser montadas
permanentemente com o emprego de laminulas histologicas e solu¢cdo de montagem
D.P.X. (Sigma).
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4 RESULTADOS
4.1 MODELOS DE LINFEDEMA
4.1.1 Modelo Tabibiazar

O estabelecimento do modelo de linfedema murino foi bastante trabalhoso e
dispendeu mais tempo do que imaginavamos. Antes de iniciar este projeto, um piloto
foi realizado em camundongos Swiss, seguindo o protocolo descrito por Tabibiazar et
al. (2006), com o objetivo de testar o protocolo, a profundidade, 0 manuseio do animal
e observar se haveria a formagao do linfedema. O animal foi acompanhado por dez

dias, com a formacao do linfedema. Isso nos motivou a realizar o projeto (Figura 4).

Figura 4 — Fotografia dos passos para ainducéo de linfedema em camundongos Swiss
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(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)

Apesar do sucesso inicial da formacgéo do linfedema testado em camundongos
Swiss, havia remissdo espontanea do linfedema apds 15 dias. Testamos entdo o
mesmo protocolo em Balb/c, sendo observada a remissdo espontanea em
aproximadamente 30 dias, como demonstrado no relatorio anterior. Com isso,
realizamos modificagdes no protocolo, como a utilizagéo de bisturi no lugar de eletro-
cautério e com o aumento do tamanho da lesdo (4mm ao invés de 2mm). Em ambos
0S casos, bisturi e aumento do tamanho da lesao foi observada necrose logo apos 7
dias da indugao. Como a anatomia da cauda apresenta duas veias nas laterais, uma
das explicagOes para a necrose seria a lesao dessas veias. Realizamos entdo a lesao

‘em C”, ou seja, parando antes de atingir as veias laterais. Nesse caso houve a
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formacao de um linfedema maior no inicio dos experimentos, porém também houve

regressao espontanea do linfedema apos 30 dias (Figura 5A,C,D).

Figura 5 — Obtencéo de Linfedema com lesdo baseada na lesdo em C e modelo de

Shimizu et al., 2012 em camundongos Balb/C utilizando eletro-cautério.
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(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)
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4.1.2 Modelo Shimizu

Na literatura, o modelo de linfedema murino proposto por Shimizu et al., 2012
parecia produzir um linfedema de cauda mais estavel que o proposto por Tabibiazar
etal., 2006. Partimos para a realizagao do modelo de linfedema proposto pelo Shimizu
et al., 2012 em camundongos Balb/C utilizando eletro-cautério na poténcia 3-4.
Novamente houve a regressdo espontanea do linfedema apos 30 dias (Figura 6
B,C,E).

Figura 6 — Linfedema em camundongos Balb/C com eletrocautério.
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Diante deste resultado, resolvemos entrar em contato com Shimizu e relatamos
nossos resultados, que nos indicou a usar uma caneta cauterizadora no lugar do
eletro-cautério. A caneta da marca Bovie com 1,5A e baixa temperatura e a 3,0A da
marca Cautermax foram adquiridas. Novos experimentos utilizando camundongos
Balb/C (Figura 7), C57/BL6 (Figura 8) foram realizados. A utilizagéo da caneta no lugar
do eletro-cautério proporcionou a obtencdo de linfedema consistente com o que
vemos na literatura em todos os animais utilizados como modelo, Balb/C e C57/BL6.
Nas analises histologicas, além do edema, observamos a presenca de espongiose e
infiltrado inflamatério bem caracteristico, sendo o edema com 3 e 7 dias bastante
significativo em todos animais. Diferentemente do que foi observado anteriormente, o
edema persistiu até pelo menos 30 dias em camundongos Balb/C (Figuras 7e 8 A e
B) e 60 dias em C57/BL65 e 6).
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Figura 7 — Linfedema obtido utilizando o modelo de Shimizu et al., 2012 e a caneta cautermax
em animais Balb/C. A) Visdo macroscopica do animal apds a indugdo em diferentes dias; B) Grafico
das medidas obtidas por paquimetro apés 10 mm da lesdo; C) Andlise histoldgica das caudas de
camundongos Balb/C submetidos a inducéo do linfedema. Para tanto, apds eutanasia as caldas foram
submetidos ao procedimento de descalcificacdo por osteomol (80%) e corados por HE, magnificacdo
dos 4 cortes sobrepostos: 40x; D) Analise histoldgica, magnificagdo, 200x.
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(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)

