CAROLINA ARRUDA DE FARIA

Avaliacdo dos efeitos da sinvastatina via I nibidor do
Ativador do Plasminogénio 1 (PAI-1) sobreaterapia

celular com células estromais mesenquimais

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo para
a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de Concentragdo: Ciéncias Biologicas
(Genética)

Orientador: Prof. Dr. Jodao Tadeu Ribeiro-Paes

Ribeirdo Preto
2016



Autorizo a reproducéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Faria, Carolina Arruda de

Avaliagao dos efeitos da sinvastatina via Inibidor do Ativador
do Plasminogénio 1 (PAI-1) sobre a terapia celular com células
estromais mesenquimais. Ribeirdo Preto, 2016.

93 p.:il.; 30 cm

Tese de doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto/USP. Area de concentracao: Genética.

Orientador: Ribeiro-Paes, Jodo Tadeu.

1. Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica - DPOC.

2. Terapia celular. 3. Células estromais mesenquimais - CTM.
4. Sinvastatina.

5. Inibidor do Ativador do Plasminogénio 1 - PAI-1.




Faria CA. Avaliagdo dos efeitos da sinvastatina via Inibidor

Plasminogénio 1 (PAI-1) sobreaterapia celular com células estromais mesenquimais.

Aprovado em:

Prof. Dr.

do Ativador

do

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo para

a obteng¢do do titulo de Doutor em Ciéncias.

Banca Examinadora

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura;

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura;

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura;

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura:

Julgamento:

Assinatura:

Instituigao:

Instituigao:

Instituigao:

Instituicao:

Instituicao:




A toda a minha familia, de casa e do laboratério, com muito
carinho, por terem me suportado (em todos os sentidos
da palavra) durante o periodo de elaboragao

deste trabalho.



Agradecimentos:

Agradeco primeiramente a Deus por tudo. Agradeco também toda a minha familia

pelo apoio dado a mim durante o periodo de realizagao deste trabalho.

Ao meu orientador, prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro-Paes, sou grata pelos ensinamentos e
correcdes, € ao laboratorio de Genética e Terapia Celular — GenTe Cel, onde aprendi as bases

da ciéncia.

Sou extremamente grata por terem me acolhido e tido paciéncia comigo nesses 4 anos,
ao prof. Dr. Wilson Araujo Silva Junior, Dalila Luciola Zanetti, Greice Andreotti de Molfetta e
todos do Laboratorio de Genética Molecular e Bioinformatica — LGMB, onde surgiram as
premissas deste trabalho e onde foram realizados os ensaios genéticos. Cederam a mim nao
somente seu tempo e dedicacao, mas também excelente estrutura, suporte técnico e financeiro,
bem como ensinamentos valiosos e imprescindiveis a realizacdo de grande parte deste

trabalho.

Agradeco a Cleide Araujo Silva e a Mdnica Oliveira Leal por todo carinho e cuidado
oferecido aos animais utilizados neste trabalho e ao Laboratorio de Estudos Experimentais em

Animais — LEEA, por toda a estrutura, onde foram realizados a maioria dos ensaios in vivo.

Expresso também minha gratiddo a professora Mirian Bassi e ao laboratério de
Fisiologia da Faculdade de Odontologia da Unesp de Araraquara por sua prestatividade, por

terem cedido sua estrutura e por sua orientagdo fundamental na realizacdo das pletismografias.

Meus agradecimentos a todos os laboratorios da Fundagdao Hemocentro de Ribeirdo
Preto — FundHeRP, onde foram realizados os experimentos. Em especial, ao Laboratorio de
Cultura Celular, onde foram realizados os ensaios em cultura, ao Laboratorio de
Imunofluorescéncia, onde foram confeccionadas e avaliadas as laminas histologicas, ao
Laboratorio de Quimica de Proteinas, onde foram analisadas as proteinas, e a Lucas Eduardo

Botelho de Souza por seu apoio e orientagdo fundamentais nos ensaios de bioluminescéncia.



“C’est le temps que tu a perdu pour ta

rose qui fait ta rose si importante.”

“Foi o tempo que dedicaste a tua

rosa que a fez tdo importante”

Antoine de Saint-Exupéry



RESUMO

Faria CA. Avaliag¢do dos efeitos da sinvastatina via Inibidor do Ativador do Plasminogénio 1
(PAI-1) sobre a terapia celular com células estromais mesenquimais [tese]. Ribeirdo Preto:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, 2016 93f.

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) € caracterizada pela limitagdo persistente de
trocas gasosas, usualmente progressiva e associada a uma resposta inflamatoria cronica
exacerbada das vias aéreas a particulas e gases nocivos. Apesar de prevenivel e tratavel, ndo
se logrou até o presente uma terapéutica eficaz, que resulte na cura da doenga. Neste cenario,
a terapia celular apresenta-se como uma alternativa terapéutica potencialmente promissora em
DPOC, bem como em outras doencas pulmonares degenerativas e de carater inflamatorio.
Porém, varios aspectos da terapia celular carecem de um melhor entendimento. Um dos
principais desafios ao sucesso da terapia celular sdo as baixas taxas de sobrevivéncia das
células transplantadas. O Inibidor do Ativador de Plasminogénio 1 (Plasminogen Activator
Inhibitor 1 — PAI-1) pode representar um potencial mediador da sobrevivéncia de células
estromais mesenquimais (CTM) pos-transplante, pois tem sido proposto que anticorpos
neutralizadores do PAI-1 auxiliam no aumento da sobrevivéncia de CTM no tecido-alvo da
terapia celular. Desta forma, a diminuicao dos niveis de PAI-1 possui um potencial terapéutico
interessante, ao modular os principais processos envolvidos na criagdo de um ambiente pouco
propicio ao “homing” celular durante o processo de injaria. A diminui¢do dos niveis de PAI-1
¢ promovida, pela sinvastatina, firmaco da familia das estatinas. Desta forma, objetivou-se
com este trabalho analisar os efeitos da sinvastatina sobre a expressdo do PAI-1, bem como
sua influéncia na sobrevivéncia das células infundidas para terapia celular de enfisema
pulmonar em modelo murino. Camundongos da linhagem FVB foram submetidos a instilacdo
intranasal de elastase para inducdo de enfisema pulmonar e, posteriormente, tratados com
CTM do tecido adiposo e sinvastatina. Os resultados mostraram que, quanto aos aspectos
morfologicos e funcionais, considerando-se a analise conjunta de ambos os pulmdes, nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos submetidos a instilagdo
intranasal de elastase e submetidos a terapia celular com CTM tratados ou ndo com
sinvastatina. Quando porém os pulmdes foram analisados individualmente constatou-se que
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle e os resultados
referentes ao lado direito do pulmdo dos animais tratados com elastase e que receberam
sinvastatina e infusdo de CTM. Diferengas anatdmicas entre os lados direito e esquerdo do
pulmao, levaram a uma maior deposicao de células no lado direito, como evidenciado pelos
resultados obtidos nos ensaios de bioluminescéncia. Pode-se, portanto, inferir que a
recuperagao morfoldgica no lado direito do pulmdo de animais com DPOC/enfisema poderia
ser decorrente de um efeito regenerativo paracrino das CTM associadas a sinvastatina.

Palavras-chave: Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica — DPOC. Terapia celular. células
estromais mesenquimais - CTM. Inibidor do Ativador do Plasminogénio 1 — PAI-1.



ABSTRACT

Faria CA. Evaluation of the effects of simvastatin in mesenchymal stromal cell therapy
through Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1) [thesis]. Ribeirao Preto: Universidade de
Sao Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, 2016 93f.

Chronic Obstructive Pulmonary Disease - COPD is characterized by the persistent limitation
of gas exchange, is usually progressive, and associated to a chronic augmented inflammatory
response of the airways to particles and noxious gases. Despite preventable e treatable, an
effective, curative therapeutic approach is yet to be achieved. In this context, cell therapy
presents itself as a promising therapeutic approach for COPD and other pulmonary
inflammatory and degenerative diseases. However, many aspects of cell therapy with stem
cells remain unclear. One of the major challenges to the success of cell therapy are the low
survival rates of transplanted cells. The Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1) is a
potential mediator of the survival of mesenchymal stromal cells (MSC) after transplantation,
since PAI-1 neutralizing antibodies have been shown to increase the survival rate of MSC in
the target tissue of cell therapy. Thus, the decreased levels of PAI-1 has an interesting
therapeutic potential to modulate key processes involved in creating an inhospitable
environment, during the process of injury, to the homing of transplanted cells. Decreased
levels of PAI-1 are promoted by simvastatin, a drug of the statins family. Thus, the goal of this
work was to evaluate the effect of simvastatin in vivo on the expression of PAI-1, as well as
its influence on the survival rate of infused cells in mice model of cell therapy for pulmonary
COPD/emphysema. FVB mice were submitted pulmonary emphysema induction by means of
intranasal instillation of elastase and than treated with adipose-derived mesenchymal stem
cells and simvastatin. The results regarding morphological and functional aspects, when
considering the analisys of both lungs, presented no statistically significant difference among
the groups submitted to intranasal instillation of elastase and cell therapy with MSC, treated
or not with simvastatin. However, when the lungs where analyzed individually, it was found
that there was no statistically significant difference between the control group and the results
regarding the right lung of animals treated with elastase and that received simvastatin and
MSC infusion. Anatomical differences between the right and left sides of the lung lead to a
higher deposition of cells in the right side, as observed in the bioluminescence assays. Thus, it
is possible to infer that the morphological recovery in the right side of the lung of animals
with DPOC/emphysema could be due to a regenerative paracrine effect of mesenchymal stem
cells associated with simvastatin.

Keywords: Cronic Obstructive Pulmonary Disease — COPD. Cell therapy. Mesenchymal
Stromal Cells - MSC. Simvastatin. Plaminogen Activator Inhibitor 1 — PAI-1.
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1INTRODUCAO

1.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Croénica

Define-se como Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica — DPOC o grupo de patologias
que t€ém como caracteristica comum a obstrucao progressiva e nao reversivel das vias aéreas.
Relaciona-se a DPOC a perda de fun¢do do tecido pulmonar decorrente de uma sindrome
inflamatoria cronica do tecido em resposta a particulas e gases nocivos (1, 2). Como
consequéncia, ocorrem mudangas estruturais e funcionais das vias aéreas e do parénquima
pulmonar (1-4).

Duas entidades nosoldgicas podem ser associadas a DPOC, a bronquite crénica e o
enfisema pulmonar. A bronquite cronica pode ser definida como o aumento das secre¢des
bronquicas por um periodo de, ao menos, trés meses por ano, durante dois anos sucessivos.
Decorre da inflamagado das vias aéreas, com formacdo de plugues luminais, fibrose e aumento
da resisténcia das vias aéreas (2, 5). Por sua vez, o enfisema pulmonar apresenta como
principal caracteristica o aumento dos espagos aéreos distais ao bronquiolo terminal
decorrente da destruicdo das paredes alveolares sem fibrose aparente (1, 3). A presencga e
intensidade de ambas variam de paciente para paciente, bem como sua contribui¢do na
presenca de comorbidades associadas.

Quanto a etiopatogenia, pode-se afirmar que a DPOC tem um carater multifatorial
resultante da exposi¢do a polui¢do, gases toxicos e fumaga de cigarro, dentre outros fatores
agressores, associados a uma predisposi¢do genética, que resultam em uma resposta
inflamatéria exacerbada e cronica do tecido pulmonar (1, 6). Este processo inclui diversas
células inflamatdrias tanto da imunidade inata quanto adaptativa, bem como seus respectivos
mediadores. Esta resposta estd estreitamente ligada ao desequilibrio do processo de reparo e
remodelagdo estrutural extremamente dindmico do tecido pulmonar (1, 2, 7, 8).

Pacientes com DPOC apresentam niveis exacerbados de mediadores inflamatorios no
tecido pulmonar, tais como elastase neutrofilica, catepsinas G, B, K, L e S, metaloproteinases
8, 9 e 12, bem como proteinase 3. Também apresentam expressdo diminuida de fatores
protetores, como alfa-1 antitripsina, antiquimiotripsina, inibidores de leucoproteinase
secretoria e inibidores de metaloproteinases 1-4 (1, 9-13). Desta forma, um desequilibrio

entre o processo inflamatorio e fatores protetores promoveria a destruicdo dos septos e vasos
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alveolares, bem como producdo de muco e obstrucdo das vias aéreas. Este processo
inflamatorio leva a eventos irreversiveis, tais como apoptose de células epiteliais, proteodlise
do espaco aéreo terminal e de componentes da matriz extracelular, dentre outros. Assim, tém
papel fundamental na patogenia da DPOC células como neutréfilos, macréfagos e linfocitos,
bem como suas respectivas citocinas pro-inflamatorias e enzimas, como a -elastase

neutrofilica. (1, 2, 7, 14).
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Figura 1. Patogenia da doenga pulmonar obstrutiva cronica
Fonte: Faria, 2012 (15) .

A destruicdo do tecido causada pelo processo inflamatorio exacerbado reduz a
capacidade de troca gasosa e eldstica do tecido pulmonar, resultando em dispneia progressiva
cronica e irreversivel, principal sintoma relacionado a DPOC. Também ¢ responsavel pela
producao de muco e tosse cronica. Em pacientes fumantes de longa data, ou expostos a fatores
de risco adicionais, os sintomas originam-se por volta dos 40 anos de idade (1, 13). Um
estudo em cidades latino-americanas intitulado PLATINO — Proyecto Latinoamericano de

Investigacion en Obstruccién Pulmonar relacionou a DPOC uma diminui¢do do Indice de



Introducéo | 17

Massa Corporal — IMC dos pacientes (1, 16). A tendéncia atual que se apreende da literatura é
considerar a DPOC como uma donega sist€émica associada a varias comorbidades como, perda
da massa muscular, caquexia, doenca isquémica cardiaca, osteoporose, anemia normocitica,
diabetes, sindrome metabolica e depressao (1).

Para realizagdo do diagndstico, os sintomas s3o divididos em quatro categorias de
acordo com critérios clinicos e laboratoriais: no primeiro grau, leve, estdo presentes tosse e
catarro recorrente. No segundo grau, moderado, hd um agravamento da obstru¢do do fluxo
aéreo, exigindo maior esforgo respiratorio e dispneia a grandes e médios esforgos, como subir
escadas e caminhadas. No terceiro grau, severo, a restricdo do fluxo aéreo agrava-se, com
resultante piora na qualidade de vida do paciente devido a fadiga e dificuldade em atividades
diarias, como tomar banho e vestir-se. No quarto e ultimo grau, muito severo, o paciente
apresenta grave limitagdo do fluxo aéreo ¢ cor pulmonale, sendo frequentemente necessaria
oxigenoterapia (1).

Em decorréncia de seu cardter cronico e sintomatologia que afeta severamente a
qualidade de vida, a DPOC ¢ considerada um grave problema de saude publica. Por seu
carater debilitante, aumenta as chances de morte prematura, ¢ responsavel por longos periodos
de auséncia no trabalho e aumenta o numero e dura¢do de internagdes hospitalares, tendo
portanto alto custo socioeconomico (1, 17).

A prevaléncia, morbidade e mortalidade da DPOC variam entre os paises e entre
diferentes grupos no mesmo pais. Por ser resultado de exposicao cumulativa durante décadas,
frequentemente a DPOC esté diretamente relacionada ao habito tabagico e também, em varios
paises, a exposi¢do ocupacional e a poluigdo atmosférica, resultantes da queima de madeira e
outros combustiveis de biomassa, sendo estes portanto os principais fatores de risco, em
conjunto com a predisposi¢ao genética (1, 2, 7, 18).

Em sintese, a DOPC resulta da interagdo entre genoma e fatores ambientais. Dentre as
pessoas com o mesmo historico de fumo, nem todas desenvolvem DPOC devido a diferengas
na predisposi¢do genética a doenga ou idade. Os fatores de risco interagem entre si de forma
complexa, por exemplo, o sexo pode influenciar a exposi¢do ocupacional a particulas e gases
nocivos, ou a adog¢ao ou ndo do habito tabagico. O status socioecondmico pode relacionar-se
com o peso ao nascer de uma crianga, impactando o crescimento e desenvolvimento
pulmonar, e por consequéncia, suscetibilidade a doenca. O status socioecondmico pode
também relacionar-se a uma maior expectativa de vida, permitindo um maior tempo de
exposicao a fatores de risco ambientais. O fator de risco genético mais bem documentado ¢ a

deficiéncia de alfa-1 antitripsina, um fator circulante inibidor de proteases séricas. Apesar de
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responsavel por apenas uma pequena parte do total de casos de DPOC, ilustra a intera¢ao
entre exposi¢cdo ambiental e genética na etiopatogenia da DPOC, bem como o papel do
desequilibrio entre fatores agressores e protetores (proteases versus antiproteases) na
etiopatogenia da DPOC (1, 2, 9, 18-20).

Em 2013, estimou-se que a prevaléncia de DPOC estaria ao redor de 300 milhdes de
individuos ao redor do planeta. Atualmente a DPOC ¢ considerada a quarta causa de
mortalidade mundial e calcula-se que em 2020 podera se tornar a terceira. Espera-se que o
custo social, bem como impacto financeiro, aumentem em consequéncia do envelhecimento
da populagdo (1, 3, 7, 21).

