RN

“a¥

UNICAMP

BRUNO BOSCH VOLPE

UTILIZACAO DE FIOS DE SUTURA COM
CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DE
TECIDO ADIPOSO ADERIDAS: AVALIACAO
DA CICATRIZACAO E RECUPERACAO DE
FISTULAS ENTEROCUTANEAS EM RATOS.

Campinas
2013






V2,
g
UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas

BRUNO BOSCH VOLPE

UTILIZACAO DE FIOS DE SUTURA COM CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS DE TECIDO ADIPOSO ADERIDAS: AVALIACAO DA
CICATRIZACAO E RECUPERAGAO DE FiSTULAS ENTEROCUTANEAS
EM RATOS.

Orientadora: Profa. Dra. Angela Cristina Malheiros Luzo

Co-orientadora: Prof. Dr. Joaquim Murray Bustorff Silva

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP para obtencéo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTAGCAOQ/TESE DEFENDIDA PELO ALUNO BRUNO BOSCH
VOLPE E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. ANGELA CRISTINA
MALHEIROS LUZO.

Assinatura do(a) Orientador(a)

Campinas

2013



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Medicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Volpe, Bruno Bosch, 1966~

W38y Utilizacdo de fios de sutura com celulas tronco
mesenquimais de tecido adiposo aderidas : avaliagdo da
cicatnizagdo e recuperagdo de fistulas enterocutaneas
em ratos / Bruno Bosch Volpe. — Campinas, 5P @ [s.n],
2013.

Orientador - Angela Cristina Malheiros Luzo.

Coonentador - Joaguim Murray Bustorff Silva.

Dissertacio (Mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Medicas.

| Células tronco mesengquimars. 2. Fistula intestinal.
I Luzo, Angela Cristina Malheiros. Il. Bustorff-Silva,
Joagquim Murray, 1957-_ Il Universidade Estadual de
Campmas. Faculdade de Ciéncias Madicas. IV, Titulo.

Informactes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Aftachment capacity of adipocyte tissue mesenchymal stem cells in
suture filaments : new too! for the treatment of enterocutaneous fistula
Palavras-chave em inglés:

Mesenchymal stem cells
Intestinal fistula

Area de concentracdo: Fisiopatologia Cirurgica
Titulagao: Mestre em Ciénclas

Banca examinadora;

Angela Cnistina Malheiros Luzo [Onentador]
Ana Cnstina Aoun Tannun

Antdnio Goncalves de Oliveira Filho

Data da defesa: 26-08-2013
Programa de Pos-Graduacao: Ciéncias da Cirurgia






Agradecimentos

A toda minha familia, & minha mae Licia, a0 meu pai César, ao meu irmao André pelo constante
apoio, incentivo, carinho, amizade, compreensao e amor. Agradeco por compartilharem de minhas

conquistas, dos momentos de incertezas e de alegria.

A minha namorada Natdlia, por todo o apoio, incentivo, amizade e amor. Agradeco pela

compreensio e por compartilhar comigo todos os momentos da minha vida.

A minha orientadora Prof. Dra. Angela Luzo, por sua orientacdo na realizacio deste trabalho.
Agradeco a sua compreensio, confianca, as oportunidades oferecidas e o privilégio de trabalhar ao

seu lado. A finalizacdo deste trabalho € fruto de sua orientagdo e uma conquista nossa.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Joaquim Bustorff, pela orientacdo na realizacdo deste trabalho.
Agradeco pela oportunidade, confianca e por todo o aprendizado que o senhor me proporcionou.

Esse trabalho € fruto de sua orientacdo e uma conquista nossa.

A minha amiga Dra. Adriana Duarte, que participou de todo o processo na minha formacao.
Obrigado pelo constante incentivo durante o trabalho, me guiando e ensinando. Obrigado pelos

momentos de amizade.

Aos meus amigos de reptiblica, Guilherme, Thiago, Ricardo e Fabiano. Aos outros que ja moraram
comigo e fizeram parte desta conquista, Pablo, Luis, Luiz Felipe, Rodrigo, Gustavo e Matheus. A
todos os meus amigos de Bebedouro, Thiago Rodrigues, Ricardo, Claudio, por sempre estarem

presentes nos momentos de alegria e dificuldades.