Figura 8 — Linfedema obtido utilizando o modelo de Shimizu et al., 2012 e a caneta Cautermax
em animais C57/BL6. A) Visdo macroscopica do animal apds a indugdo em diferentes dias; B) Gréfico
das medidas obtidas por paquimetro ap6és 10 mm da lesdo; C) Andlise histoldgica das caudas de
camundongos apoés indugéo do linfedema. Para tanto, apés eutanésia as caldas foram submetidos ao
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procedimento de descalcificacdo por osteomol (80%) e corados por HE, magnificacdo dos 4 cortes
sobrepostos: 40x; D) Analise histologica, magnificacéo, 200x.
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4.3 AVALIACAO DA TERAPIA CELULAR UTLIZANDO CELULAS-TRONCO

Os animais C57/BL6 com linfedema murinho induzido pelo método proposto
por Shimizu et al., 2012 foram submetidos a terapia celular foram avaliados apés 21
dias da injecdo celular. Passado esse periodo, os animais foram eutanasiados
seguindo as recomendacdes do CEP e as avaliacbes do efeito terapéutico estédo

relatadas a seqguir:

4.4 ANALISE MACROSCOPICA

O Grupo Controle foi medido e fotografado ao logo de todo o experimento, para
que comparar a linearidade do modelo em relagéo ao tempo (Figura 9 A).

O Placebo apresentou a maior formacédo de edema, as bordas da ablacdo
apresentavam rubor bastante definido e uma leve retragcdo, e a regido mais
edemaciada era dotada de aspecto brilhante e apds o pico inicial do inchaco atingido
préximo ao décimo dia, houve uma sutil regressao que se estabilizou ainda na terceira
semana, mantendo o edema estavel até o fim do experimento. O grupo SHAM
apresentou caracteristicas muito semelhantes ao Placebo, exceto a o aspecto
brilhante da zona edemaciada, bem como as medidas das areas aferidas, que se
apresentaram ligeiramente menores (Figura 9 B e C).

O grupo MAh apresentou um pico do edema precoce, entre o0 quinto e 0 sétimo
dia, entretanto, além de precoce, o edema aferido foi sensivelmente menor, bem como
0s aspectos de inflamag¢ao que acompanharam os outros grupos (Figura 9 D).

O grupo SVc apresentou o0 menor edema aferido e também teve seu pico entre
o terceiro e o sexto dia, e os aspectos inflamatérios foram os menores quando
comparados com todos os demais grupos ao final do periodo de tratamento (Figura 9
E).



Figura 9 — Fotografias das caudas de animais no 21° dia de experimento
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(Fonte: DIAS, JLRM; 2016)
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4.5 MENSURA VOLUMETRICA DA CAUDA

A mensura das caudas realizadas com emprego de paquimetro digital nas
distancias de 10 e 20mm da ablacdo cirirgica, forneceu valores que ao serem
inseridos na formula de cone-truncado, reafirmou os achados macroscopicos. De
forma que os grupos Placebo e SHAM tiveram os maiores edemas aferidos, com os
indices mais altos alcancados entre o sexto e nono dia de protocolo, enquanto os
grupos MAh e SVc apresentaram o 4pice de seus edemas entre o quarto e o sexto
dia, contudo, nesses grupos, os edemas foram muito menos pronunciados, e proximo
ao fim do experimento, o volume de suas areas era aproximava-se muito com as areas

aferidas no grupo controle (Figura 10).

Figura 10 — Avaliagdo das mensuragdes utilizando a metodologia do cone

truncado.
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(Fonte: DIAS, JLRM; 2016)
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4.6 ESFREGACO DO EXSUDATO

A partir do esfregaco do exsudato da cauda dos animais do grupo controle foi
possivel observar uma presenca acentuada de eritrocitos, prépria do processo de
seccdo, e além disso, foram observadas poucas células de linhagem linfoide e
mielodie, além raras células colunares (Figura 11A). Esse padréo foi acompanhado
nos esfregacos realizados nas amostras dos grupos MAh e SVc, exceto pela presenca
discretamente mais acentuada de células da linhagem linfoide (Figura 11D e E).