Apesar de prevenivel e tratavel, ainda ndo se logrou até o presente uma forma de
tratamento que resulte na cura completa, ou que possa reverter a perda de fungdo pulmonar
associada a DPOC. Desta forma, a terapéutica atual baseia-se no controle dos sintomas e
melhora da qualidade de vida do paciente, incluindo: 1) medicag¢des, como broncodilatadores,
corticoesteroides ou anticolinérgicos, visando melhora parcial e transitéria da dispneia; ii)
terapia de reabilitagdo, promovendo utilizagdo mais eficaz da musculatura respiratoria, com
menor gasto de oxigénio, permitindo a execucdo de pequenos afazeres diarios e melhora na
qualidade de vida; 1iii) oxigenoterapia, buscando o aumento da expectativa de vida,
principalmente dos pacientes em estagios mais avangados, e iv) controle do cor pulmonale,
utilizando terapias cardiovasculares e ventilagdo assistida durante crises de dispneia e
broncoespasmo (1, 7, 22, 23).

Técnicas invasivas e radicais, como cirurgia redutora do volume pulmonar e
transplante pulmonar, podem ser empregadas com relativo sucesso, porém a complexidade
dos recursos necessarios, os riscos inerentes, bem como escassez de doadores, limitam
seriamente seu emprego (1, 7, 9, 24).

Considerando o insucesso da terapéutica atual a longo prazo e a necessidade de um
melhor entendimento da etiopatogenia da DPOC para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, diferentes modelos animais t€ém sido propostos por diversos grupos
de pesquisa (2, 8, 19, 25).

Os trabalhos com modelos animais de DPOC iniciaram-se com Gross e colaboradores
na década de 1960, quando os autores verificaram destrui¢ao significativa do tecido alveolar
em ratos apos instilacdo de papaina (26). Apods estes trabalhos, diferentes modelos animais
vém sendo desenvolvidos. De forma geral, a indugdo ¢ realizada pela instilagdo intranasal ou

intratraqueal de agentes exogenos como proteases, principalmente elastase porcina
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pancredtica, papaina e elastase neutrofilica humana. A indugdo por exposicdo a fumaga de
cigarro e a criacdo de animais transgénicas e/ou “knockout” também sao utilizadas (2, 19).

A elastase pancreatica porcina — EPP, ao ser administrada no tecido pulmonar por
instilacdo intratraqueal ou intranasal, acarreta aumento significativo dos espagos aéreos em
roedores, cobaias, cdes e primatas, além de atrair ao pulmao células inflamatorias, como
macrofagos e neutrofilos. Assim, resulta em lesdo estrutural e resposta inflamatoria
semelhante ao enfisema pulmonar em modelo animal. A instilagdo de proteases apresenta
como vantagens a rapidez e praticidade em relagdo aos modelos gerados por fumaca de
cigarro e transgénicos (2, 7, 19).

Buscando elucidar o papel das proteases e metaloproteinases na etiopatogenia da
DPOC, Churg e colegas, em 2007, submeteram cobaias a exposi¢ao a fumaga de cigarro e
administraram a estes animais inibidores seletivos das metaloproteinases 9 ¢ 12. Os animais
que receberam os inibidores ndo desenvolveram enfisema, diferentemente do grupo apenas
exposto a fumaca de cigarro (27).

Wilson e colaboradores em 2008 verificaram que a transducao lentiviral de células da
medula 6ssea de camundongos foi capaz de produzir in vivo alfa-1-antitripsina humana em
camundongos receptores. Os camundongos que receberam as células mostraram menor
propensao ao desenvolvimento da DPOC, tornando-se ferramentas valiosas no estudo do
papel de anti-proteases no processo de mobiliza¢ao de células progenitoras da medula dssea e
sua habilidade na prevencao do enfisema pulmonar (28).

Embora os modelos animais nao mimetizem exatamente o quadro de DPOC observado
em humanos, representam uma ferramenta de grande valor para o estudo da fiosiopatologia e
etiopatogenia da doenga, bem como na busca de novas alternativas terapéuticas, como a

terapia celular com células-tronco (2, 7, 19).

1.2 Células-tronco

Células-tronco (CT) sdo células indiferenciadas com capacidade de autorrenovagdo e
diferenciag¢do em tipos celulares especializados (29). Melton e Cowan propuseram, em 2004,
uma “working definition” para as CT “... uma entidade clonal autorrenovavel que ¢
multipotente e pode dar origem a varios tipos de células diferenciadas” (30). Apesar das

variagdes conceituais hd dois aspectos comuns que caracterizam as CT: 1) a capacidade de
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autorrenovacgdo por divisdo celular e ii) ndo sdo diferenciadas e, portanto, sob condigdes
fisiologicas ou experimentais especificas, podem assumir caracteristicas de células
especializadas (2, 7, 31).

As caracteristicas atribuidas as células-tronco foram propostas pela primeira vez in
ViVo por Maximov no inicio do século XX. Ao estudar o tecido hematopoético, o autor propds
que leucocitos migrariam por entre os tecidos dando origem aos componentes do sistema
circulatorio. Desde entdo muitos avangos foram alcangados no entendimento da fisiologia do
tecido hematopoético e das CT, porém o tecido hematopoético permanece como modelo mais
estudado de CT invivo (32).

As células-tronco podem ser classificadas quanto a seu potencial de diferenciagdo ou
ao tecido de origem. Quanto ao potencial de diferenciacdao, podem ser classificadas em: 1)
totipotentes — com capacidade para originar os tecidos embrionarios e seus anexos, exemplo:
célula-ovo ou zigoto; ii) pluripotentes — podem gerar diferentes tipos celulares pertencentes a
diferentes folhetos embrionarios, exemplo: células da massa celular interna do blastocisto; iii)
multipotentes — precursoras de diferentes tipos celulares pertencentes a mesma linhagem do
seu tecido de origem, exemplo: células do tecido hematopoético. H4 também células que
originam apenas um tipo celular, apresentando fun¢@o repositora, como as células-tronco da
epiderme (31, 33, 34). Quanto ao tipo, as CT podem ser embrionarias ou adultas.

As células-tronco denominadas embrionarias (CTE) correspondem as células da massa
celular interna de blastocisto. Apresentam capacidade de auto-renovacao e manutencdo do
estado indiferenciado in vitro. Sdo pluripotentes, qual seja, podem originar, virtualmente,
todos os tecidos de um individuo, exceto a placenta e anexos embriondrios (31).

As CTE foram, pioneiramente isoladas, em 1981, por dois grupos independentes de
pesquisadores. O grupo liderado por Martin J. Evans em colaboragdo com Mathew Kaufman e
paralelamente, no mesmo ano de 1981, por Gail R. Martin, que obteve uma linhagem de
células pluripotentes a partir da massa celular interna de blastocisto de camundongos (35, 36).
Abriram-se com estes trabalhos novas vias de pesquisa em estudos de desenvolvimento,
diferenciagdo celular e testes de teratdgenos in vitro.

Apesar dos avangos nas pesquisas € do grande potencial de diferenciagdo das CTE, o
emprego deste tipo celular encontra restricdes de ordem ética e religiosas, além de limitagdes
técnicas. As restricdes de ordem ética e religiosas decorrem da possibilidade do emprego de
embrides no estagio de blastocisto como fonte de CTE. As implicagdes de ordem técnica,
mais pragmaticas e objetivas, decorrem do potencial ou capacidade de diferenciagao das CTE,

uma vez ainda ndo se dispde de conhecimento técnico que permita o controle da diferenciacao
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das CTE, que sendo pluripotentes poderiam, quando infundidas num organismo receptor, se
diferenciar em qualquer tecido derivado dos folhetos embrionarios (endoderme, mesoderme e
ectoderme) e, como consequéncia, dar origem a teratomas ou teratocarcinomas (31, 37-39).
Desta forma, a possivel tentativa de terapia com CTE poderia implicar numa condigdo
patologica de maior gravidade do que a propria doenca de base para a qual se pretendia um
possivel efeito benéfico com as CTE. Em funcdo desses aspectos a células-tronco adultas
(CTA) representam uma alternativa terap€utica ao uso de embrides, bem como, por uma série
de caracteristicas, uma alternativa interessante em terapia celular (37, 39).

As CTA podem ser definidas como um grupo celular que apresenta o potencial de
auto-renovagdo, por longos periodos de tempo e capacidade de originar todos os tipos
celulares especializados do tecido do qual se originaram (31). De acordo com o tecido de
origem, as cé€lulas-tronco adultas apresentam algumas especificidades e por isso sao divididas
em 2 grandes grupos gerais distintos: Células-tronco Hematopoéticas (CTH) e células
estromais mesenquimais (CTM) (40).

Os trabalhos de Till e McCulloch, em 1961, foram determinantes para estabelecer o
conceito de células-tronco. Os autores identificaram uma populagdo de células capazes de
formar colonia no bago de camundongos submetidos a radiagdo ionizante apos transplante de
medula (41). Posteriormente, verificou-se que estas células eram oriundas de células
fenotipicamente distintas, capazes de repovoar o sistema hematopoético por longo periodo
(42). Em individuos adultos, estas células estariam quiescentes na maior parte do tempo e
seriam responsaveis por manter a populacdo de células progenitoras do tecido hematopoético
durante a vida do individuo, por isso foram chamadas células-tronco hematopoéticas (43, 44).
Funcionalmente, as células-tronco hematopoéticas t€ém a capacidade de reconstituir o sistema
hematopoético em animais imunodeficientes ou de iniciar e sustentar por longo periodo e
hematopoese em cultura. Fenotipicamente, sdo definidas como apresentando os marcadores
de superficie CD34, CD49f, CD90, CD117 e CDI133 e sendo negativas para marcadores de
linhagens especificas (45). Células-tronco hematopoéticas também pode ser isoladas a partir
do cordao umbilical (46). Constituem o modelo de células-tronco mais estudado até o
presente e o unico utilizado na pratica clinica, considerando-se o transplante de medula 6ssea
(47).

As células estromais mesenquimais multipotentes, ou células-tronco mesenquimais
(CTM) foram primeiramente identificadas por Friendenstein e colegas, durante os trabalhos
realizados ao longo das décadas de 60 e 70, do século passado. Os autores identificaram

células fusiformes, aderentes ao plastico, com capacidade de originar osso e cartilagem e que
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formavam colonias (48). Inicialmente, essas células foram denominadas como Unidades
Formadoras de Coldnias de Fibroblastos (Colony-forming Units-fibroblast — CFU-F) (48, 49).
A partir dos trabalhos iniciais de Friedenstein foram implementados varios estudos com a
finalidade de caracterizar e identificar o grupo de cé€lulas aderentes de origem mesenquimal
(50, 51).

Ao longo dos anos, as células aderentes de origem mesenquimal identificadas por
Friedenstein receberam diferentes denominagdes, tais como Cé¢lulas Progenitoras
Mesenquimais ¢ Células Estromais de Medula Ossea (50, 52). Em 1991, Arnold Caplan
propds a denominagdo Células-tronco Mesenquimais (53). Buscando uniformizar a
nomenclatura mesenquimal, um grupo de especialistas, durante a reunido da Sociedade
Internacional de Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy — ISCT), em
2005, propos a denominacdo cé€lulas estromais mesenquimais multipotentes (Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells) para se referir a populagdo de células-tronco aderentes nao
hematopoiéticas, recomendando, no entanto, que se mantivesse o acronimo CTM (54).

Segundo a ISCT ha 3 critérios minimos para que uma célula seja considerada
mesenquimal: capacidade de aderéncia a superficie plastica; presenca (> 95%) de marcadores
de superficie CD105, CD73 e CD90 e auséncia (< 2) dos CD45, CD34, CD14 ou CDllb,
CD79a ou CD19 e HLA classe II; potencial de diferenciacdo em osso, cartilagem e tecido
adiposo, sob determinadas condigdes de indugado in vitro (55).

Embora a médula 6ssea tenha sido o primeiro 6rgdo identificado como fonte de CTM,
outros 6rgaos e tecidos tém sido apontados como fontes potenciais dessas células, como o
corddo umbilical, placenta e, mais recentemente, o tecido adiposo (19, 56, 57). O tecido
adiposo (TA) representa atualmente uma importante fonte de CTM, em fun¢do de uma série
de caracteristicas, tais como: obtencdo por meio de procedimentos pouco invasivos, com
baixa incidéncia de morbi-mortalidade e com grande disponibilidade de material para

pesquisas bésicas e terapia celular (57).

1.3 Terapiacelular

A Terapia Celular (TC) pode ser conceituada, de forma ampla e genérica, como o
emprego de células para o tratamento de doencas. Considerada nesta perspectiva ampla, a

terapia celular representa uma antiga pratica terapéutica, iniciada com a transfusdo sangue
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total ou concentrado de plaquetas em diferentes situagdes clinicas, agudas ou cronicas (2, 7,
18). Diversos tipos celulares tém sido investigados quanto ao seu potencial de utilizagdo para
TC, destacando-se células-tronco hematopoéticas (CTH) e CTM (7, 18, 58, 59).

Como referido anteriormente, Till ¢ McCulloch realizaram, em 1961, o primeiro
transplante de medula em ratos, que permitiu a reconstituicdo do sistema hematopoético de
animais submetidos a doses letais de irradiacdo. O trabalho desses autores foi fundamental
para estabelecer o conceito de célula-tronco hematopoética (41). O primeiro transplante de
medula, ou transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH), bem sucedido em humanos,
foi realizado entre gémeos monozigoticos pela equipe de Edward D. Thomas, em 1956 (60).
No entanto, por questdes ndo bem compreendidas a €poca, os transplantes de medula eram
apenas bem sucedidos entre gémeos monozigoéticos. O avango no conhecimento sobre os
antigenos de histocompatibilidade humana (sistema HLA), decorrentes dos trabalhos
desenvolvidos por Jean Dausset, em 1952 permitiu estabelecer critérios racionais de selegdo e
compatibilidade entre doadores e receptores de medula dssea (61). A partir desses avangos,
Edward D Thomas realizou, em 1969, o primeiro transplante de medula alogénico em
pacientes humanos (62).

Desde entdo, diversos trabalhos vem sendo realizados com o emprego da terapia
celular com CTH, principalmente em doencas relacionadas ao tecido hematopoético e ao
musculo cardiaco. O primeiro trabalho de terapia celular em cardiologia foi conduzido pela
equipe do Prof. Philippe Menasché, da Universidade de Paris. Os autores realizaram
transplante de mioblastos de musculo esquelético autdlogos em pacientes com disfuncao
ventricular esquerda, apds infarto do miocérdio (63).

Além das CTH e CTM, outras fontes potenciais de células para terapia celular tem
sido investigadas, dentre as quais encontram-se as c€lulas pluripotentes induzidas (IPSc). Em
2006, Takahashi e Yamanaka estabeleceram uma cultura de células a partir de fibroblastos
murinos que demonstraram ser pluripotentes. Por meio de reprogramacgdo génica utilizando
vetores virais, os autores ativaram nestes fibroblastos os fatores Oct3/4, Sox2, Nanog e c-
Myec. As células transformadas mostraram-se capazes de dar origem a células dos trés folhetos
embrionarios e apresentaram caracteristicas morfologicas e perfil de expressiao génico
semelhantes a células naturalmente pluripotentes, as células da massa celular interna do
blastocisto. Assim, os autores denominaram estas células como pluripotentes induzidas (64).
Apesar de apresentarem diferencas em relacdo as células embriondrias com relagdo ao

imprinting genético e epigenética, a técnica de inducao de pluripoténcia foi utilizada com
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sucesso por outros autores em diferentes tipos celulares tanto de modelos animais quanto
culturas de células humanas (65-70).

Para as células pluripotentes induzidas serem utilizadas na terapia celular ainda
existem dificuldades a serem superadas, como o fato de as células serem geneticamente
transformadas, além do potencial tumorigénico devido ao fato de serem pluripotentes,
fazendo-se necessarios varios estudos de seguranca (71). De forma pioneira, Takahashi e
colaboradores desenvolveram uma linhagem de células pluripotentes induzidas e
posteriormente estimularam a diferenciagdo em células da retina para posterior implante em
paciente com degenera¢do macular. Um estudo minucioso da caracterizacdo das células a
serem utilizadas foi publicado em 2014 (72), porém os resultados da terapia ainda ndo foram
publicados.

Viérios aspectos da terapia celular ainda precisam ser elucidados. Um dos principais
desafios no estabelecimento de novos grupos celulares para terapia ¢ a caracterizacdo e
selecdo de populagdes responsaveis pela remodelagdo durante o processo de reparo apds a
injuria(73, 74). Além desses aspectos, as baixas taxas de sobrevivéncia das células
transplantadas dificultam ao sucesso da terapia celular (2, 73-75).

Divisdo, diferenciacdo e migracdo celular sdo processos criticos para o sucesso da
terapia celular. Desta forma, a matriz extracelular e moléculas de adesdo capazes de regular a
proliferacdo, diferenciacdo, migragdo e sobrevivéncia das CT sdo fatores cruciais para a
compreensdo do mecanismo de agdo das células-tronco e cujo avangco no conhecimento
deverd concorrer para o sucesso e reprodutibilidade dos procedimentos de terapia celular em

medicina humana e veterinaria (76).

1.4 Terapia celular em Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica/Enfisema pulmonar

Os primeiros relatos de terapia celular em pulmao remontam ao ano de 1995, quando
Pereira e colaboradores, pioneiramente, verificaram por meio de PCR a migracao de CT
derivadas da medula 6ssea para o tecido pulmonar de camundongos receptores. As células
puderam ser observadas por um periodo de até¢ 5 meses, indicando que teriam se incorporado
ao tecido receptor e se difundido pelo parénquima pulmonar (77).