Ao amigo de trabalho Raphael, que sempre esteve presente ajudando na minha formacdo. Obrigado

por me ajudar nos experimentos e pelos momentos de amizade.

Aos alunos, funciondrios e a toda a equipe de trabalho do laboratério que me auxiliaram em
diferentes momentos durante a realizacdo deste trabalho. Agradeco a oportunidade de compartilhar

as experiéncias académicas e por todo o carinho.

Agradeco a Deus pela oportunidade de ter satide, de ter uma familia feliz, de ter conhecido todas as

pessoas aqui citadas, de ter seguido este caminho e, mais uma vez, conquistar um objetivo.

vi



Resumo

As fistulas enterocutaneas (FE) sdo de dificil cicatrizacdo e seu tratamento
cirdrgico frequentemente falha, fazendo com que a fistula volte a abrir. Estudos recentes
tém demonstrado que a terapia celular pode ser uma nova forma de tratamento nesta drea.
As células tronco mesenquimais (MSCs) sdo capazes de se auto- renovar, tém alta
capacidade proliferativa, podendo se diferenciar em vdrias linhagens celulares. Ainda
apresentam capacidade imunomodulatéria. A medula dssea, o sangue de cordao umbilical e
o tecido adiposo sdo as principais fontes de MSCs. O tecido adiposo (TA) € de facil acesso,
sendo que o procedimento de lipoaspiracdo é um procedimento comum. O tratamento de
fistulas enterocutaneas com AT-MSCs ja foi testado algumas vezes, porém a fistula em sua
grande maioria ndo se fecha totalmente. O objetivo deste estudo foi analisar o potencial
terapéutico das MSCs aderidas a fios de sutura no intuito de melhorar a cicatrizagdo e

recuperacao no tratamento de FE.

O TA foi obtido através do procedimento de lipoaspira¢do. O TA foi submetido ao
processo de digestdo com colagenase. As células ficaram em meio de cultura DMEM com
baixa glicose e com SFB durante 3 dias. Quando atingiram 80% de confluéncia, as células
aderentes foram tratadas com tripsina e ressuspendidas com o meio citado acima. Na 4*
passagem essas c€lulas foram caracterizadas com citometria de fluxo, microscopia confocal
e diferenciadas nas trés linhagens mesodérmicas para confirmacdo que realmente sdo
MSCs. Apés, a confirmacgdo de que as células eram realmente células tronco mesenquimais,
elas foram aderidas em fios de sutura de poliglactina (4-0 Poly Vicryl / Poliglactina 910).
Foram gotejadas 10° MSCs em cima de cada fio de sutura e logo em seguida foi adicionada
a cola de fibrina (20uL Fibrinogénio, 30ulL Trombina e 10uL. Cloreto de Calcio) para ajudar
na fixacdo das células. Os fios de sutura com MSCs aderidas ficaram em meio de cultura
durante 24 horas para proliferacdo celular. As amostras foram analisadas por microscopia
confocal de imnunofluorescéncia e eletronica de varredura. O experimento animal utilizou
ratos Wistar com 10 semanas de vida que foram distribuidos em trés grupos: Grupo
Controle (GC) que incluiu 5 animais onde a formagdo da fistula foi através de cirurgia sem
nenhum tipo de suporte. Grupo Injecdo (GI) que incluiu 8 animais que receberam uma

injecdo de 10° AT-MSCs ao redor do local de formagio da fistula. Grupo Sutura (GS) que

vii



incluiu 9 animais que receberam sutura de 4-0 Vicryl (poliglactina) com 10® AT-MSCs
aderidas com a ajuda de cola de fibrina. Apds a exposi¢ao do ceco foi realizada enterotomia
de 5mm, sendo entdo realizada a sutura da abertura a abertura da parede abdominal
(superficie interna da pele) com 4 pontos separados com 4-0 Vicryl - Poly J-304
Polyglactin 910. No grupo GS, o fio para confeccdo da fistula, como descrita acima,
continha 10° AT-MSCs aderidas. As fistulas foram fotografadas no dia da cirurgia e no 3°,
6°, 9°, 12°, 15°, 17°, 19° e 21° dias, onde foram anestesiados e sacrificados. O tamanho da
area da fistula foi mensurado através do software ImageJ. Foram utilizados dois métodos
estatisticos para analisar os dados do modelo animal. O primeiro método foi o Two-way
Anova, fazendo a andlise comparativa da cicatriza¢do entre os trés grupos, e o segundo o
One-way analysis of variance, fazendo a andlise comparativa da cicatrizacdo entre os trés

grupos nos dias DO, D12 e D21.