As amostras derivadas do grupo Placebo, além de apresentar uma quantidade
exsudato muito maior, mostraram a presenca moderada de muco proteico, além muito
mais exemplares de células linfoides e mieloides, e ainda foi possivel evidenciar a
presenca de alguns exemplares de células colunares dispersos ao longo do esfregaco
(Figura 11B). O grupo SHAM (Figura 11C) apresentou resultados muito semelhantes
ao placebo, excetuando-se pela quantidade menor de exsudato, e pela presenca das

células colunares.



50

Figura 11 — Extensdo do exsudato das caudas de animais no 21° dia de

experimento

(Fonte: DIAS, JLRM; 2015)
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4.7.1 Analise histolégica das amostras

A histologia do grupo controle (Figura 12A) ao termino do experimento, apontou
para o padrdo histolégico esperado dentro do quadro de normalidade, afinidades
tintoriais, aspectos estruturais, bem como a relacdo das proporcdes. A andlise das
amostras do grupo Plabebo (Figura 12B), revelaram a presenca espacos
edemaciados, regides compativeis com espongiose, perda da proporcdo entre a
vertebra caudal e seus anexos em relagédo as camadas que recobrem a cauda, além
da presenca de hiperqueratose ao longo de toda a circunferéncia da amostra.

A amostra derivada do grupo SHAM (Figura 12C) continha uma polarizacéo do
deslocamento estrutural oriunda do linfedema, orientada para a face dorsal da
amostra, além disso, também foi possivel presenciar a hiperqueratose ao longo de
toda a circunferéncia da amostra, bem como alteracdes compativeis com a instalacéo
de um quadro fibrético.

O grupo MAh (Figura 12D) apresentou um discreto deslocamento estrutural da
vertebra caudal em relacdo aos anexos externos, porém nao apresentou regides com
indicios de espongiose ou hiperqueratose.

O grupo SVc (Figura 12E) gerou amostras com padrdes histologicos muito
semelhantes aos encontrados no grupo controle, ndo sendo possivel evidencias
alteracbes estruturais, processos inflamatérios crbnicos, espongiose ou

hiperqueratose.
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Figura 12 — Anédlise histoldgica por coloracdo de HE das caudas apds 21 dias de
tratamento com células-tronco

(Fonte: DIAS, JLRM; 2016)
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4.7.2 Investigacao do perfil de colageno predominante na cauda pela técnica
de picrossirius

A realizacdo da técnica da histolégica associada a coloracdo de picrossirius
possibilitou além da avaliacdo estrutural da histologia tecidual, a alteracdo gradual
entre os colagenos do tipo | e Ill a medida em que ocorreu a evolugcéao da instalacéao
do quadro linfedematoso.

Pode-se observar a amostra oriunda de animal Controle (Figura 13A), o padrao
de colageno tipo | (vermelho), amplamente estabelecido em toda a matriz extracelular
do corte histolégico, ao passo que na amostra derivada de animal do grupo Placebo
(Figura 13B), verificou-se o desarranjo estrutural da amostra, acompanhada de uma
expressdo muito mais pronunciada do colageno do tipo Il (verde), sendo que essa
alteracdo também foi encontrada no grupo SHAM (Figura 13C), s6 que em menor
intensidade.