A seguir, Krause e colaboradores, em 2001, por meio da técnica de FISH — Fluorescent

In-Situ Hibridization, detectaram a presen¢a de células positivas para o cromossomo Y no
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tecido pulmonar de fémeas receptoras de células de doadores machos (78). Da mesma forma,
a migragdo de células para o tecido pulmonar, apds transplante, foi observada por Kotton e
colaboradores em 2001 utilizando células marcadas com Lac-Z apos incubacao com X-Gal
(79).

Em humanos, a presenca de células oriundas da medula 6ssea no tecido pulmonar de
receptores apés transplante foi observada por Surrat e colaboradores em 2003. Os autores
detectaram a presenca de células positivas para o cromossomo Y no tecido pulmonar de
pacientes do sexo feminino apos terem recebido, por diversas razoes, transplante de medula
ossea de doadores do sexo masculino (80).

Jungebluth e colaboradores em 2011 observaram que a terapia celular com CTM da
medula 6ssea poderia reestabelecer a fungao pulmonar em ratos portadores de hipertensao
pulmonar tromboembolica cronica - HPTE. Ao infundir por via intratraqueal CTM da medula
Ossea em ratos portadores de HPTE, os autores verificaram a melhora significativa e
duradoura de parametros clinicos e mudancas nos padrdoes de expressdo de proteinas nos
tecidos pulmonar e hepatico dos animais tratados. Os autores postularam entdo que os efeitos
terapéuticos das CTM estariam relacionados ao estimulo pardcrino de processos
reconstrutores do proprio tecido receptor (81).

Desta forma, a terapia celular com CTM tém se mostrado uma ferramenta promissora
no tratamento de doencas degenerativas, principalmente de carater inflamatorio, como a
Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) (2, 25, 73). Assim, trabalhos envolvendo a
terapia celular em modelo animal de DPOC foram realizados por diferentes autores. A
melhora de padrdes histomorfologicos do tecido pulmonar foi observada em modelo animal
de DPOC induzida por instilacdo intranasal de protease ou fumaga de cigarro seguida de
infusdo intravenosa ou intratraqueal de CTM derivadas da medula 6ssea ou do tecido adiposo
(2, 25, 82-85). Estudos em modelos animais ¢ em humanos t€ém demonstrado que a
administracdo de CTM ¢ um processo seguro e potencialmente promissor (7, 9, 18, 25, 86—
90).

Os resultados prévios obtidos em modelos animais com CTM e/ou “pool” de células
mononucleares da medula ¢ssea (CMMO) forneceram o embasamento para a proposicao de
um protocolo e aplicagdo clinica de CMMO em pacientes humanos com enfisema pulmonar.
Em 2009 foi publicado o primeiro artigo com o emprego de CMMO autélogas para o
tratamento de pacientes com enfisema pulmonar em grau avangado. Os resultados mostraram
que a terapia celular com CMMO para o tratamento do enfisema ¢ um procedimento seguro,

sem efeitos adversos significativos (9). O seguimento dos pacientes por um periodo de até 30
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meses mostrou uma melhora dos parametros laboratoriais, bem como uma queda na
velocidade de progressdo da doenga. Os pacientes relataram, ainda, melhora na qualidade de
vida (91).

Em outro estudo, realizado por Weiss et al., 2013, foram incluidos 62 pacientes que
receberam CTM de um “pool” de doadores de medula Ossea, comercialmente registradas
como Prochymal (Osiris Therapeutics Incorporated, Columbia, MD, EUA). As células foram
cultivadas até a quinta passagem e os pacientes receberam quatro infusdes (0, 30, 60 ¢ 90
dias). Neste estudo nao houve registro de efeitos adversos, porém nao se constatou melhora
clinica e laboratorial dos pacientes (88).

Apos esses trabalhos pioneiros de terapia celular em pacientes com DPOC/enfisema
pulmonar, novos protocolos clinicos com novas abordagens terapéuticas tém sido propostos.
A plataforma Clinical Trials do National Institutes of Health — NIH, EUA, registra atualmente
16 estudos com terapia celular com células-tronco em DPOC, que se desenvolvem em
diferentes regides do planeta, sendo deste total 2 estudos realizados no Brasil: um deles ja
completado e um novo protocolo clinico em desenvolvimento, recrutando pacientes

(ClinicalTrials.gov).

1.5 Inibidor doAtivador de Plasminogénio 1 e migracao celular

Um importante mediador da sobrevivéncia de CTM pos-transplante ¢ a glicoproteina
Inibidora do Ativador de Plasminogénio 1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1 — PAI-1). Copland e
colaboradores, em 2009, verificaram que a sobrevivéncia das células infundidas no tecido
transplantado ¢ aumentada na presenca de anticorpos neutralizadores de PAI-1 (9, 91, 92).

PAI-1 ¢ um regulador chave do sistema de ativagdo do plasminogénio. Foi descrito
pela primeira vez por Erickson e colaboradores em 1984 (75). Trata-se de uma glicoproteina
de cadeia Unica de mais de 40 proteinas com aproximadamente 35% de homologia, membro
do clado E da superfamilia de inibidores de proteases séricas (Serpin), por isso também
chamada SerpinE-1. E composta por trés folhas beta (A, B e C) e nove alfa-hélices (A — I),
com um peptideo-sinal N-terminal ¢ um loop de centro reativo (RCL) C-terminal. E
sintetizada em sua conformacdo ativa, mas converte-se espontaneamente em uma forma
latente com meia vida de 1 a 2 horas, podendo estender-se até dez vezes quando ligada a

vitronectina (93).
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Figura 2. Conformacdes da glicoproteina PAI-1
Ativa (Active), com a regido de “looping” do centro reativo (Reactive Center Loop), latente (Latent) e clivada na
regido PI-PI' (Cleaved at PI-PI'). Fonte: Simone e Higgins, 2015 (94)

Na sua conformagdo ativa, no centro reativo encontra-se uma regido de “looping”
(Arg***/Met**’) que atua como “isca” para os ativadores de protease sérica uroquinase
(urokinase Protease Activator - uPA) e “tissue-type” (tissue-type Protease Activator — tPA).
Esta ligacdo ¢ entdo clivada ao interagir com a protease-alvo formando uma ligagao éster
covalente entre o grupo hidroxil da serina da enzima e o grupo carboxil do PAI-1. Como
resultado, ha uma separacdo dos residuos P1 e P1' deformando a protease e PAI-1, tornando
ambos inativos. Trata-se portanto de um “inibidor suicida” (94)

Por sua vez, a uPA catalisa a clivagem do plasminogénio (Plg) em uma protease ativa,
a plasmina, que atua sobre proteinas da matriz extracelular, degrada a fibrina e ativa
metaloproteinases latentes na matriz extracelular, atuando desta forma sobre processos como
adesdo celular, proliferacio e motilidade (94). Relaciona-se, portanto, a uma cascata
proteolitica envolvida em véarios processos fisiopatologicos importantes, como a trombolise
vascular, migragdo celular durante a inflamacgao, invasdao tumoral e neovascularizagao (95).
Assim, o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), além de afetar a fibrindlise,
regulando a plasminogénese, também modula a migracao celular, especificamente a deposi¢ao
de vitronectina em locais de injaria, ao modular a ligagdo da vitronectina ao receptor do uPA,

inibindo a migracao celular ao bloquear o receptor RGD (96).
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PAI-1 esta envolvida na resposta rapida (aguda) a injurias, sendo sua expressio
modulada por diferentes fatores de crescimento e citocinas. E um membro altamente expresso
do grupo de genes responsivos ao fator de crescimento de tumor -B1 (TGF-1) e participa no
controle espacial e temporal do reparo de feridas. (97).

Imediatamente apds a injuria, citocinas liberadas no local, como TGF-B e EGF,
induzem a expressao de PAI-1 nos queratindcitos limitrofes a lesdo, estimulando a migragao e
re-epitelizagdo. A expressao continuada de PAI-1 contribui para a migragao de fibroblastos e,
em ultima instancia, para a diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos (94, 98).

Sabe-se que plasmina estd envolvida na apoptose de fibroblastos (94, 98), porém ndo
se sabe se este processo é mediado por niveis diminuidos de atividade de PAI-1. E possivel
que ao manter-se em niveis elevados devido a ciclos continuos de reparo, PAI-1 estimule a
diferenciagdo de miofibroblastos, levando ao espessamento do tecido e deposi¢ao de matriz.
Isto explicaria os achados de niveis elevados de PAI-1 em queloides, sugerindo seu
envolvimento no fendtipo de cicatrizagdo hipertréfica, bem como na patofisiologia de

desordens como anomalias de reparo de lesdo, cancer e fibrose de diferentes tecidos (99).
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Figura 3. PAl-1 efibrose

O PAI-1, ao clivar-se em (urokinase Protease Activator - uPA) e “tissue-type” (tissue-type Protease Activator —
tPA) promove a ativagdo do plasminogénio (Plasminogen) em plasmina (Plasmin), protease envolvida na
clivagem da fibrina, ativacdo de metaloproteinases de matriz (Matrix Metalloproteinases — MMPs) e degradacao
da matriz extracelular, processos envolvidos na resolucdo de injuria e fibrose tecidual. Fonte: Simone e Higgins,
2015 (94,98,100,101).
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O PAI-1 esta também associado a regulag¢do de vias sinalizadoras como a PI3-k/Akt e
Jack/Stat, envolvidas na manutencao da integridade de células endoteliais, regulando portanto
a morte celular (94). Fleetwood e colaboradores, 2014, descrevem o PAI-1 como um
regulador-chave do processo inflamatério ao controlar o processo de invasdo, adesdo e
remodelamento da matriz extracelular em macrofagos, devido ao seu importante papel em na
cascata proteolitica relacionada a processos celulares como adesdo, motilidade e quebra da
matriz extracelular, coordenada pela uroquinase ativadora de plasminogénio uPA, e seu
receptor (100). Hogan e colaboradores, 2013, apresentam o PAI-1 como importante mediador
no processo de migragdo de células de cancer de colo retal (95). De forma semelhante, Hazra
e colaboradores, 2013, verificaram que a diminuicdo dos niveis de PAI-1 promoveu a
proliferagdo e migracdo in vitro de células CD34" por meio da produgio aumentada de cGMP
e aumento da atividade da PI (3) K (102)

Desta forma, a diminui¢do dos niveis de PAI-1 possui um potencial terapéutico
interessante, ao modular os principais processos envolvidos na criagdo de um ambiente

ino6spito durante o processo de injuria (fibrose e migragao celular).

1.6 Sinvastatina e PAI-1

As estatinas sdo uma classe de farmacos amplamente utilizados no tratamento de
hiperlipidemias em prevengdo primdria e secundaria. S3o capazes de mimetizar o substrato
natural da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A — HMG-CoA redutase. Esta enzima catalisa a
producao de mevalonato, presente no passo inicial da via biossintética do colesterol. Desta
forma, ao mimetizar seu substrato, as estatinas promovem a diminui¢ao dos niveis séricos de
colesterol inibindo sua sintese no figado e outros tecidos. Assim, diminuem os niveis de
lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol, reduzindo os riscos de Doencga Arterial
Coronariana — DAC (103).

Ao interferir na produg¢do do mevalonato, intermedidrios na via biossintética do
colesterol também sdo afetados pelas estatinas, como o Farnesil Pirofosfato — FPP e o
Geranilgeranil Pirofosfato - GGPP. Estes sdo chamados isoprendides e atuam como
adjuvantes na prenilagdo. Trata-se de um processo de modificacdo pds-transcricional baseado
na adicao de um grupo fenil lipofilico as proteinas, permitindo-as ligar-se a membrana celular.

Ao aderir a membrana, as proteinas preniladas podem participar de varios processos
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essenciais de sinalizagdo celular. A prenilacdo ocorre principalmente em proteinas contendo
motivo carboxi-terminal como, por exemplo, proteinas envolvidas no controle do ciclo
celular. Exemplos de proteinas que sofrem prenilacdo sdo: CDC42, RAC, Proteinas-G
relacionadas com o RAS, etc. Ao interferir com estas proteinas, as estatinas podem influenciar
varias vias de sinalizagdo, principalmente as envolvidas na resposta imune. Desta forma, as
estatinas diminuem efetivamente processos inflamatorios, tém efeito inibitério na
multiplicacdo celular e modulam negativamente a proliferacdo endometrial e angiogénese
(104, 105).

As estatinas classificam-se em naturais e sintéticas, diferindo com rela¢do ao perfil
farmacocinético, interagdo farmacologica, poténcia e efeitos colaterais relacionados a
miotoxicidade (105, 106). Os medicamentos da classe das estatinas também sao utilizados no
tratamento da Doenga do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) devido a sua atividade
imunomoduladora (107—109).

Faz parte da classe das estatinas a sinvastatina, medicamento empregado no tratamento
de dislipidemias capaz de inibir HMG-CoA redutase. E pouco solivel em agua por possuir
grupos lipofilicos ligados a uma cadeia lateral comum (Figura 4). Assim, possui baixa
penetragdo em células ndo hepaticas, apresentando seletividade na inibi¢do de HMG-CoA
redutase hepatica e inicio rdpido de agdo, sendo atingidos os picos de concentracdo em
aproximadamente uma hora. (100, 110). As concentracdes plasmaticas da sinvastatina ficam
em torno de 5% apo6s administracdo de doses terapéuticas por via oral devido a acdo
enzimatica mediada no figado e intestino, pelo citocromo P450 (109, 111).

E administrada na forma de lactona farmacologicamente inativa, sendo considerada
um pro-farmaco. Sua conversdo ocorre principalmente no figado, onde ¢ hidrolisada em seu
B-hidroxidcido correspondente, um potente inibidor de HMG-CoA redutase. Esta conversao
ocorre pela acao de carboxiesterases inespecificas presentes no figado, intestino e, em baixas
quantidades, no plasma. O extenso metabolismo oxidativo da sinvastatina no figado ¢
mediado por enzimas do citocromo P450, principalmente CYP 3A4 e CYP 3A5 (112).

Ao inibir a colesterologénese no figado, a sinvastatina promove a diminui¢do dos
niveis de lipoproteinas de baixa densidade (Low Density Lipoproteins — LDL) e de muito
baixa densidade (Very Low Density Lipoproteins - VLDL), colesterol e trigliceridios
plasmaticos, aumentando a expressao do gene receptor de LDL. Resumidamente, em reposta a
niveis reduzidos de colesterol livre, os fatores de transcricdo aumentam a sintese de receptores
de LDL, reduzindo sua degradagdo. Um numero maior de receptores na superficie de

hepatocitos resulta na diminui¢ao dos niveis séricos de LDL (112, 113).
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Ha ainda evidéncias de que a sinvastatina inibe a apoptose das CTM submetidas a

hipoxia, melhorando sua agdo regenerativa em infarto do miocardio (109, 111).

Figura 4. Estrutura quimica da sinvastatina
Fonte: Lacerda e Lionzo, 2011 (110)

Relatos anteriores da literatura apontam a sinvastatina como redutora dos niveis de
PAI-1, fibrinogénio e de fator VIII de coagulagdo, em pacientes afetados por disfungdes no
metabolismo da glicose (107), bem como no tecido pulmonar de pacientes com cancer de
pulmao (100, 114) e em diferentes tecidos, com pancreas e figado (115). A supressao da via
sinalizadora do PAI-1 pelas estatinas ocorre pela inibi¢do do fator nuclear k3 (Nuclear Factor
- kB — NF-x8). O NF kB tem atividade importante na inflamacdo, proliferacdo celular,
aterosclerose e angiogénese. A ativacdo do NF kB ¢ associada com disfuncdo endotelial,
enquanto as estatinas sao parcialmente anti-inflamatorias por meio da inibicao do NF k8. Ni e
colaboradores em 2013 propdem que a via RhoA/ROCK tem um importante papel na atuagao
das estatinas sobre o PAI-1 (116).

Adicionalmente, trabalhos anteriores do Laboratorio de Genética Molecular e
Bioinformatica da Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto identificaram o PAI-1 como um
dos genes modulados pela sinvastatina que, diminuindo a expressao do PAI-1 em CTM,
aumenta sua atividade proliferativa in vitro (114, 116). Desta forma, propde-se neste trabalho
o estudo da atividade in vivo da sinvastatina sobre a expressdao do PAI-1, bem como sua
influéncia no “homing” e “engrafment” das células infundidas em modelo animal de terapia

celular com CTM em modelo experimental de enfisema pulmonar induzido por elastase.
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20BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da sinvastatina sobre a expressao do gene PAI-1 e sua influéncia na

terapia celular em modelo experimental de DPOC/enfisema pulmonar.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o modelo animal de DPOC/enfisema pulmonar a ser utilizado

- Avaliar os efeitos da administracdo oral de sinvastatina na expressdao do PAI-1 em
diferentes 6rgaos de camundongos.

- Avaliar a capacidade de migragdo das células da medula 6ssea dos animais expostos
a diferentes doses de sinvastatina

- Caracterizar as CTM a serem utilizadas.

- Avaliar in vitro a bioluinescéncia das CTM a serem utilizadas.

- Avaliar os efeitos da sinvastatina sobre a expressdo do PAI-1 em cultura de CTM.