As microscopias confocal de imunofluorescéncia e eletronica de varredura
demonstraram a presenca de AT-MSCs aderidas aos fios de sutura. No experimento animal
mostrou que a média de redug¢do do tamanho da drea da fistula no 21° dia foi de 46,54% no
GC, 71,80% no GI e 90,34% no GS (p<0,05), demonstrando que as MSCs foram eficazes
na cicatrizagcdo das fistulas enterocutineas tanto no grupo que recebeu a inje¢do de células

quanto no grupo que utilizou as células aderidas ao fio de sutura.

As MSCs foram capazes de se fixarem nos fios de sutura. Quando as fistulas
enterocutaneas receberam a sutura com MSCs aderidas, elas mostraram uma melhor
recuperagdo e cicatrizacdo da fistula. AT-MSCs aderidas a fios de sutura pode ser uma

nova e efetiva forma no tratamento de fistulas enterocutaneas.
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Abstract

Enterocutaneous fistulas (EF) are difficult to resolve and surgical failure is frequent. Cell
therapy could be a new approach in this area. Mesenchymal stem cells (MSCs) have high
proliferative capacity, can differentiate into several lineages and have immunomodulatory
capacity. Adipocyte tissue (AT) is an easy source of them. Enterocutaneous fistula (EF)
treatment with MSCs was yet performed but sometimes, the fistula did not close
completely. The aim of this study is to analyze if AT-MSCs could attached in the suture
filament in order to be used for EF treatment. AT obtained from lipoaspirate procedure was
submitted to collagenase digestion. Cells were cultured in DMEM low glucose medium,
with FBS during 3 days. At the 4* passages, cells were characterized by flow cytometry,
confocal microscopy, differentiated to mesodermal lineages to confirm MSCs and
telomerase enzyme activity and karyotype analysis. The experiments were performed with
polyester suture filament. MSCs, 10° cells, were fixed in the suture filament by adding
fibrin glue.Filaments were led in the medium described above during 3 days. Samples were
analyzed by confocal and scanning electron microscopy. The animal experiments were
performed on 10 weeks old male Wistar rats divided into 3 groups. Control Group (CG): 5
animals undergoing fistula formation alone. Injection Group (IG):8 animals receiving 10°
AT-MSCs injected around the suture line. Suture Filament Group (SG): 9 animals in which
suture were performed using 4-0 Vicryl with 10® MSCs attached in the filament with fibrin
glue. The cecum was accessed through a standard 7mm stab incision on the lower left side
of the abdomen. Upon exposure, a Smm enterotomy was performed and sutured to the
abdominal wall in order to produce the fistula. To ensure normal closure of the fistula the
opening in the cecum wall was fixed to the internal surface of the skin, without maturation,
using four separate 4-0 Vicryl stitches (Poly J-304 Polyglactin 910 Ethicon). The fistulas
were photographed on the day of operation and on the 3°, 6°, 9°, 12°, 15°, 17°, 19° and 21°
day, in which they were anesthetized and sacrificed. Measure of the size of the fistula was
performed using ImagelJ software. Statistic comparison between the groups was performed
by ANOVA. Confocal and scanning electronic microscopy results demonstrated that the

cells were able to attach to the suture filaments. Animal experiments showed that the



average size reduction of the fistula area at 21th day was: control group, 46.54%; injected
group 71.80% and sutured group 90.34% (p<0,05). MSCs were able to attach to the suture
filaments. When the fistulas were sutured with filaments containing MSCs they showed
better recovery and healing than the injected and control group. Adipocyte tissue MSCs
adhered to suture filament might be a new and effective approach for enterocutaneus

fistulas treatment.
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1. Introducao



1.1 Fistulas digestivas

A fistula digestiva € uma comunica¢do anormal entre duas superficies epitelizadas,
através do qual ocorre drenagem de secrecdo digestiva (débito). O seu aparecimento
representa uma série de complicagdes para o paciente, sendo que existem poucos problemas

ciriirgicos que necessitem de mais atencao do que as fistulas digestivas [1].