As amostras oriundas do grupo MAh (Figura 13D) apresentaram um padréo de
coldgeno do tipo | muito préximo ao expressado pelo Controle, porém também foi
percebida um sutil aumento na expressédo do colageno do tipo lll, sendo que esse
fendmeno ndo acompanhou as amostras derivadas do grupo SVc (Figura 13E) que se
apresentaram muito semelhantes ao Controle no tocante aos tipos de colageno, bem

com padrdes estruturais histolégicos.
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Figura 13 — Anélise por coloracédo de picrossiruis das caudas ap6s 21 dias da

terapia celular utilizando células-tronco

(Fonte: DIAS, JLRM; 2016)
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4.8 ANALISE DO PERFIL IMUNOHISTOQUIMICO DOS VASOS LINFATICOS

O padrdo de marcagdo do grupo Controle apresentou vasos linfaticos com
aspectos preservados, praticamente nenhum tipo de distenséo foi presenciado nas
amostras. O mesmo aspecto nao foi encontrado nas amostras originadas do grupo
Placebo, que apresentou além de vasos mais humerosos, um aspecto de distenséo
demasiadamente pronunciado, sendo que um padrdo bastante proximo foi observado
também nas amostras do grupo SHAM, contudo, nesse grupo, essa distensao parecia
ser bem menos pronunciada.

As amostras derivadas dos grupos MAh e SVc apresentaram vasos de aspecto
muito semelhante aos do grupo Controle, porem a quantidade e distribuicdo dos
mesmos era superior, assemelhando-se aos resultados do grupo SHAM.



Figura 14 — Imunohistoquimica das caudas de animais no 21° dia de experimento

(Fonte: DIAS, JLRM; 2016)
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5 DISCUSSAO

Inicialmente foi realizada uma tentativa de modelo para linfedema, utilizando
camundongos Swiss e imunossuprimidos nude, uma vez que as predisposi¢cdes
imunoldgicas desses animais eram bastante pertinentes ao quadro de linfedema,
especialmente a imunossupressao do nude que se aproxima ao quadro imunitario
deficiente dos pacientes oncoldgicos, porém, mediante a técnica utilizada ambas
abordagens em diferentes tentativas resultaram ou em necrose ou remissao completa
do edema, uma vez que as peculiaridades dos animais ndo permitiam o manejo
adequado.

A substituicdo dos modelos, por animais da linhagem BALB/C foi realizada
devido a sua condic&o isogénica uma vez que, 0S animais Swiss nao Sao isogénicos.
Ja os animais BALB/C sdo o que traria uma maior seguranca as analises, porém a
mesma remissao foi vista, sendo ela completa por volta do trigésimo dia.

Com o intuito de causar um trauma tecidual maior, e assim garantir a
manutencao do linfedema por periodos maiores, a substituicdo do eletro-cautério por
bisturi convencional foi realizada, assim como uma lesdo de extensdo maior foi
praticada, aumentado a area de ablacao de 2mm para 4mm, porém, em poucos dias
0 processo necrotico comecou a se instalar, de forma induzir a eutanasia precoce dos
animais. A escolha do bisturi convencional foi baseada em achados clinicos relatados
por médicos veterinarios em reunibes do nosso grupo de pesquisa onde esses
profissionais relataram que em geral, cirurgias realizadas com bisturi mostrava um
potencial maior para a instalacao de um processo inflamatério, entretanto o que vimos
foi um aumento do potencial necrético.

A tentativa de “Lesdo em C” pode ter sua inviabilidade justificada, pela grande
area de tecido preservado, tanto na face dorsal, como na ventral, o que pode ter
acarretado numa sobrecarga dos vasos preservado capazes de impedir a formacéo
do linfedema e com isso, ndo pode ser utilizada em nosso trabalho.

O periodo crénico da lesdo alcancado pelos animais submetidos ao protocolo
Shimizu, pode ser derivada da interacdo entre o controle de presséo exercido durante
0 protocolo de inducéo ao linfedema, para que assim, fosse tomado o cuidado de
preservar 0s vasos sanguineos mais profundos e consequentemente evitando a

necrose, aliado ao flap preservado na por¢cdo caudal que pode ter permitido a
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instalacdo da lesdo, contudo sem possibilitar que 0 membro entrasse em colapso pela
estase hidrica.

A troca instrumental realizada entre o bisturi elétrico e a caneta cauterizadora,
pode ter sido resultado do principio de acao de cada um, uma vez que a dissociacao
tecidual a partir da emisséo continua de elétrons, € mecanismo de acdo do bisturi
elétrico, ao passo que dissociacdo tecidual por calor, e consequente cauterizacao é o
principio do funcionamento da caneta cauterizadora.