- Avaliar os efeitos da alteracdo dos niveis de expressdo do gene PAI-1 causadas pela
administracdo de sinvastatina em modelo animal de terapia celular com CTM do tecido

adiposo em modelo animal de DPOC/enfisema pulmonar.
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3MATERIAISE METODOS

3.1 Animais

Foram empregados neste estudo 39 camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6 de
aproximadamente 8 semanas de vida, 32 camundongos fémeas da linhagem FVB de
aproximadamente 12 semanas e 3 camundongos machos da linhagem FVB/Luc' de
aproximadamente 7 semanas. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno forradas
com serragem, em sala com condic¢des controladas de temperatura e luminosidade (22°C e 12
h — luz e 12 h — escuro) no Laboratério de Estudo Experimentais em Animais — LEEA da
Fundagao Hemocentro de Ribeirdo Preto. Durante todo o periodo, receberam dieta solida
(ragdo NuvilabCRIR — Nuvital Nutrientes S/A, Colombo, PR, Brasil) e agua filtrada e

autoclavada ad libitum.

3.2 Gavagem

Os animais foram submetidos a administragdo oral didria por gavagem de 100ul de
veiculo (dgua/etanol 1%) contendo ou ndo sinvastatina em diferentes doses, por um periodo
de 15 dias. Utilizou-se uma canula curva (agulha de ag¢o inox BD-10 de comprimento 31 mm
e diametro de 1,00 mm com esfera de 1,7mm e 40 mm de raio na ponta — Insight, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo Brasil). As doses empregadas foram: 10 mg/kg (aproximadamente 0,250mg
por animal), 15 mg/kg (aproximadamente 0,375mg por animal) e 25mg/kg de sinvastatina
(aproximadamente 0,625mg por animal), definidas de acordo com estudo prévio da literatura
caracterizando as doses utilizadas por pacientes. As doses utilizadas estdo dentro da janela
terapéutica e bem abaixo da dose letal 50 (LD50) para camundongos (3800 mg/kg) (105). Em
todos os grupos, as doses foram administradas diariamente por um periodo de 15 dias, no

mesmo periodo do dia.
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Figura 5. Técnica de administracdo oral por gavagem

Utilizou-se uma canula curva (agulha de ago inox BD-10 de comprimento 31 mm e didmetro de 1,00 mm com
esfera de 1,7mm ¢ 40 mm de raio na ponta) para depositar volume de 100ul de veiculo (dgua/etanol 1%),
contendo ou ndo sinvastatina em diferentes doses, no eséfago dos animais através da boca.

3.3 Avaliacdo da expressdo génica

3.3.1 Extracdo de RNA

Foi extraido RNA dos tecidos ou células utilizando-se Trizol Reagent® (Life
Technologies, Invitrogen, S3ao Paulo, SP, Brasil) de acordo com as especificagdes do
fabricante. Em suma, os tecidos foram banhados em nitrogénio liquido e macerados até a
obtencdo de um po. As células foram cultivadas em placa de 24 pogos (TPP — Techo Plastic
Products, Trasadingen, Switzerland) e, apos periodo apropriado de cultivo, removeu-se o
meio de cultura. Acrescentou’-se ao tecido pulverizado ou ao pogo da placa de cultivo 500 uL.
de Trizol Reagent®. O RNA foi separado por centrifugacdo com cloroféormio e glicogénio e
lavadas com isopropanol e etanol 70%. As amostras de RNA obtidas foram avaliadas por
meio de eletroforese em gel de TAE/Agarose 1.2% (80 volts por 30 minutos) corado com
brometo de etidio e por meio de eletroforese microfluidica por meio do sistema Bioanalyzer™
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), utilizando-se o chip “Eukaryote Total RNA

Nano”, conforme as especifica¢des do fabricante.
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3.3.2 Real Time quantitative Polimerase Chain Reaction (RT gPCR)

Aproximadamente 500 ng de RNA total obtido de cada amostra foram submetidos a
transcrigdo reversa por meio do Kit cDNA High Capacity (Applied Byossistems, Life
Technologies, Sao Paulo, SP, Brasil) de acordo com as especificacdes do fabricante. O cDNA
obtido foi diluido 5X em agua livre de nucleases e realizou-se a reagao de PCR em tempo real
semiquantitativa com o kit TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Byossistems,
Life Technologies) com a sonda PAI-I-FAM TagMan® MmO00435860 ml (Applied
Byossistems, Life Technologies) e, como controle enddgeno, a sonda Tagman® GAPD-VIC®,

NM_008084.2 (Life Technologies), no aparelho FAST 7500 (Life Technologies).

3.3.3 Dosagem de proteinas

Foi utilizado o plasma sanguineo para avaliacdo dos niveis de PAI-1 circulante.
Sangue foi coletado dos animais imediatamente apos eutanasia puncionando-se o ventriculo
esquerdo manualmente com agulha 27G e tubo de coleta contendo citrado de sédio (BD -
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jerse, USA). O sangue obtido foi centrifugado a 400
g ¢ temperatura ambiente por 20 minutos e o sobrenadante recolhido. As proteinas soltveis
presentes no plasma obtido foram quantificadas por meio do kit para ensaio do acido
bicinconinico - BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scietific Inc.,
Rockford, IL, EUA) de acordo com as especificagdes do fabricante e concentragdes
adquiridas no leitor de absorbancia Versa MaxPLUS ROM (Molecular Devices, Sannyvale,
CA, EUA).

3.3.4 Western Blotting

Para verificacdo das proteinas, 100png de cada amostra previamente fervidas por 5
minutos em tampao de amostra 10% DTT v/v (Thermo Scientific), bem como 15 pl de padrao

biotinilado cell signaling #7727 (Cell signaling Technoogies, Danvers, MA, EUA) e 15 pl de
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padrao page ruler #26619 (Thermo Scientific), foram submetidos a eletroforese no sistema
Armersham ECL gel 10% 10 wells (GE Healthcare, Amersham, Sao Paulo, SP, Brasil) a 160
volts e 400 milliamperes por 60 minutos em tampao Tris-glicina (Tris 25mM; glicina 187mM
e SDS 0,1%). Ao final da corrida, os géis foram submetidos a transferéncia para membranas
de nitrocelulose Hibond-P (Thermo) por 90 minutos a 70V, 300 milliamperes e 4°C,
utilizando-se tampdo de transferéncia (Tris 25mM; glicina 192mM; etanol 18.5% e SDS
0,1%). Apods a transferéncia os sitios inespecificos foram neutralizados com solugdo de
bloqueio (5% de leite desnatado em p6 em TBS/T [Tris HCI 50mM pHS,0; NaCl 150mM e
Tween-20 0,05% (v/v)]) sob agitagcdo continua por 60 minutos.

Apo6s o bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos com solu¢do TBS/T,
sob agitacdo continua a temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se a incubacao com o
anticorpo primario PAI-1 sc-8979 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, EUA) ou
endogeno GADPH sc-25778 (Santa Cruz Biotechnology), diluido 1:1000 em TBS/T a 4°C
overnight. Depois de novamente lavada com TBS/T (3 vezes por 15 minutos), a membrana foi
incubada por 60 minutos a temperatura ambiente em anticorpo secundario goat anti-rabbit
HRP SC-2004 (Santa Cruz Biotechnology Inc) diluido a 1:2000 em TBS/T e anticorpo
antibiotina cell signaling #7075 diluido a 1:10000. A revelagdo sera feita com Luminol e
imagem captada em camera CCD com software Image-Quant Mini (GE Healthcare) e

avaliada no software Image-Quant 4000 (GE Healthcare).

3.4 Ensaio de Migracéo

Para o ensaio de migragdo celular, uma aliquota de 10 pL foi retirada para estimar a
concentracdo celular por cdmara de Neubauer corando-se com azul de trypan a 4%. A
concentragdo celular foi ajustada de acordo com o ensaio a ser realizado. Em uma placa de 24
pocos, depositou-se 300ul de meio de cultura, correspondente ao utilizado no cultivo das
células a serem avaliadas, suplementado com 50% de SFB (Gibco, Life Technologies). Sobre
o meio de cultura suplementado, depositou-se um incerto com membrana de poros de Sum
Thincert® Greiner Bio-one (Greiner Bio-one Brasil, Americana, SP, Brasil). Dentro do incerto
se depositou 200 pL da suspensdo celular. Incubou-se por periodo apropriado de acordo com

o ensaio a 37°C e 5% de CO,. Removeu-se o incerto da placa de cultura, lavou-se com PBS
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1X e corou-se com cristal violeta. Observou-se em microscopio dptico com aumento de 200X

para estimar a quantidade de células retidas na membrana do incerto.

3.5 Ensaio deAtividade da Elastase

Realizou-se ensaio colorimétrico de atividade da elastase a ser utilizada na indugao do
enfisema pulmonar nas fases seguintes do estudo. Para tanto, foi utilizado o substrato N-
succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (Sigma Aldrich) (11.076 pmol em 200 pL de
Dimetiformamida) diluido 10X em tampao 0.1 M Hepes (Sigma Aldrich) (pH 7.5, 0.5 M
NaCl e 10% Dimetilsulféxido). Em placa de 96 pogos de baixa aderéncia pipetou-se o
substrato diluido e a solucdo de elastase (Sigma Aldrich) a ser testada na propor¢do 1% v/v e
leu-se a 410nm e 25°C por 10 minutos em intervalos de 1 minuto. Considerou-se E p-
nitroanilina = 8800 em 410 nanometros, utilizou-se o substrato na concentragdo 0,5 nmol/uL e
considerou-se 1 Unidade Internacional de elastase como a hidrélise de 1 pmol substrato/p-

nitroanilida por minuto.

3.6 Modelo experimental de enfisema pulmonar

A fim de se avaliar os efeitos da administracdo de sinvastatina na terapia celular, foi
utilizado o modelo animal de enfisema pulmonar como proposto por Longhini-dos-Santos et
al., 2013 (117). Resumidamente, os animais foram submetidos a instilagdo intranasal de 150
uL de solucao fisiologica contendo ou nao 4UI de elastase porcina pancredtica tipo IV

(Sigma-Aldrich), divididos em 3 doses de 50 pL em trés dias consecutivos.
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Figura 6. Instilagcdo intranasal de elastase

Utilizou-se pipetador automatico para depositar um volume de 50uL da solugio salina, contendo ou nio elastase,
nas narinas do animal restringido com as maos. Por reflexo, a solug¢do foi aspirada atingindo as vias aéreas e
parénquima pulmonar.

Realizou-se um ensaio piloto para avaliar o modelo animal de terapia celular para
enfisema pulmonar a ser utilizado nas fases posteriores do projeto. Para tanto foram utilizados
16 camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6 de aproximadamente 8§ semanas obtidas do
biotério central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Os animais foram
divididos em quatro grupos de quatro animais: a) Soro - submetidos a instilagcdo intranasal de
3 doses (trés dias consecutivos) de 50 pL de solugdo fisiologica, totalizando 150 pL de
solucdo fisiologica por animal; b) Elastase — submetidos a instilacdo intranasal de trés doses
(trés dias consecutivos) de 1,3 Ul de elastase porcina pancreatica tipo IV (Sigma-Aldrich)
diluida em 50 pL de solugao fisioldgica, totalizando 4UI de elastase em 150 pL de solugao
fisioldgica por animal; ¢) Soro/Meio: submetidos a instilacdo intranasal de 3 doses (trés dias
consecutivos) de 50 puL de solugdo fisiologica, totalizando 150 puL de solugdo fisioldgica por
animal e, apds 21 dias, foram submetidos a infusao retro-orbital de 100 pLL de meio de cultura
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) e d) Elastase/CTM - submetidos a instilagdo intranasal de trés
doses (trés dias consecutivos) de 1,3 Ul de elastase porcina pancredtica tipo IV (Sigma-
Aldrich) diluida em 50 pL de solugdo fisioldgica, totalizando 4UI de elastase em 150 pL de
solucdo fisiologica por animal e, apos 21 dias, foram submetidos a infusdo retro-orbital de

100 pL de suspensdo celular em RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 2,6 x 10’
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CTM/ml, (2,6 x 10° CTM no total), sendo 50 pL depositados em cada orbita ocular. Os
animais foram sacrificados 21 dias apos a terapia celular, ou 42 dias apds o inicio do

experimento, e tiveram pulmoes removidos para analise histologica.

3.7 Obtencéo e cultivode CTM

3.7.1CTM GFP"

As CTM utilizadas foram obtidas do banco de linhagens do Laboratorio de Genética
Molecular e Bioinformatica, derivadas de camundongos C57B1/6 GFP" gentilmente cedidos
ao Laboratorio de Genética e Terapia Celular pelo prof. Dr. Masaro Okabe as Universidade de

Osaka, Japao (25).

3.7.2CTM Luc" derivadas da medula 6ssea

Foram também utilizadas células extraidas da medula déssea e de tecido adiposo de 3
camundongos machos FVB/Luc' de aproximadamente 7 semanas de vida. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e tiveram tecido adiposo da regido inguinal, fémures e
tibias removidos e lavados em PBS 1X.

Para a obtengdo de CTM derivadas da medula déssea, adotou-se, em linhas gerais a
metodologia descrita por Longhini-dos-Santos et al., 2013 (118). Em camara de fluxo laminar,
as epifises dos ossos foram removidas e a medula 6ssea coletada por flushing com meio de
cultura Minimum Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado
com 15% SFB (Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life
Technologies). A suspensao obtida foi homogeneizada por pipetagem e centrifugada a 500g e
4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de
meio de cultura Minimum Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies)
suplementado com 15% SFB (Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina

(Gibco, Life Technologies) e novamente centrifugou-se a 500 g ¢ 4°C por 10 minutos. O
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sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20 mL de meio de cultura Minimum
Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com 15% SFB
(Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life Technologies). A
suspensao obtida foi depositada em uma garrafa de cultura T25 (TPP — Techno Plastic
Products, Trasadingen, Switzerland). As células foram mantidas em estufa a 37°C, 5% CO, e
85% umidade por 48 horas. Apds este periodo, todo o volume do meio de cultura foi
substituido.

As células aderidas ao plastico foram entdo mantidas em meio de cultura Minimum
Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com 15% SFB
(Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life Technologies) em
estufa a 37°C, 5% CO; e 85% umidade, com 50% do volume substituido a cada 48 horas por
4 passagens (aproximadamente 14 dias), para isolamento das CTM. Apds este periodo, as
células foram congeladas em SFB/Dimetilsulfoxido 10% em nitrogénio liquido para posterior

caracterizagdo e utilizacdo na terapia celular e ensaios in vitro.

3.7.3CTM Luc’ derivadas do tecido adiposo

Para a terapia celular foram utilizadas CTM isoladas de camundongos transgénicos da
linhagem FVB/Luc" (CAG-luc-eGFP). O construto transgénico foi realizado pelo laboratério
do Dr. Christopher H. Contag (Faculdade de Medicina da Universidade de Stanford). O
transgene consistia em um “enhancer” do promotor do citomegalovirus humano para o
promotor hibrido da beta-actina de galinha e beta-globina de coelho (CAG; do vetor Pcaggs) e
a upstream, o gene modificado da luciferase de vagalume, 54 bp do virus FMDV (Foot and
Mouth Disease Virus), sequéncia 2A ribossomica, 24bp polylinker e o gene modificado eGFP
(enhanced Green Fluorescent Protein). Mapeamento realizado no Laboratdrio Jackson indicou
que o transgene foi integrado a por¢do proximal do Chr. 7, extendendo-se de D7Mit306
(10Mb) a D7Jmp8 (29 Mb). O transgene foi injetado em ovos fertilizados de camundongos
FVB. A geragdo obtida - L2G85 foi cruzada com camundongos FVB nao-transgénicos. Os
animais transgéncos FVB-L2G85 foram submetidos a retrocruzamentos com a animais FVB
por 20 geragdes. Os animais transgénicos obtidos (CAG-luc-eGFP) foram entdo fornecidos ao

Jackson Laboratory, onde foram cruzados com animais FVB/NJ isogénicos para
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estabelecimento da colonia de uso comercial, adquirida pelo Laboratério de Estudos
Experimentais em Animais da Funda¢do Hemocentro de Ribeirdo Preto.

Para a obten¢do de CTM derivadas do tecido adiposo adotou-se, em linhas gerais, a
metodologia descrita por Marcelino et al., 2015 (25). Em camara de fluxo laminar, o tecido
adiposo obtido foi fracionado em cortes de aproximadamente lcm” com bisturi. Os cortes
foram depositados em conico de 50 mL contendo 25 mL de solucdo de colagenase 1AS
(Sigma Aldrich) 1 mg/mL de PBS 1X e incubou-se a 37 °C por 60 minutos sob agitacao
manual aproximadamente a cada 10 minutos. Apos este periodo, acrescentou-se 25 mL de
meio de cultura Minimum Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies)
suplementado com 15% SFB (Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina
(Gibco, Life Technologies) para bloqueio da reacao de digestao e filtrou-se em Cell Strainer
de 70um (Corning, Sigma Aldrich). Centrifugou-se a suspensao obtida a 500g e 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio de cultura
Minimum Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com
15% SFB (Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life
Technologies) e novamente centrifugado a 500 g e 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 20 mL de meio de cultura Minimum Essential
Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com 15% SFB (Gibco, Life
Technologies) e 1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life Technologies). A suspensdo obtida
foi depositada em uma garrafa de cultura T25 (TPP — Techno Plastic Products). As células
foram mantidas em estufa a 37°C, 5% CO; e 85% umidade por 48 horas. Apos este periodo,
todo o volume de meio de cultura foi substituido.