A substituicdo da caneta cauterizadora de alta temperatura, pela de baixa
temperatura pode ser fundamentada pelo valor calorimétrico alcancado por cada uma,
sendo que aproximadamente 1200°C podem ser alcancados pela primeira, ao passo
gue apenas 600°C podem ser alcancados com a segunda.

Além disso, frente aos resultados obtidos, muitos questionamentos foram feitos,
com a finalidade de elucidar os diferentes comportamentos apresentados pelos
animais, frente a metodologias distintas. Dessa forma, um dado imunoldgico
importante em relacdo aos animais € o de que temos uma predominancia da resposta
Th1l para os C57/BL6 e Th2 para os Balb/C (WATANABE et al., 2004), o que em partes
pode explicar os resultados diferentes obtidos nestes animais apds inducdo de
linfedema. Além do comportamento imunoldgico, devemos lembrar que o0s
equipamentos utilizados para inducéo confrontam a dissociagéo tecidual por indugao
de elétrons proveniente do eletro-cautério contra a cauterizagdo por calor originada
da caneta cauterizadora.

As tentativas iniciais de realizar andlises histologicas, esbarraram na
resisténcia ao corte impresso pela vértebra caudal, o0 que comprometia a integridade
de todo o restante da amostra. Com o intuito de contornar esse viés, algumas
metodologias de descalcificacdo foram testadas, incluindo acidos nitrico, citrico e
fosférico, EDTA, Osteomoll em diversas concentragdes, entre outras, contudo, 0
principio usado para quelar o calcio existente resultava em perda da afinidade tintorial
da amostra, assim como a afinidade esperada pelos sitios antigénicos foi perdida, o
que impede a realizacdo de analises imuno-histoquimicas apds os protocolos de
descalcificacdo. Segundo (ALVES, 2009) a manutencéo a natureza da amostra, assim
como suas dimensdes modulam diretamente essas caracteristicas.

A associacao da desidratac&o da cauda por sacarose, aliada ao congelamento
da amostra em temperaturas inferiores a -20°C, conferiram a resisténcia necessaria

para que um corte histolégico fosse conseguido, porém, para garantir que a totalidade
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da amostra se mantivesse integra, a usual espessura compreendida entre 4-7um néo
pode ser empregada, fazendo as amostras fossem conseguidas com 20-25um.

Com base nos resultados relacionados a inducédo do linfedema foi possivel
observar que o pico inflamatério ap6s a inducédo do linfedema foi de 7 dias sendo esse
dado muito proximo ao relatato por SHIMIZU et al 2012, e segundo a literatura as
células-tronco tem uma tendéncia a migrar para regido da lesédo preferencialmente
durante a fase aguda da inflamacéo. Dessa forma, seria adequado que os protocolos
de terapia fossem realizados apds 7 dias da inducédo do linfedema. Com isso, um
grupo de animais foi induzido a formagéo de linfedema, e ao partirmos para a terapia
celular, nos deparamos com outro problema. No sétimo dia, o edema formado rodeava
seu ponto maximo, e tanto as tentativas de administracdo de suspensao de células-
tronco, quanto do placebo (solucéo fisioldgica) refugava através da solucdo de
continuidade, provavelmente devido a grande quantidade de liquido intersticial
existente.

Frente a esse achado, a metodologia adotada para tentar contornar essa
caracteristica foi a administracdo da suspensao de células-tronco, bem como do
placebo por via subcuténea logo apds a micro ablagéo dos vasos linfaticos, ou seja,
no dia da realizacéo da leséo. Para tal, essa metodologia foi a utilizada no protocolo
de inducéo de linfedema.