As células aderidas ao pléstico foram entdo mantidas em meio de cultura Minimum
Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com 15% SFB
(Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life Technologies) em
estufa a 37°C, 5% CO; e 85% umidade, com 50% do volume substituido a cada 48 horas por
4 passagens (aproximadamente 14 dias), para isolamento das CTM. Apos este periodo, as
células foram congeladas em SFB (Gibco, Life Technologies) suplementado com
Dimetilsulfoxido 10% v/v (Sigma Aldrich) em nitrogénio liquido para posterior

caracterizagdo e utilizacdo na terapia celular e ensaios in vitro.
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3.8 Caracterizacao das CTM —ensaio de diferenciacao

Para se caracterizar as CTM obtidas, a serem utilizadas na terapia celular e nos ensaios
in vitro, realizou-se ensaio de diferenciagdo osteogéncia, condrogénica e adipogénica.
Utilizou-se o kit de diferenciacio StemPro® (Gibco, Life technologies), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, as células foram cultivadas em placa de 24 pocos
(TPP — Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland) em meio de cultivo basal com
10% de suplemento (fornecidos pelo kit) e 1% de penicilina/streptomicina (Gibco, Life
Technologies) em estufa a 37°C, 5% CO, e 85% umidade, com troca de 50% do volume do
meio a cada 48 horas por um periodo de aproximadamente 28 dias. Apds este periodo, as
células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com paraformaldeido 4% (Sigma Aldrich). As
células foram entdo coradas com sudan escarlate (Sigma Aldrich) para a diferenciagdo
adipogénica, nitrato de patra (Sigma Aldric) para a diferenciagdo osteogénica e Alcian Blue
(Sigma Aldrich) para diferenciagdo condrogénica e contra-coradas com hematoxilina férrica

de Herris (Sigma Aldrich).

3.9. Terapia celular

Para a terapia celular foram utilizadas CTM derivadas do tecido adiposo de
camundongos machos da linhagem FVB/Luc" (doadores), sendo os animais receptores FVB
fémeas.

As células foram cultivadas conforme descrito no item anterior e descongeladas em
meio de cultura Minimum Essential Medium — Mem alpha (Gibco, Life Technologies)
suplementado com 15% SFB (Gibco, Life Technologies) e 1% penicilina-streptomicina
(Gibco, Life Technologies). A suspensao obtida foi depositada em uma garrafa de cultura T75
(TPP — Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland). As células foram mantidas em
estufa a 37°C, 5% CO, e 85% umidade, com troca de 50% do volume do meio a cada 48
horas, por 2 passagens. As células obtidas foram entdo destacadas das garrafas de cultivo
utilizando-se TrypLE® Express (Thermo Fisher), conforme indicacdo do fabricante. A
concentracdo da suspensao celular foi entdo estimada utilizando-se corante azul de trypan e

ajustada para 2 x 10" células/mL em meio de cultura Minimum Essential Medium — Mem
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alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com 15% SFB (Gibco, Life Technologies) e
1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life Technologies).

Transcorridos 21 dias apos a instilagdo de elastase ou solugao fisiologica, necessarios
para o estabelecimento do enfisema pulmonar, os animais foram submetidos a terapia celular.
A infusdo das células foi realizada por via retro-orbital. Em suma, cada animal foi sedado
utilizando-se Isofluorano 4% (Cristalia, Itapira, SP, Brasil) e o sistema VisualSonics Vevo
Compact Anesthesia System (Fujifilm Visual Sonics Inc., Toronto, Ontario, Canada). Apos a
sedacdo, 0,2 ml de suspensao celular em meio de cultura Minimum Essential Medium — Mem
alpha (Gibco, Life Technologies) suplementado com 15% SFB (Gibco, Life Technologies) e
1% penicilina-streptomicina (Gibco, Life Technologies) na concentragio de 2 x 107 células/ml

(4 x 10° células no total), foram depositados na regido retro-orbital de cada animal.

3.10 Deteccao do transplante celular (“homing”) por bioluminescéncia

A bioluminescéncia pode ser descrita como a geracdo enzimatica de luz visivel por
organismos vivos. Muitos organismos sdo capazes de produzir uma reagdo bioluminescente,
como bactérias, fungos, seres marinhos e insetos, como o vaga-lume. No caso do vaga-lume, ¢
expresso gene que codifica a proteina luciferase, capazes de atuar sobre a D-luciferina. A
luciferase oxida a D-luciferina na presenca de ATP (Adenosine Tri-Phosphate) e oxigénio,
formando oxy-luciferina em estado eletronicamente excitado. Uma luz visivel amarelo-
esverdeada a amarelo-alaranjada ¢ emitida quando a oxy-luciferida reduz-se a seu estado nao
excitado (119-122).

Para a detec¢dao das células transplantadas que expressam luciferase nos tecidos do
receptor, foi fornecido o substrato da luciferase, na forma de injecdo intraperitoneal de
solugdo salina contendo D-Luciferina 150 mg/kg (Perking Elmer) e mantidos sob sedagao
com isofluorano 4% (Cristalia) em oxigénio.

Para deteccao da atividade da luciferase nas células em cultivo a serem utilizadas na
terapia celular, estas foram expostas a luciferina na concentracdo de ImM no meio de cultivo.

As imagens foram entdo captadas utilizando In Vivo Imaging System (IVIS 100)
(Perkin Elmer, Sao Paulo, SP, Brasil). Quando a intensidade do sinal atingiu seus niveis

maximos, quantificou-se os fétons emitidos pelo tecido receptor ou placa de cultura.
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3.11 Avaliagdo do enfisema pulmonar

3.11.1 Pletismogr afia

A fim de se avaliar o enfisema pulmonar no modelo animal de terapia celular e
tratados ou ndo com sinvastatina, foram realizadas analises funcionais e morfométricas. Para
tanto, 4 animais de cada grupo expostos ou nao a elastase foram submetidos a pletismografia

por meio do aparelho Powerlab/SP4 Gas Analyser modelo ML206 (Adinstruments, Australia).
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Figura 7. Aparato para pletismografia

Na pletismografia de corpo inteiro, os animais sdo colocados em uma camara hermeticamente fechada com fluxo
de ar controlado e as flutuagdes de pressao referentes ao ciclo respiratorio sdo registradas por eletrodo transdutor
de pressao.

3.11.2 Morfometria

Apos a andlise mecanica e 21 dias ap6s a terapia celular, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e tiveram os pulmoes perfundidos com solucao fixadora
(paraformaldeido 4%), e seguiram para rotina histoldgica. Cortes de 7 pum foram obtidos
corados com Hematoxilina/Eosina (HE) e realizadas analises morfométricas. As analises
foram realizadas por um unico investigador, em teste cego. Foram avaliados dez campos

aleatorios nao coincidentes das laminas do tecido pulmonar de cada animal em aumento de
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400 vezes para a medida do intercepto linear médio em microscopio Optico de campo claro da
marca Zeiss modelo axioskop 2 plus. A analise morfométrica do enfisema foi feita por
intermédio do LM (em micrometros), indicador do didmetro alveolar médio, conforme
proposto por Weibel em 1963. Esta técnica consiste na determinacdo do didmetro alveolar
médio utilizando-se o numero de vezes que estruturas do parénquima de troca gasosa
interceptam um conjunto de retas coerentes por meio de um reticulo junto a lente ocular do

microscopio com sistema de 50 linhas e 100 pontos (123).
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Figura 8. Reticulo de Weibel

(a) Fotomicrografia do Reticulo de Weibel; (b) Reticulo de Weibel sobreposto a uma ldmina de tecido pulmonar
de camundongo (Aumento de 100X). Fonte: Faria, 2012 (124)

3.12 Avaliacao do efeito da sinvastatina na expressao de PAl-1 /n vitro

Plaqueou-se aproximadamente 5x10* CTM derivadas da medula 6ssea ou do tecido
adiposo por poco em placa de 24 pocos (TPP — Techno Plastic Products) e ultivou-se por 24
horas conforme descrito anteriormente. Apds este periodo, o meio de cultura foi substituido
por meio contendo OuM, 0.5uM, 1uM ou SuM de sinvastatina (Merck-Millipore, Calbiochen,
Darmstadt, Alemanha). O estimulo foi mantido por 24, 48 ou 72 horas. O RNA das células foi

entdo extraido e realizou-se eletroforese para avaliacdo da qualidade geral, conforme descrito

anteriormente.
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3.13 Resumo dos Grupos Experimentais

Tabela 1. Grupos Experimentais

Gavagem I Infusdo c
Grupo N (100 L)’ Instilacdo (200 L) Eutanasia
Solugao fisiologica o 1:
SORO 4 N Intranasal (150 pL) - 42° dia
4UI de elastase o 1:
ELASTASE | 4 - Intranasal (150 L) -- 42° dia
Solugao fisiologica Meio de o 1
SOROMEIO | 4 B Intranasal (150 pL) cultura 42° dia
ELASTASE/ | , B 4UI de elastase 2,6 x 10° 42° dia
CTM Intranasal (150 pL) células
SINVAT | 6 10 mg/kg de - - 15° dia
sinvastatina
SINVA2 | 6 15 mg/Kg de - - 15° dia
sinvastatina
SINVA3 | 5 25 mg/kg de - - 15° dia
sinvastatina
CONTROLE Solugao - - 15° dia
fisiologica/etanol 1%
Normal- Solugao Solugdo fisiologica 4x10° 42° dia
Controle fisiologica/etanol 1% Intranasal (150 pL) células
Normal- 3 Sinvastatina Solugao fisiologica 4x10° 42° dia
Sinvastatina 15 mg/Kg Intranasal (150 pL) células
Enfisema- 3 Sinvastatina 4UI de elastase 4x10° 42° dia
Sinvastatina 15 mg/Kg Intranasal (150 pL) células
Enfisema- Solugao 4UI de elastase 4x10° 42° dia
Controle fisiologica/etanol 1% Intranasal (150 pL) células

" 100p1 de veiculo (agua/etanol 1%) contendo ou ndo sinvastatina nas diferentes doses indicadas.

3.14 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados aplicando-se analises de variancia considerando-
se nivel de significancia de 5% utilizando-se o GraphPad Prism versdao 5.00 para Windows,

GraphPad Software, San Diego California EUA, www.graphpad.com.
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3.15 Aspectos Eticos

Todos os experimentos foram realizados seguindo-se normas ¢ticas, visando a
utilizagdo do menor nimero de animais. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais — CEUA, da Universidade de Sao Paulo, Campus de Ribeirdo Preto, sob o
protocolo 14.1.447.53.1.

3.16 Desenho Experimental
._ A ENSAIO PILOTO ENFISEMA PULMONAR -
B
Elastase PBS DETERMINACAO DA DOSE DE SINVASTATINA

‘ﬂ“‘ ‘_\ Controle Sinva 1 Sinva 2 Sinva 3
169 169 "\ ‘_\ ._\ .ﬂ

g \ 21 dias / 100 pl veiculo 10 mg/kg sinvastating 15 mg/kg sinvastatina 25mg/kg sinvastatina
ErrET i — ) 6 Q de 8 semanas 6 Qde 8 semanas 6 Qde 8 semanas 5 Qde 8 semanas
s Meio de cultura
CTM MO - |

Iﬁdi/

Avaliagdo da Expressdo de PAI-1

-ij 1 dia/

Avaliagdes histologicas e funcionais

L1 AVALIACAO DOS EFEITOS DA
SINVASTATINA NA TERAPIA CELULAR

Elastase PBS
P 4 P
169 16Q
/ \ 6 dias / \
Veiculo Nuha-.l.llfnd | L "m\ '1statmn I Veiculo
15 dias

4x 106 CTM TA

Avaliagio do homing celular |

21 dias

Avaliagdo dos efeitos morfologicos ¢ funcionais

Figura 9. Desenho Experimental
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4 RESULTADOS

4.1 Deter minagdo da dose de sinvastatina

A fim de se estabelecer a dose necessaria de sinvastatina para a modulagdo do gene
PAI-1, 23 camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6 de aproximadamente 8 semanas de
vida, foram divididos em quatro grupos conforme detalhado na Tabela 1.

As doses de sinvastatina empregadas foram definidas de acordo com estudo prévio da
literatura caracterizando as doses utilizadas por pacientes. As doses utilizadas estdo dentro da
janela terapéutica e bem abaixo da dose letal 50 (LD50) para camundongos (3800 mg/kg)
(15). Em todos os grupos, as doses foram administradas diariamente por um periodo de 15
dias, no mesmo periodo do dia. No décimo quinto dia, aproximadamente uma hora apds a
administracdo da ultima dose de sinvastatina ou veiculo, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e tiveram os fémures e tibias extraidos para obtencdo das células
mononucleares da medula 6ssea para ensaio de migracao, os pulmoes, figado e pancreas
foram removidos para extragdo de RNA e sangue periférico coletado para avaliacdo da
presenca de PAI-1.

Parte dos orgdos seguiu para rotina histologica e parte foi congelada em nitrogénio
liquido para extragdo de RNA. Para a rotina histoldgica, foram fixados em formaldeido 4% e
cortes de 5 um foram obtidos e corados com Hematoxilina-Eosina para avaliagdo qualitativa.
A Figura 10 apresenta algumas amostras de Pancreas Pulmao e Figado obtidas. Conforme
pode ser observado, ndo verificou-se qualquer alteragdo morfoloégica ou estrutural importante
dos 6rgdos pertencentes aos animais que receberam sinvastatina em relagdo ao grupo controle,

indicando auséncia de toxicidade importante.
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Figura 10. Fotomicrogr afias de cortes histol égicos de pancreas, pulméo e figado corados
com Hematoxilina-Eosina:

Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de pulmio, figado (aumento de 200X) e pancreas
(aumento de 400X) corados com HE, dos camundongos que receberam somente veiculo (controle), ou

sinvastatina em doses diarias de 10mg/kg (Sinva 1), 15mg/kg (Sinva 2) ou 25 mg/kg (Sinva 3).

O RNA foi extraido, conforme instrugdes do fabricante, utilizando-se Trizol Reagent®’
(Invitrogen, Life Techonologies) e diluido em agua livre de endonucleases. As amostras de
RNA obtidas foram quantificadas por espectrofotometria. Uma aliquota de aproximadamente
500 ng de cada amostra de RNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose/TAE 1,2%
corado com brometo de etidio, para avaliagdo da pureza e qualidade geral das amostras.
Conforme se observa na Figura 11, a maior parte das amostras provenientes de figado e
pulmdo concentrou-se nas bandas 28S e 18S, indicando que a qualidade geral das amostras
era aceitavel. Porém, as amostras provenientes de pancreas mostraram-se degradadas,

concentrando-se na banda 58S, referente a pequenos fragmentos de RNA.
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Figura 11. Eletroforese das amostras de RNA dos tecidos dos animais expostos a

diferentes doses de sinvastatina:

Eletroforese em gel de agarose/TAE 1,2% corado com brometo de etideo de 500 ng de RNA obtido de pancreas,
pulmaio e figado de cada um dos animais pertencentes ao grupo que recebeu apenas veiculo (grupo Controle), 10
mg/kg de sinvastatina (grupo Sinva 1); 15 mg/kg de sinvastatina (grupo Sinva 2) e 25 mg/kg de sinvastatina

(grupo Sinva 3).

Para uma avaliacdo mais completa da qualidade das amostras de RNA obtidas, 3
amostras de cada grupo foram submetidas ao ensaio de eletroforese microfluidica pelo
sistema Bioanalyzer”, utilizando-se o chip “Eukaryote Total RNA Nano”. Semelhantemente
ao ensaio de eletroforese, as amostras de RNA provenientes de pulmao e figado apresentaram
boa qualidade, com RIN (RNA Integrity Number) entre 6.20 e 8.30, porém as amostras de
RNA de pancreas apresentaram-se degradadas, com RIN entre 2.20 e 2.80, conforme
apresentado na Tabela 2. Devido a baixa qualidade das amostras de RNA obtidas de pancreas,

decidiu-se nao realizar as analises de expressao nestas amostras.
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Tabela 2. Anélise das amostras de RNA por Bioanalyszer®.

Amostra Grupo Concentracao (ng/ul) RIN
Péncreas Controle 1373 2.80
Pulmao Controle 515 8.30
Figado Controle 345 7.10
Péncreas SINVA 1 313 2.40
Pulmao SINVA 1 647 8.20
Figado SINVA' 1 1007 7.40
Péncreas SINVA 2 267 2.60
Pulmao SINVA 2 493 6.20
Figado SINVA 2 1128 7.80
Pancreas SINVA 3 1050 2.20
Pulmao SINVA 3 890 7.00
Figado SINVA 3 1298 6.90

Apo6s verificar-se a qualidade geral do RNA, aproximadamente 500 ng de cada
amostra de RNA de pulmao e figado foram utilizadas para a sintese de cDNA por meio do kit
cDNA High Capacity (Applied Byossistems). O produto da reacdo foi entdo diluido cinco
vezes em agua livre de endonucleases (25 pL de produto + 100 pL de agua). O cDNA diluido
foi entdo utilizado para a PCR quantitativa em tempo real com sonda Tagman® (Applied
Biosystems). Esta reacao permite quantificar a presenga de um mRNA especifico em relagao a
outro mRNA, sabidamente expresso de forma constitutiva. Comparou-se entdo a presenca do
PAI-1 em relacdo ao endogeno GAPD no pulmao e figado dos animais controle e submetidos
a diferentes doses de sinvastatina.

Os resultados comparativos da presenca do PAI-1 nos diferentes tecidos apos

administracdo da sinvastatina sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Expressdo relativa do PAI-1 ap6s administracdo de sinvastatina:

Quantificagdo PAI 1, expressa em niveis relativos a expressao do gene endégeno GAPD no pulmaio e figado de
camundongos que receberam somente veiculo (controle), ou sinvastatina em doses diarias de 10mg/kg (Sinva 1),
15mg/kg (Sinva 2) ou 25 mg/kg (Sinva 3).

Ao realizar-se analise de variancia (ANOVA — Kruscal Wallis com post-hoc de Dunn),
as amostras provenientes de figado nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa
com relagdo a expressao do PAI 1 entre o grupo controle e os grupos que receberam diferentes
doses de sinvastatina e apresentaram alto desvio padrio. E possivel verificar uma diminuicio
relativa da expressdao do PAI-1 no pulmio dos animais que receberam doses de 10 mg/kg (p =
0,0167), 15mg/kg (p = 0,0001) e 25 mg/kg (p = 0,0005) de sinvastatina comparando-se com
os animais do grupo controle que receberam apenas o veiculo. Desta forma, estabeleceu-se a
dose de 15 mg/kg de sinvastatina como suficiente para modular a expressdo do PAI 1 no
tecido pulmonar de camundongos para as proximas fases do estudo.

Para se verificar a administracao oral de sinvastatina ocasionaria mudangas nos niveis
circulantes de PAI-1, o plasma dos animais submetidos a diferentes doses de sinvastatina foi
coletado e as proteinas totais obtidas e quantificadas por ensaio do &cido bicinconinico,
conforme descrito, conforme descrito em materiais ¢ métodos.

A Tabela 3 apresenta os valores obtidos para as concentragdes de proteinas totais nas

amostras em ng/ml.
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Tabela 3. Dosagem de proteinas totais no plasma sanguineo dos animais submetidos a
diferentes doses de sinvastatina.

Dose sinvastatina animal  proteinas totais (pg/ml)
0 1 27,848

0 2 39,905

0 3 40,345

0 4 41,501

10 mg/kg 1 48,008
10 mg/kg 2 43,727
10 mg/kg 3 39,351
10 mg/kg 4 52,892
15 mg/kg 1 38,016
15 mg/kg 2 45,512
15 mg/kg 3 45,486
15 mg/kg 4 35,34
25 mg/kg 1 34,535
25mg/kg 2 63,303
25 mg/kg 3 47,365
25mg/kg 4 35,601

Apos quantificagdo, aliquota de 50 pg de uma amostra de cada grupo foram

submetidas a western blotting, conforme descrito anteriormente.

10 mg/kg 15 mg/kg 25 mg/kg  controle + 0 mg/kg

Figura 13. Western Blotting para detecgdo do PAI-1 no plasma sanguineo de animais

apos administracao de diferentes doses de sinvastatina:

Fotografia da membrana de western blotting marcada com anticorpo para PAI-1 contendo amostras de proteinas
totais do plasma sanguineo de camundongos que receberam somente veiculo (controle), ou sinvastatina em doses
diarias de 10mg/kg (Sinva 1), 15mg/kg (Sinva 2) ou 25 mg/kg (Sinva 3), juntamente com o controle positivo da
reagao.

A fim de avaliar se a modulacio do PAI-1 ocasionaria mudancas no padrao de
migracao das células mononucleares da medula 6ssea (CMMO), realizou-se ensaio de
migracao celular com as CMMO dos animais submetidos ou ndo a diferentes doses de

sinvastatina. Na determinacdo da quantidade inicial de células e tempo ideais para realizagao
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de ensaio de migracdo utilizou-se CTM derivadas da medula 6ssea. Os ensaios foram
realizados em triplicata e as concentracdes testadas foram: 500, 5000, 10000 e 40000
células/poco. As células presentes no incerto foram fixadas com paraformaldeido 4% (Sigmal
Aldrich) e coradas com cristal violeta 2% (Sigma Aldrich) apds 24 ou 48 horas. Como ¢
possivel observar na Figura 14, os resultados mais visiveis foram com concentracdo inicial de

40000 células por um periodo de 24 horas.
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500 cdlulas

5 e |
A
"?ﬁv-i; .
o | T IR g
g Y i et
._' :‘ | '. t{“‘;

i e b

Y g I Y

tom :ﬂé’;{?h?%%“m?.

4 :m‘._.. ;‘ ; Vi
Tl

4 \P ,15"' 3

48h

Ensaio de migragdo com CTM da medula 6ssea de camundos, em membrana de 8um e meio de cultura a-Mem,
para a determinagdo da quantidade inicial de células e tempo de migracdo. Coloracdo de cristal violeta e aumento
de 100x.

Obteve-se as células da medula 6ssea dos animais expostos a diferentes doses de
sinvastatina foram obtidas e cultivadas conforme descrito anteriormente e submetidas ao
ensaio de migra¢do. Apds o periodo de incubagdo, as células aderidas a parte inferior da
membrana foram fixadas com paraformaldeido e coradas com cristal violeta. Ao observar-se a
membrana em microscopio Optico em aumento de 200X, ndo se verificou a presenca de
células aderidas, indicando que ndao houve migragdo celular em nenhum dos grupos nas

condicdes estudadas (Figura 15).
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Controle SINVA 1
SINVA 2 SINVA 3

Figura 15. Fotomicrogr afias representativas do ensaio de migracéao celular:
Fotomicrografias representativas (aumento de 200X) de membranas do ensaio de migracdo com células
mononucleares da medula 6ssea de camundongos submetidos a administragdo oral de diferentes doses diarias de
sinvastatina (controle=0; Sinval= 10 mg/kg; Sinva2 = 15 mg/kg e Sinva 3 = 25mg/kg). Nota-se a auséncia de
células em todas as membranas

4.2 Modelo animal deterapia celular para o enfisema pulmonar

A fim de se induzir o enfisema pulmonar em modelo animal (camundongo) utilizou-se
a instilacdo intranasal de protease (elastase porcina pacreatica — Sigma Aldrich). Para se
avaliar a atividade da enzima a ser utilizada, realizou-se ensaio colorimétrico com p-
nitroanilina (N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida - Sigma Aldrich). Utilizando-se regressao
linear, determinou-se entdo a concentracdo da solu¢do de -elastase utilizada como

aproximadamente 6.75 U/uL (Figura 16).
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1,200
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0,000
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ensaio 1| Ensaio 2
ADOVE (substrato) 13,07 13,91
nmol/pL substrato 0.5 0,5
nmol/pl. enzima 6,5 7

Tempo (minutos)

Figura 16. Ensaio colorimétrico de atividade da elastase:

Utilizou-se o substrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilina na concentracdo 0,5 nmol/ul. em ensaio
colorimétrico de atividade da elastase. Considerou-se E p-nitroanilina = 8800 em 410 nandémetros e 1 Unidade
Internacional de elastase como a hidrolise de 1 umol substrato/p-nitroanilida por minuto.
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Ap06s verificar-se a atividade e concentracdo da elastase, realizou-se ensaio piloto para
avaliar o modelo animal de terapia celular para o enfisema pulmonar, conforme descrito
anteriormente (Item 3.6 e Tabela 1). As CTM utilizadas foram derivadas da medula 6ssea de
camundongos C57B1/6 EGFP" provenientes do Laboratério de Genética e Terapia Celular
(GenTe Cel, Unesp — FCL Assis), descongeladas e mantidas em cultura para a obtencdo da

quantidade suficiente de células para a terapia celular. A cultura foi observada em microscopio

de fluorescéncia para verificagdo da expressao da proteina fluorescente verde — GFP (Figura

17).
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Figura 17. Fotomicrografiasdas CTM EGFP":
Fotomicrografia representativa da cultura de CTM obtidas a partir da medula éssea camundongos C57Bl/6
EGFP" gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Genética e Terapia Celular — GenTe Cel — aumento de 400X,
campo claro (a esquerda) e luz ultravioleta com filtro de 480 nm (a direita).

A fim de se avaliar os efeitos da terapia celular com CTM derivadas da medula 6ssea
em modelo animal de enfisema pulmonar induzido por elastase, a funcdo pulmonar dos
animais foi avaliada por meio de pletismografia. Verifica-se, pela andlise da Figura 18 uma
tendéncia a diminui¢do da frequéncia respiratoria e do volume expiratério nos animais
submetidos a indu¢do do enfisema pulmonar por instilagao intranasal de elastase, porém, ao
realizar-se analise de variancia, ndo detectou-se diferenca estatisticamente significativa entre

0S grupos.
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Figura 18. Pletismogr afias resultante do ensaio piloto de enfisema pulmonar:

Avaliagdo comparativa da fung@o pulmonar dos animais dos grupos controle, submetidos a instilacdo intranasal
de solucdo fisiologica (Soro) e tratados com veiculo meio de cultura RPMI (Soro/Meio) e dos grupos
experimentais enfisematosos, submetidos a instilacdo intranasal de elastase (Elastase) e tratados com infusao
retro-orbital de 2,6 x 10° CTM (Elastse/CTM).

Apos a avaliacao da fun¢do pulmonar, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e tiveram o pulmao removido para analise histologica. Os tecidos foram fixados e
incubados em parafina e foram cortes de 7 pm e corados com Hematoxilina-Eosina.
Verificou-se nos cortes histologicos do tecido pulmonar do grupo que recebeu apenas elastase
mudangas no parénquima pulmonar consistentes com o enfisema pulmonar, ou seja,
destruicao dos septos alveolares, aumento dos espagos aéreos e presenca de infiltrado de
células inflamatdrias. O grupo submetido a inducdo do enfisema com elastase e tratado com
CTM apresentou um padrdo histomorfologico semelhante aos apresentados pelos grupos

controle (Figura 19).
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Figura 19. Fotomicrografias do tecido pulmonar resultante do ensaio piloto de enfisema:
Fotomicrografias representativas em aumento de 40X de cortes histologicos do tecido pulmonar corados com HE
— Hematoxilina-Eosina dos animais dos grupos controle, submetidos apenas a instilagdo intranasal de solugio
fisioldgica (soro) e submetidos a instilagdo intranasal de solucdo fisiologica e infusdo de meio de cultura RPMI
(soro/meio) e animais dos grupos experimentais, submetidos a instilagdo de elastase (Elastase) e submetidos a
instilacdo intranasal de elastase e infusdo de CTM (Elastase/CTM). As setas azuis indicam regides de degradagdo
dos septos alveolares, caracterizadas pelo aumento dos espagos aéreos ¢ auséncia de células epiteliais.

ApOs a verificacdo dos resultados do modelo de enfisema pulmonar, seguiu-se para a
proxima fase do estudo a fim de se avaliar o efeito da sinvastatina no “homing” e
“engraftment” na terapia celular com CTM. Porém, para o ensaio de capta¢do de imagem in
Vivo, a fluorescéncia das células GFP" mostrou-se insuficiente para obtencdo de sinal claro e
distinto da auto-fluorescéncia presente nos tecidos. Desta forma, decidiu-se utilizar o modelo
de luminescéncia. Para tanto, extraiu-se CTM do tecido adiposo ¢ da medula 6ssea de 3
camundongos machos de aproximadamente 7 semanas da linhagem FVB/Luc” conforme

descrito anteriormente. Como € possivel verificar na Figura 20, apos 72 horas de cultura, ao
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remover-se todo o meio de cultura, foram observadas células aderidas ao plastico. Apos 7 dias
de cultivo, estas células morfologia fibroblastoide. As células foram cultivadas, conforme

descrito, até a sexta passagem para os experimentos que se seguiram.

72 horas

Figura 20. Céulasisoladas da medula ¢ssea e tecido adiposo de animais FVB/Luc':
Fotomicrografias representativas das células isoladas do tecido adiposo e medula 6ssea de camundongos
FVB/Luc+ 72 horas e 7 dias ap0s extragao.

A fim de se verificar se estas CTM derivadas do tecido adiposo e da medula dssea
expressavam luciferase, depositou-se em placa 24 pocos (TPP — Techno Plastic Products)
aliquota de 2x10%, 4x10”, 8x10* ¢ 1x10° células em duplicata das. As amostras foram entdo
expostas a luciferina (Perkin Elmer) e imagens foram obtidas no In Vivo Imaging System
(IVIS 100) (Perkin Elmer), conforme descrito anteriormente. O sinal foi comparado. Como se
observa nas Figuras 21 e 22 e Tabelas 4 ¢ 5, a média de fotons captados em relacdo as células
derivadas do tecido adiposo (681,213) foi aproximadamente 2.3 vezes maior que a média de
fotons captados em relagdo as CTM derivadas da medula oOssea. Esta diferenca foi

estatisticamente significativa (p<0.0001) segundo o teste “two-tailed t-test”.
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Figura 21. Luminescéncia das CTM derivadas da medula 0ssea e tecido adiposo:
Comparacao da luminescéncia no InVivo Image System (fotons captados em relagdo ao niimero de células) das
CTM luciferase positivas derivadas da medula 6ssea (CTM MO) em comparagao as derivadas do tecido adiposo

CTM TA.

Tabela 4. Fétons por segundo por célula mesenquimal derivada de tecido adiposo

Células por pogo | fotons/s A fotons/s B Média Fotons/s/celula
0 6,22E+05 6,13E+05 6,18E+05 -

2,00E+04 1,40E+07 1,49E+07 1,45E+07 722,50
4,00E+04 3,52E+07 3,09E+07 3,31E+07 827,00
6,00E+04 3,46E+07 3,80E+07 3,63E+07 604,50
8,00E+04 4,51E+07 5,07E+07 4,79E+07 598,56
1,00E+05 6,52E+07  6,55E+07 6,54E+07 653,50

Média Geral 681,213
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Tabela 5. Fétons por segundo por célula mesenquimal derivada de medula éssea

Células por pogo | fotons/s A fotons/s B Média Fotons/s/celula
0 429E+05  4,15E+05 4,22E+05 -

2,00E+04 5,49E+06  5,38E+06 5,44E+06 271,83
4,00E+04 1,I5E+07  1,97E+07 1,56E+07 389,63
6,00E+04 1,48E+07  1,55E+07 1,51E+07 251,92
8,00E+04 2,21E+07  2,12E+07 2,16E+07 270,44
1,00E+05 2,58E+07  2,67E+07 2,62E+07 262,45

Média Geral 289,251
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Figura 22. Gréafico comparativo da luminescéncia das CTM derivadas de tecido adiposo

em relacdo as derivadas de medula 6ssea:
Comparacao da luminescéncia no InVivo Image System (fétons captados em relagdo ao nimero de células) das
CTM luciferase positivas derivadas da medula 6ssea em comparacao as derivadas do tecido adiposo.

Devido ao fato das CTM derivadas de tecido adiposo apresentarem maior sinal no
ensaio de captagdo de imagem in vivo, decidiu-se utilizar estas células nas proximas fases do
estudo. Para tanto, procedeu-se a caracterizagdo funcional pelo ensaio de diferenciacao.

Para o ensaio de diferenciacio, utilizou-se o kit StemPro” (Gibco, Life technologies),
de acordo com as instrugdes do fabricante. Na Figura 23, apresenta-se em A a diferenciacao
osteogénica para as CTM derivadas do tecido adiposo e da medula oOssea, e respectivo
controle. A osteogénese pode ser confirmada pela presenca de depodsitos de calcio na matriz
extracelular corados em preto com nitrato de prata. Em B est4 representada a diferenciagdo
adipogénica comprovada pela presenca de goticulas de lipideos, coradas em vermelho com
Sudan Escarlate. Finalmente, em C apresenta-se a diferenciagdo condrogénica confirmada

pela coloragdo azul, indicativa da sintese de proteoglicanas pelos condrocitos.



Resultados | 62

DgrivadE}S de Derivadas de Controle
tecido adiposo medula 0ssea

Figura 23. Ensaio de diferenciacéo das CTM:

A - Diferenciagdo osteogénica das CTM derivadas de medula 6ssea e de tecido adiposo. Coloragdo com nitrato
de prata e contra-coloragdo com hematoxilina. Depositos de calcio na matriz extracelular corados em preto. B -
Diferenciagdo adipogénica das CTM derivadas de medula d6ssea e de tecido adiposo. Coloragdo com sudan
escarlate e contra-coloragdo com hematoxilina. Goticulas de liideos coradas em vermelho. C - Diferenciagdo
condrogénica das CTM derivadas de medula 6ssea e de tecido adiposo. Coloragdo com alcian blue e contra-
coloragdo com hematoxilina. Depésitos de proteoglicanas na matriz extracelular corados em azul. Aumento de
100x.

4.3 Terapia celular e sinvastatina

Apds a caracterizacdo das CTM, buscou-se avaliar o efeito da sinvastatina na
expressdo do PAI-1 nestas células. As células foram plaqueadas e expostas a sinvastatina
conforme descrito em material e métodos no item 3.12. Como apresentado na Figura 24, a

qualidade do RNA mostrou-se aceitavel.
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Figura 24. Eletroforese das amostras de RNA das células expostas a diferentes doses de

sinvastatina:
Eletroforese em gel de agarose/TAE 1,2% corado com brometo de etideo de 500 ng de RNA obtido das CTM

derivadas do tecido adiposo (CTM TA) e CTM derivadas da medula 6ssea (CTM MO)expostas a diferentes
doses de sinvastatina ( OuM, 0.5uM, 1uM ou SuM) por 24, 48 ou 72 horas.

Sintetizou-se entdo o cDNA e realizou-se RT qPCR para detec¢do do PAI-1, conforme
descrito anteriormente. Como ¢ possivel observar na Figura 25, os niveis de PAI-1
diminuiram mais expressivamente nas células derivadas da medula 6ssea apos um periodo de

48 horas e dose de 1uM de sinvastatina.