Com base na literatura podemos sugerir que a terapia profilatica para o
linfedema pode promover resultados promissores, no que diz respeito a duracdo da
resposta inflamatéria, bem como sua intensidade. Com base em nossos resultados
da terapia celular essa premissa pode elucidar o fato dos grupos MAh e SVc, ter
apresentado uma remissao quase que completa, assim como respostas inflamatorias
mais brandas. Em um trabalho usando um modelo animal de linfedema axilar murino,
envolvendo combinacfes de deplecao parcial de diferentes linhagens linfocitarias,
houve a constatacdo de que alternancias entre as combinacfes de linfécitos
suprimidos, modulam a sinalizagdo inflamatéria assim como o recrutamento de
macrofagos (ZAMPELL et al., 2012; VIITANEN et al., 2015). Dessa forma podemos
sugerir que no nosso trabalho possivelmente niveis de Interferon e interleucinas
diminuiram por conta de uma possivel deplecdo de linfécitos CD4+, CD8 e CD25 no
grupo MAh, assim como, uma eventual deplecdo de CD4+, mas nao de CD8 e CD25

pode ter ocorrido no grupo SVc.
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O prazo de execucdo do experimento nao possibilitou avaliar a eventual
possibilidade de remissdo completa do modelo de linfedema, se exposto por um
periodo muito superior ao tempo realizado, bem como também néo foi possivel avaliar
se existe a possibilidade de recidiva do linfedema nos animais tratados, uma vez
encerrados os efeitos da terapia celular.

A visivel diminuicdo de populagdo monocitaria exibida pelos esfregacos das
amostras tratadas com células-tronco, pode ser acarretado pela inibicdo da maturacao
desse tipo celular, assim como as células dendriticas, frete a terapia celular. Além
disso, na literatura um caso de diminuigdo foi encontrando apés a supresséao seletiva
de linfocitos CD4+ e ou CD8 e também o recrutamento de macréfagos (ZAMPELL et
al., 2012; GHANTA et al., 2015)

Os grupos tratados, apesar de apresentarem resultados de volume, aspecto
estrutural histologico e perfil de colageno proximos ao exibido pelo controle,
apresentaram na imuno-histoquimica, vasos linfaticos que apesar de assemelharem-
se com o padréo da normalidade, estavam presentes em nimero muito mais elevado.
Essa condicdo pode ter sido resultado da modulacdo existente entre a PROX-1 e a
sintese de VEGF-C. Alguns autores tem demonstrado que a modulacdo desse
sistema € imprescindivel para a formacdo dos vasos primordiais, ainda no
desenvolvimento embrionario (SAHARINEN et al., 2004, TAMMELA; PETROVA,;
ALITALO, 2005).

A visivel elevacdo do numero de vasos linfaticos dentro dos grupos tratados
com célula-tronco, pode ser consequéncia do forte potencial de acdo angiogénica
exibido especialmente por células-tronco derivadas de anexos embrionarios
(FUNCTION et al., 2015).

As amostras do grupo Placebo, sempre exibiram um quadro muito mais
agravado quando comparado ao grupo SHAM, indicando que essa situacao poderia
ser resultado do trauma mecéanico causado pela administracdo do soro fisiolégico,
contudo, os efeitos terapéuticos das duas células-tronco usadas no experimento
pareceram ter sido superiores ao trauma, culminando em um quadro inflamatorio mais
ameno no que diz respeito a intensidade e tempo de duragdo. Entretanto esse fato
pode ser explicado por um possivel efeito paracrino ocorrido, fato esse bem descrito

na literatura classica de terapia celular utilizando células-tronco.
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O resultados obtidos com o tratamento a partir de células-tronco de membrana
amnidtica humana e sobretudo de saco vitelino canino mostraram-se promissores,
porém a impossibilidade técnica ndo permitiu verificar se 0s mesmo resultados seriam
obtidos, se a terapia celular fosse realizada em uma fase diferente da progresséao da
patologia (MOODLEY et al., 2013; KANAPATHY et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

O modelo proposto por Tabibiazar mostrou eficacia para a fase aguda da
leséo linfedematosa, porém houve a remissao do quadro ao longo de periodos mais
longos. Entretanto, o modelo proposto por Shimizu apresentou-se mais estavel,
sobretudo no que diz respeito a fase cronica da lesao e foi utilizado para a realizacéo

da terapia celular neste trabalho.

O tratamento com células-tronco derivadas de membrana amniética humana
e de saco vitelino canino apresentaram reducfes significativas no processo

inflamatorio esperado, bem como na evolucédo do edema.
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