CTM TA CTM MO
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Figura 25. Expressdo relativa do PAI-1 em células expostas a diferentes doses

sinvastatina in vitro:

Quantificagdo PAI 1, expressa em niveis relativos a expressio do gene endogeno GAPD nas células
meseqnuimais derivadas de tecido adiposo (CTM TA) ou de medula 6ssea (CTM MO) expostas a diferentes

doses de sinvastatina (0, 0.5, 1 ou SpM) por 24, 48 ou 72 horas.

24 horas
48 horas
72 horas
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Apoés determinagdo das células a serem utilizadas, seguiu-se para a avaliagdo em
modelo animal de terapia celular para o enfisema pulmonar, conforme descrito anteriormente.
Durante todo o experimento os animais tiveram o peso aferido a cada semana. Como
pode ser observado na Figura 26, o peso dos animais se manteve estavel durante o
experimento e entre os grupos, ndo havendo diferenca estatistica ao realizar-se o teste oneway

ANOVA — Tukey com nivel de significancia de 5%.
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Figura 26. Peso dos animais ao longo do experimento:

Graficos representativos das médias dos pesos dos animais em gramas ao longo do experimento, sendo
considerado o dia zero o dia da instilagdo intranasal. O grupo Normal-Controle recebeu instilagdo intranasal de
solucdo fisioldgica e gavagem de veiculo, o grupo Normal-Sinvastatina recebeu instilacdo intranasal de solucdo
fisiologica e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina. O grupo Enfisema-Controle recebeu
instilagdo intranasal de solucdo fisioldgica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo. O grupo Enfisema-
Sinvastatina recebeu instilagdo intranasal de solugdo fisioldgica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo
contendo 15mg/kg de sinvastatina.

A fim de se avaliar a mecanica ventilatéria dos animais enfisematosos ou ndo
submetidos a terapia celular e que receberam ou ndo sinvastatina, trés semanas apos a
instilacdo intranasal, antes da terapia celular, foram submetidos a pletismografia. As medidas

foram repetidas uma e duas semanas ap0s a terapia celular. Conforme pode ser observado na
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Figura 27, ndo houve diferencga entre os grupos ou ao longo do experimento ao realizar-se o

teste oneway ANOVA - Tukey.
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Figura 27. Pletismogr afias dos grupos ter apia celular e sinvastatina:

Grafico representativo dos resultados das pletismografias dos animais uma semana antes e duas semanas apos a
terapia celular, sendo considerado o dia zero o dia da instilacdo intranasal. O grupo Normal-Controle recebeu
instilacdo intranasal de solugdo fisiologica e gavagem de veiculo, o grupo Normal-Sinvastatina recebeu
instilacdo intranasal de solucdo fisiologica e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina. O grupo
Enfisema-Controle recebeu instilacdo intranasal de solucdo fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de
veiculo. O grupo Enfisema-Sinvastatina recebeu instilagdo intranasal de solugdo fisioldgica contendo 4UI de
elastase e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina.

Apos a terapia celular, avaliou-se a presenga das células infundidas no tecido
pulmonar dos camundongos receptores. Para tanto, determinou-se a luminescéncia emitida

pelas células infundidas utilizando-se In Vivo Imaging System (IVIS 100) (Perkin Elmer Para
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as imagens, os animais foram submetidos a inje¢ao intraperitoneal de 150 mg/kg de luciferina
(Perking Elmer) e mantidos sob sedacdo com isofluorano 4% (Cristalia) em oxigénio. As
imagens foram obtidas logo apds, 24 horas e 48 horas apos a terapia celular. A Figura 28
apresenta algumas das imagens analisadas. E possivel observar que houve predominancia das
células infundidas no lado direito do pulmao dos animais e que as células permaneceram no

tecido pulmonar dos receptores até 24 horas ap6s a infusao.

O horas 24 horas 48 horas

Figura 28. Deteccdo por luminescéncia as células infundidas nos animais receptores:
Fotografias representativas da detec¢@o de luminescéncia nos animais receptores 0, 24 e 48 horas apos a terapia
celular. O grupo Normal-Controle recebeu instilagdo intranasal de solugéo fisioldgica e gavagem de veiculo, o
grupo Normal-Sinvastatina recebeu instilacdo intranasal de solucdo fisiologica e gavagem de veiculo contendo
15mg/kg de sinvastatina. O grupo Enfisema-Controle recebeu instilacdo intranasal de solucdo fisioldgica
contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo. O grupo Enfisema-Sinvastatina recebeu instilacdo intranasal de
solucdo fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina.

Tabela 6. Fétons por segundo por animal do grupo normal-controle

Grupo normal-controle

animal Oh 24h 48h
1 178000 403000 599000
2 425000 350000 514000
3 415000 303000 563000
4 806000 147000 165000
5 516000 113000 144000
6 843000 142000 165000
7 290000 216000 124000
8 536000 207000 130000
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Tabela 7. Fétons por segundo por animal do grupo normal-sinvastatina

Grupo Normal-sinvastatina

animal Oh 24h 48h
1 1180000 258000 141000
2 1210000 171000 107000
3 1210000 152000 80000
4 507000 264000 119000
5 418000 152000 106000
6 1790000 191000 102000
7 556000 128000 106000

Tabela 8. Fétons por segundo por animal do grupo enfisema-controle

Grupo enfisema-controle

animal Oh 24h 48h
1 1850000 297000 122000
2 789000 160000 86200
3 771000 130000 84600
4 1030000 185000 126000
5 849000 149000 119000
6 531000 120000 94500
7 756000 148000 127000

Tabela 9. Fétons por segundo por animal do grupo enfisema-sinvastatina

Grupo enfisema-sinvastatina

animal Oh 24h 48h
1 982000 62900 129000
2 775000 152000 133000
3 471000 136000 109000
4 882000 167000 157000
5 718000 130000 119000
6 692000 187000 110000
7 534000 117000 119000
8 543000 124000 118000
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A Figura 29 apresenta o grafico referente a quantificagdo das imagens, considerando-
se fotons por segundo por animal, como apresentado nas Tabelas 6, 7, 8 e 9. E possivel
observar que houve uma forte queda da presenga do sinal nas primeiras 24 horas e que apds
48 horas o sinal ja nao foi mais detectavel. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos considerando o mesmo tempo de anélise e teste oneway ANOVA — Tukey com

nivel de significancia de 5%.
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Figura 29. Grafico da luminescéncia nos animais receptores:

Grafico representativo da deteccdo da luminescéncia no tecido pulmonar dos animais receptores 0, 24 e 48 horas
apos a terapia celular. O grupo Normal-Controle recebeu instilagdo intranasal de solucdo fisioldgica e gavagem
de veiculo, o grupo Normal-Sinvastatina recebeu instilagdo intranasal de solucdo fisiologica e gavagem de
veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina. O grupo Enfisema-Controle recebeu instilagdo intranasal de solugéo
fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo. O grupo Enfisema-Sinvastatina recebeu instilagao
intranasal de solucdo fisiologica contendo 4UI de eclastase e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de
sinvastatina.

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical 21 dias ap6s a infusdo de
células e tiveram pulmao removido para avaliagdo histo-morfologica do enfisema pulmonar. A
Figura 30 apresenta fotomicrografias representativas de cortes histologicos do tecido
pulmonar corados com HE. Como ¢ possivel observar, os grupos submetidos a instilagdo
intranasal de elastase apresentam lesdes mais evidentes dos septos alveolares, e os grupos que
receberam sinvastatina apresentam maior espessamento dos septos e presenca de infiltrado

celular.
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Enfisema-Controle Enfisema-Sinvastatina

Figura 30. Fotomicrografias do tecido pulmonar dos grupos terapia celular e

sinvastatina:

Fotomicrografias representativas em aumento de 400X de cortes histologicos do tecido pulmonar corados com
HE — Hematoxilina-Eosina. O grupo Normal-Controle recebeu instilagdo intranasal de solucdo fisiologica e
gavagem de veiculo, o grupo Normal-Sinvastatina recebeu instilagdo intranasal de solugdo fisiologica e gavagem
de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina. O grupo Enfisema-Controle recebeu instilagdo intranasal de
solucdo fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo. O grupo Enfisema-Sinvastatina recebeu
instilacdo intranasal de solugdo fisioldgica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de
sinvastatina.

A Figura 31 apresenta grafico comparativo do didmetro alveolar médio calculado por
meio do LM, conforme descrito anteriormente. E possivel observar que houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos submetidos a instilacdo intranasal de elastase
que receberam ou nao sinvastatina € o grupo controle. Também ¢ possivel verificar que nao
houve diferenga entre os grupos submetidos a instilacao intranasal de elastase que receberam
ou ndo sinvastatina, de acordo com o teste ANOVA Kruscal Wallis com post-hoc de Dunn e

nivel de significancia de 5%.
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Figura 31. Grafico da analise comparativa do didametro alveolar médio:

Grafico da analise comparativa do didmetro alveolar médio. O grupo Normal-Controle recebeu instilagdo intranasal de
solugdo fisioldgica e gavagem de veiculo, o grupo Normal-Sinvastatina recebeu instilagdo intranasal de solugdo fisiologica e
gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina. O grupo Enfisema-Controle recebeu instilacao intranasal de solucao
fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo. O grupo Enfisema-Sinvastatina recebeu instilagdo intranasal de
solugdo fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina.

Ao analisar-se, porém, o didmetro alveolar médio dos grupos considerando-se os lados
direito e esquerdo do pulmao, ¢ possivel observar que ha diferenca estatisticamente
significativa dos grupos submetidos a instilacdo de elastase e o grupo controle, com excecao
do grupo referente ao lado direito do pulmao dos animais submetidos a instilagdo intranasal
de elastase e que receberam sinvastatina, de acordo com o teste ANOVA Kruscal Wallis com

post-hoc de Dunn e nivel de significdncia de 5%, como apresentado na Figura 32.
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Figura 32. Gréfico da andlise compar ativa do didmetro alveolar médio (direito x esquerdo):
Grafico da analise comparativa do didmetro alveolar médio considerando-se os lados direito e esquerdo do
pulméo. O grupo Normal-Controle recebeu instilagdo intranasal de solugéo fisioldgica e gavagem de veiculo, o
grupo Normal-Sinvastatina recebeu instilacao intranasal de solucdo fisiologica e gavagem de veiculo contendo
15mg/kg de sinvastatina. O grupo Enfisema-Controle recebeu instilacdo intranasal de solugdo fisioldgica
contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo. O grupo Enfisema-Sinvastatina recebeu instilacdo intranasal de
solucdo fisiologica contendo 4UI de elastase e gavagem de veiculo contendo 15mg/kg de sinvastatina.
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5DISCUSSAO

Dentro do espectro da DPOC, o enfisema, apresenta como principal caracteristica a
destruicdo dos septos alveolares decorrente de processo inflamatorio crénico, com
consequente dispneia progressiva. Tem papel importante na etiopatogenia da DPOC, mais
especificamente do enfisema pulmonar, a elastase neutrofilica. uma enzima proteolitica
extremamente ativa, capaz de clivar uma série de substratos, como por exemplo a proteina de
matriz extracelular elastina, dai o nome elastase. Pode degradar estruturas importantes da
matriz extracelular, como fibronectina e colageno, bem como proteinas exdgenas, como da
parede celular de bactérias (125, 126).

Modelos animais de DPOC induzido por instilagdo de proteases, principalmente
elastase, tém sido amplamente empregados devido a fécil aplicagdo, alta reprodutibilidade e
rapido desenvolvimento. Mudangas morfolégicas consistentes com o enfisema, como
destruicdo do parénquima pulmonar, inflamag¢do e consequente limitagdo do fluxo aéreo, sao
apresentadas 21 dias apos a instilacdo intranasal de elastase em modelo murino, sendo
utilizado aproximadamente 4UA de elastase por animal (127).

A fim de se avaliar a elastase a ser empregada neste trabalho, utilizou-se ensaio
colorimétrico. A elastase mostrou-se ativa e eficaz na clivagem de seu substrato N-succcinil-
Ala-Ala-Ala-p-nitroanilina, como pode ser observado na Figura 16. O ensaio também
permitiu determinar a concentracao da enzima na solugdo utilizada como 6.75 U/uL. Portanto,
a elastase utilizada mostrou-se adequada para o estabelecimento de modelo animal de DPOC.

Apos a determinagdo da atividade da elastase, buscou-se caracterizar o0 modelo animal
de DPOC a ser utilizado. Para este fim, avaliou-se comparativamente camundongos
submetidos ou nao a instilagdo intranasal de elastase, conforme descrito em material e
métodos.

Ao avaliar-se o0 modelo animal de terapia celular para o enfisema pulmonar, ¢ possivel
verificar que os animais submetidos a instilagdo intranasal de elastase desenvolveram padrdes
histomorfologicos condizentes com o enfisema pulmonar 21 dias apds a instilagao intranasal
de elastase. Os animais expostos a elastase apresentaram regides de alargamento dos espagos
alveolares decorrentes da protedlise dos septos alveolares, como pode ser observado na Figura
19. Também ¢ possivel observar que o padrao histomorfolégico foi recuperado no grupo
exposto a elastase e submetido a infusdao de CTM. Estes dados estdo em consondncia com

relatos prévios da literatura que reportam a indugdo do enfisema pulmonar em camundongos



Discusséo | 72

apos a instilacdo intranasal de uma dose de elastase, bem como a recuperagdo dos padroes
morfoldgicos 21 a 28 dias apo6s terapia celular (2, 8, 19, 25, 73).

Apos as analises histologicas, seguiu-se para a analise funcional do modelo empregado
por meio de pletismografia de corpo inteiro sem restricao. Medidas dos efeitos de drogas e
agentes infecciosos no sistema respiratorio, bem como avaliagdo da fun¢@o pulmonar em
situacdo fisioldgica normal, sdo de grande interesse no avango do conhecimento da fisiologia
respiratoria, bem como doengas pulmonares. No entanto, o tamanho reduzido dos
camundongos apresenta um desafio e limitagdes técnicas a avaliagdo das fun¢des pulmonares
neste modelo (128—130).

A analise dos dados apresentados na Figura 18 permite observar uma tendéncia a
diminuicdo da frequéncia respiratoria e volume expiratorio apresentada pelos animais
submetidos a inducdo do enfisema pulmonar por instilagcdo intranasal de elastase em relagdo
aos controles e aos submetidos a terapia celular. Porém nao foi possivel observar diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos submetidos a instilagdo de elastase para indugao
do enfisema que receberam ou ndo infusdo de CTM e os grupos controle. Porém, nao ¢
possivel concluir se a falta de diferencga estatisticamente significativa deve-se a auséncia de
efeito funcional do tratamento ou devido a limitagdes técnicas da metodologia empregada.

Algumas metodologias tém sido empregadas para analise da fisiologia respiratdria em
camundongos. Destacam-se entre estas técnicas as analises de mecanica ventilatéria e
pletismografia. No entanto, ¢ preciso reconhecer que, devido aos efeitos contraditorios entre
precisdao e nao-invasdo, os dados obtidos apresentam certo grau de incerteza quanto aos
parametros respiratorios. Como resultado, existe uma correlagao entre precisdo e invasdao. Ou
seja, quanto menos invasiva a medida, menores as chances de obtencao de dados consistentes,
reprodutiveis e significativos, principalmente em modelo de tamanho reduzido como os
camundongos (128-130). Apesar de a maioria destas metodologias serem, de forma geral,
bem estabelecidas, ainda ha questdes importantes a serem definidas, principalmente em
relacdo a valores de referéncia, em como garantir que os dados sejam obtidos de forma
padronizada e como estes valores devem ser interpretados para melhor suportar pesquisas
cientificas e decisdes clinicas (131).

Apesar das limitagdes inerentes a experimentacdo animal, que ndo mimetiza
exatamente os aspectos patofisioldgicos da doenga humana, o modelo adotado neste estudo
permite a analise comparativa de padrdes mensuraveis e inferéncias logicas sobre aspectos

patologicos e terapéuticos do enfisema pulmonar e, portanto, apresenta-se adequado para
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avaliar os efeitos da sinvastatina sobre a terapia celular em modelo animal de enfisema
pulmonar.

A terapia celular com células-tronco adultas apresenta-se, como uma ferramenta
promissora no tratamento de doencgas degenerativas, principalmente as de carater inflamatorio
e autoimune (2, 15, 19, 25, 132, 133). Conceitualmente, a terapia celular tem evoluido de uma
premissa inicial de que células exdgenas regenerariam o tecido lesado para uma hipdtese mais
ampla, de que facilitariam aspectos complementares e cruciais do processo endogeno de
regeneragao tecidual (2, 73, 74). Estudos recentes mostraram que CTM sdo capazes de
proteger o tecido pulmonar por meio da supressao de citocinas pro-inflamatérias e induzindo
a produgdo de fatores de crescimento (1, 134). As CTM parecem atuar nos aspectos
complementares do processo regenerativo. Estes aspectos podem incluir aumento das taxas de
sobrevivéncia celular por meio de liberagao de fatores paracrinos, melhora na oxigenagao do
tecido por neoangiogénese, bem como recuperagdo funcional pela indu¢ao de remodelacdo (2,
7,75, 135).

Um dos principais desafios ao sucesso da terapia celular sdo as baixas taxas de
sobrevivéncia das células infundidas (“homing”), devido principalmente ao microambiente
pouco favoravel a proliferacdo celular encontrado nos tecidos-alvo (47, 75). Dua possiveis
formas de abordar este problema incluem a manipulacdo das células antes do transplante, ou a
modulagdo de processos como a migracdo celular e inflamacdo do tecido receptor antes da
infusdo, aumentando as chances de sobrevivéncia das células transplantadas (2, 73-75).

Copland e colaboradores, em 2009, observaram que a administracdo de anticorpos
neutralizadores de inibidor do ativador de plasminogénio — PAI-1 em camundongos
receptores aumenta as taxas de sobrevivéncia de CTM no tecido-alvo apos transplante. Desta
forma, definiram o PAI-1 como um importante mediador da sobrevivéncia das CTM no tecido
alvo apos terapia celular (94-96).

O PAI-1 influencia varios processos, como trombolise, inflamagdo, reparo tecidual,
migracdo, invasdo tumoral e neovascularizagio. E o principal inibidor de uPA (urokinase-type
Plasminogen Activator) que transforma o plasminogénio (Plg) na sua forma ativa, plasmina.
PAI-1 (47, 136).

A administragdo da sinvastatina atuaria em diferentes niveis nas cascatas proteicas
reguladoras dos niveis de PAI-1. Para avaliar os efeitos da sinvastatina na expressao de PAI-1
em diferentes tecidos, foram analisados comparativamente animais expostos ou nao a
diferentes doses de sinvastatina, conforme descrito em material ¢ métodos. Os resultados

obtidos no presente estudo mostraram, por meio da técnica de PCR em tempo real, a
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diminui¢do da presenca do PAI-1 em pulmao de animais submetidos a doses de 10 mg/kg (p <
0,05), 15mg/kg e 25 mg/kg (p < 0,01) de sinvastatina, em relacdo aos animais que receberam
apenas veiculo (Figura 12). Foi possivel também a verificar a diminuida de presenga de PAI-1
no plasma sanguineo destes animais por meio de western blotting, conforme apresentado na
Figura 13.

Avaliou-se também os niveis de PAI-1 em cultura de CTM derivadas da medula 6ssea
e do tecido adiposo expostas a doses de 0,5, 1 e 5 uM de sinvastatina, conforme descrito em
material e métodos. Como pode ser observado na Figura 25, houve reducao dos niveis de PAI-
1 48 e 72 horas apds a exposicao das células as diferentes doses sinvastatina, sendo a reducao
mais pronunciada 48 horas apds a exposicao dose de 1uM de sinvastatina em ambas as células
(CTM TA e CTM MO).

Em concordancia com estes resultados, Sato e colaboradores verificaram que o pré-
tratamento com sinvastatina diminuiu os niveis de PAI-1 em cultura de células HepG2
aumentados por indu¢do pela insulina (6). A sinvastatina ¢ um fairmaco da classe das estatinas
capaz de baixar os niveis séricos de colesterol, ao mimetizar o substrato da enzima HMG-CoA
redutase (137). Niveis diminuidos de colesterol intracelular induzidos pela inibicdo da HMG-
CoA redutase provocam a translocacdo na membrana nuclear de proteinas transmembrana
responsaveis pelo transporte de esterois reguladores da expressdo génica (Sterol Regulatory
Element-Binding Proteins — SREBPs). SREBPs pertencem a mesma familia de fatores
transcricionais que regulam a expressao de PAI-1, bem como outros fatores estimuladores,
que ligam-se ao DNA aumentando a transcricdo (107). A competi¢ao entre os diferentes
fatores estimuladores e SREBP's poderia explicar a diminui¢do dos niveis de PAI-1 pela
sinvastatina (138).

A HMG-CoA redutase ¢ uma enzima que catalisa a producao do mevalonato, presente na
via biossintética do colesterol. Desta forma, ao inibir a HMG-CoA redutase, a sinvastatina
também afeta moléculas presentes na via do mevalonato, como farnesil pirofosfato — FPP e
geranilgeranil pirofosfato — GGPP. Ambas sdo isoprenodides adjuvantes na modificagdo pos-
traducional, mais especificamente prenilagdo, de proteinas, sendo importantes em diversas vias,
como RhoA/ROCK e NF-kf. Embora ndo se conheca maiores detalhes sobre a interacao entre as
vias RhoA/ROCK e NF-«kf e os niveis de expressdo de PAI-1, diferentes autores verificaram que a
inibi¢do da via RhoA/ROCK e NF-«f resulta em niveis diminuidos de PAI-1 (137). Em sintese, a
sinvastatina atua em diversos niveis na cascata proteica reguladora dos niveis de PAI-1.

Apos verificar-se que a sinvastatina foi capaz de inibir PAI-1 in vivo ¢ in vitro, buscou-

se avaliar os efeitos desta diminuigdo na migracdo celular em ensaio in vitro. Para tanto,
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extraiu-se as células mononucleares da medula 6ssea dos animais expostos as diferentes doses
de sinvastatina, conforme descrito anteriormente. Imediatamente apds isolamento, as células
foram submetidas ao ensaio de migragdo conforme descrito em material e métodos. Para este
ensaio, padronizou-se um periodo de 24 horas e uma concentragdo minima de 40000 células,
como apresentado na Figura 14. Verifica-se, porém, na Figura 15 que ndo houve migracao
celular em nenhum dos grupos analisados. Nao ha dados na literatura que permitam uma
comparagdo desses resultados ao de outros autores. Pode-se, porém, formular a hipotese de
que o periodo de 24 horas nao foi suficiente para que ocorressem a adesdao e migragao.

Apos determinagao dos efeitos da sinvastatina na expressdo do PAI-1 in vivo e in vitro,
buscou-se caracterizar as células a serem utilizadas para a terapia celular.

Pretendia-se utilizar CTM derivadas da medula 6ssea de camundongos C57Bl/6
EGFP" provenientes do Laboratério de Genética e Terapia Celular (GenTe Cel, Unesp — FCL
Assis). Estas células, conforme pode ser observado na Figura 17, expressam uma proteina
verde que fluoresce sob luz ultravioleta, que poderiam ser utilizadas em modelo murino de
enfisema pulmonar para se avaliar se a presenca das células infundidas no tecido pulmonar
dos animais receptores. Porém, ao tentar-se avaliar estas células in vivo, ndo se obteve uma
imagem na qual fosse possivel distinguir claramente entre o sinal fluorescente proveniente das
células transplantadas (475-500nm) e o sinal referente a autofluorescéncia dos tecidos do
animal receptor. Questdes envolvendo a autofluorescéncia dos tecidos e a detec¢do de
marcadores fluorescentes in vivo tém sido discutidas em diferentes trabalhos (82, 139-143).
Assim, para avaliagdo do “homing” celular optou-se por utilizar o modelo de
bioluminescéncia.

As técnicas de imagem in Vivo por bioluminescéncia baseiam-se na detec¢do e
quantificagdo da quimioluminescéncia gerada internamente, permitindo um estudo nao-
invasivo de processos biologicos em pequenos animais, € tem sido largamente utilizadas em
estudos pré-clinicos, principalmente relacionados ao cancer (119, 144). Foram utilizadas neste
trabalho CTM mesenquimais derivadas do tecido adiposo e da medula oOssea de 3
camundongos machos de aproximadamente 7 semanas da linhagem FVB/Luc'. As células
foram cultivadas até a sexta passagem para os experimentos que se seguiram, conforme
detalhadamente descrito em material e métodos.

A fim de se verificar a expressdo da luciferase nas células a serem utilizadas, estas
foram expostas a luciferina e a bioluminescéncia captada e quantificada pelo sistema IVIS.
Como observa-se nas Figuras 21 e 22 e Tabelas 4 ¢ 5, a média de fotons captados em relagdo

as células derivadas do tecido adiposo foi aproximadamente 2.3 vezes maior que a média de
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fotons captados em relagdo as CTM derivadas da medula Ossea. Estes resultados sdo
inesperados, para os quais ndo se tem até o momento, uma explicagdo consistente, uma vez o
que promotor utilizado na confec¢do do transgene foi o promotor da beta-actina, que se
expresssa costitutivamente em todos os tecidos.

A fim de proceder a caracterizacdo das CTM a serem empregadas na terapia celular
utilizou-se ensaio de diferenciagdo, conforme descrito em material ¢ métodos. A Figura 20
apresenta fotomicrografias representativas das culturas de CTM TA e CTM MO 72 horas e 7
dias apos o isolamento das células, evidenciando o processo de adesao das células ao pléstico
e sua morfologia fibroblastoide. Na Figura 23 apresenta-se o resultado da diferenciacdo das
CTM TA e das CTM MO em ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos. Estes resultados estdo em
acordo e preenchem dois dos 3 requisitos minimos necessarios para caracterizagdo € para
validar que as células empregadas correspondem realmente a uma populacdo de células
estromais mesnquimais,conforme preconizado pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular (55).

Devido ao fato de as CTM derivadas de tecido adiposo apresentarem maior sinal no
ensaio de captacdo de imagem in Vvivo, e terem passado por caracterizagdo por ensaio de
diferencia¢do, decidiu-se utilizar estas células nas proximas fases do estudo. Apos
determinagdo das células a serem utilizadas, seguiu-se para a avaliacdo dos efeitos da
sinvastatina em modelo animal de terapia celular para o enfisema pulmonar. Para tanto foram
comparados animais que receberam terapia celular apds serem expostos ou ndo a indugdo do
enfisema com elastase e submetidos ou ndo ao tratamento com sinvastatina, conforme descrito
em material e métodos.

Durante todo o experimento os animais tiveram o peso aferido a cada semana.
Esperava-se que os animais tratados com elastase apresentassem menor ganho de peso, uma
vez que atualmente considera-se a DPOC uma doenga sistémica com varias comorbidades
associadas decorrentes de mediadores inflamatorios circulantes que podem contribuir para
perda da musculatura esquelética e caquexia, e podem, além disso, precipitar ou acentuar
comorbidades como doenga cardiaca isquémica, osteoporose, anemia, diabetes, sindrome
metabolica e depressao (1). A perda de peso € comumente observada em modelos animais de
DPOC (1, 8, 19). Como pode ser observado na Figura 26, o peso dos animais se manteve
estavel durante o experimento, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa detectavel
entre os grupos que receberam terapia celular e foram expostos ou nao a elastase e submetidos
ou ndo ao tratamento com sinvastatina. Este resultado pode ser decorrente do efeito

regenerativo e melhora da fun¢do pulmonar da terapia celular com CTM TA isoladamente ou
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como um efeito adjuvante da sinvastatina. O efeito benéfico das CTM associado ou ndo a
sinvastatina atuaria no desenvolvimento da DPOC e suas comorbidades associadas.

A fim de se avaliar os parametros respiratorios esses animais foram submetidos a
pletismografia trés semanas apds a instilagdo intranasal, antes da terapia celular,. As medidas
foram repetidas uma e duas semanas apos a terapia celular. Como se observa na Figura 27,
ndo houve diferenca entre os grupos controle e tratados ao longo do experimento. Conforme
discutido anteriormente, devido as dificuldades técnicas de obtencdao e analise de dados
precisos relativos a fisiologia em animais de pequeno porte, como os camundongos
empregados neste estudo, ndo se pode concluir de forma consistente se o fato de ndo haver
diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados deve-se limitagdes técnicas ou
ndo resposta ao tratamento.

Apos a terapia celular, avaliou-se a presenga das c¢lulas infundidas no tecido
pulmonar dos camundongos receptores. Para tanto, determinou-se a luminescéncia emitida
pelas células infundidas utilizando-se In Vivo Imaging System (IVIS 100) conforme descrito
anteriormente. As imagens foram obtidas 0, 24 horas e 48 horas apoOs a terapia celular. A
Figura 28 apresenta algumas das imagens analisadas. As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores
relativos a quantificacdo dos fotons emitidos por segundo por animal avaliado. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos avaliados. E possivel observar que as
células permaneceram no tecido pulmonar dos receptores até 24 horas apds a infusdo e que
houve predominancia das células infundidas no lado pulmao direito.

Apesar do camundongo ser bastante utilizado como modelo animal de doencgas
humanas, deve-se levar em consideracdo que existem diferengas importantes a serem
ponderadas. Por exemplo, diferengas anatdmicas no trato respiratorio que podem ter impacto
importante na localizagdo e deposi¢do de particulas e gases no parénquima pulmonar. Devido
ao fato do bronquio principal ser mais largo, mais curto e mais vertical no lado direito do que
no esquerdo do pulmido em camundongos, espera-se que o lado direito seja mais afetado
durante procedimentos experimentais que envolvem as vias intranasal e intratraqueal (119,
120). Desta forma, ¢ possivel aventar a hipotese de que a elastase tenha se depositado de
forma mais concentrada no lado direito durante a indu¢do da DPOC nos camundongos, o que
levaria a um processo inflamatorio e injuria mais acentuados neste local. Assim, haveria
também no lado direito maior presenca de quimioatrativos, o que poderia, também, explicar a
maior deposicao de células.

Apo6s as andlises funcionais e de bioluminescéncia, 21 dias ap6s a terapia celular, os

animais foram eutanasiados e os pulmdes foram removidos para analise histologica e
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morfométrica, conforme descrito em material e métodos. A Figura 30 apresenta
fotomicrografias representativas de cortes histologicos do tecido pulmonar corados com HE.
Como ¢ possivel observar, os grupos submetidos a instilagao intranasal de elastase apresentam
lesdes mais evidentes dos septos alveolares, € os grupos que receberam sinvastatina
apresentam maior espessamento dos septos e presenga de infiltrado celular.

As andlises morfométricas foram realizadas segundo a metodologia proposta por
Ewald R. Weibel em 1963. Um método pioneiro e com fundamentagdo matematicamente
sofisticada, mas simples na sua execugdo. O autor desenvolveu um reticulo com um conjunto
de retas paralelas desenhado na ocular do microscopio, conforme apresentado na Figura 8.
Este recurso permite a determinacdo do intercepto Linear Médio — LM, por meio do qual ¢
possivel determinar o diametro alveolar médio. O emprego do LM ¢ considerado, até hoje,
uma técnica eficiente para analise do parénquima pulmonar e determinagdo quantitativa do
enfisema pulmonar, uma vez que o LM ¢ diretamente proporcional ao aumento dos espagos
aéreos do pulmao (124).

A Figura 31 apresenta grafico comparativo do didmetro alveolar médio dos animais
calculado por meio do LM. E possivel observar que houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos submetidos a instilagdo intranasal de elastase que receberam ou
ndo sinvastatina e os grupos controles. Também ¢ possivel verificar que ndo houve diferenca
entre os grupos submetidos a instilacdo intranasal de elastase que receberam ou nao
sinvastatina. Desta forma, considerando-se ambos os pulmodes (direito e esquerdo), ndo foi
possivel observar efeito morfologico da terapia celular ou da sinvastatina, separadamente ou
em conjunto, em modelo animal de enfisema pulmonar.

Diferencas anatdmicas, como discutido anteriormente, levaram a uma maior deposi¢ao
de células no pulmao direito, como evidenciado pelos resultados obtidos nos ensaios de
bioluminescéncia. Dessa forma, pode-se propor que o pulmdo direito recebeu uma maior
proporc¢ao de células e sinvastatina. Portanto decidiu-se analisar o didmetro alveolar médio
dos grupos considerando-se separadamente os pulmoes direito e esquerdo. Como ¢ possivel
observar na Figura 32, constatou-se que ndao houve diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos controle e os resultados referentes aos pulmdes direitos dos animais tratados
com elastase e que receberam sinvastatina e infusdo de CTM. Pode-se, portanto inferir que a
recuperacdo morfologica pulmdo direito de animais com DPOC/enfisema poderia ser

decorrente de um efeito regenerativo paracrino das CTM associadas a sinvastatina.
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6 CONCLUSAO

A metodologia adotada e os resultados obtidos permitem concluir que:

- foi possivel induzir e caracterizar morfologica e funcionalmente o enfisema
pulmonar por instilagdo intranasal de elastase em camundongos da linhagem C57Bl/6.

- a administracdo oral de sinvastatina promoveu diminui¢do da expressdo do PAI-1 no
tecido pulmonar e figado de camundongos.

- as células isoladas da medula Ossea e tecido adiposo apresentaram aderéncia a
superficie plastica das garrafas de cultura e potencial de diferenciagdo nas linhagens
osteogénica, condrogénica e adipogénica, de acordo com os critérios para caracterizagao das
CTM como preconizado pela Associagdo Internacional de Terapia Celular (ISCT).

- as CTM isoladas a partir de medula 6ssea e tecido adiposo de camundongos da
linhagem FVB/Luc’ emitiram bioluminescéncia apds exposicdo a luciferina in vitro e no
tecido pulmonar de camundongos receptores.

- a sinvastatina promoveu a diminui¢do dos niveis de expressao de PAI-1 em cultura
de CTM.

- ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos parametros funcionais
avaliados por andlise de pletismografia de corpo inteiro nos animais submetidos a terapia
celular com CTM em relagdo aos grupos controle.

- as andlises por meio do LM ndo mostraram diferenga estatisticamente significativa
quanto aos parametros morfologicos dos animais dos grupos controle e submetidos a terapia
celular e tratamento com sinvastatina, considerando-se o pulmdo como um todo (pulmdes
direito e esquerdo).

-houve recuperagdo morfoldgica estatisticamente significativa quando analisou-se
separadamente o pulmao direito dos animais submetidos a terapia celular e tratamento com

sinvastatina.
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