Virios fatores predispdem o aparecimento de fistulas digestivas, em 85% dos
casos ocorrem por causa de complicagdes pds-operatorias, especialmente quando essas sao
em cardter de urgéncia [1]. Nesses casos podem ocorrer por fatores como ma técnica
cirirgica; ou ainda, fatores sistémicos como uso de corticoesterdides, desnutri¢io ou outros
motivos ndo implicaveis. Podem aparecer de forma espontianea, como parte de evolugdo de
doencas intestinais inflamatdrias (doenca de Crohn e a colite ulcerativa), tuberculose
intestinal, traumas abdominais fechados, doengas pancredticas, blastomicose, dentre outros.

As fistulas geralmente aparecem entre o quinto e décimo dia do pds-operatorio.
As fistulas digestivas podem ser classificadas do ponto de vista:
Anatomico:

Sdo divididas em fistulas internas e externas. A interna ¢ uma comunicagio
andmala entre 6rgdos intracavitdrios, temos como exemplo as fistulas colecistoentéricas. A
fistula externa é formada a partir da comunica¢do entre um Orgdo intracavitirio e a
superficie cutdnea, como por exemplo, as fistulas colocutineas, que sdo frequentes em

trauma. [2].
Fisiolégico:

Essa classificagdo leva em conta o volume do efluente (débito) em 24 horas, sendo
classificado como alto (maior que 500 mL), moderado (entre 200 mL e 500 mL) e baixo
(menor que 200 mL). E de grande importancia a avaliacio do débito da fistula, pois além de
causar um grande impacto fisioldgico no paciente, tem grande importancia para se

considerar o tipo de tratamento e também €& fator progndstico independente de

probabilidade de fechamento e dbito.
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Etiologico:

A classificagdo etioldgica levaria em conta a doengca que determinou o
aparecimento da fistula, sendo as principais Doenca de Crohn, diverticulite, apendicite e

trauma [2].

As fistulas digestivas podem acarretar uma série de transtornos como distirbios
hidroeletroliticos, infec¢cdes, sepse, lesdes cutdneas, desnutricdo, hemorragia digestiva,
obstrucdo intestinal, entre outras. A gravidade de todos esses transtornos depende de uma
série de questdes como etiologia, tipo de fistula, localizacdo anatdmica, débito da fistula

(quantidade e qualidade do liquido perdido) e idade do paciente [3, 4].

A desnutricdo, perdas hidroeletroliticas e a sepse sdo 0s problemas mais sérios
causados pelas fistulas digestivas. Elas provocam importante morbi-mortalidade, sendo que
a mortalidade em fistulas digestivas situa-se em geral por volta de 6% a 21% [6]. A sepse e
suas implicag¢des sist€émicas podem ser a manifestacdo inicial em pacientes com fistulas
digestivas [7]. A Tabela 1 demonstra os fatores favoraveis e desfavordveis quanto ao

fechamento espontineo e a mortalidade das fistulas.

Nos ultimos anos, a tomografia computadorizada (TC) e a ultra-sonografia (US)
tiveram um grande valor no diagndstico de lesdes intra-abdominais. A investiga¢do da
fistula deve ser guiada de acordo com o sitio fistuloso em questdo, utilizando-se ainda
fistulografia e endoscopia em alguns casos [5, 6]. Ap6s diagnosticada a fistula digestiva,

deve se definir a opcao de tratamento adequado.

A TC e a US tem um papel importante na drenagem percutinea (DP). A DP ¢
aplicada em cole¢des simples, sem uma fistula digestiva conhecida. Hoje se sabe que
muitas colecdes simples estdo associadas a lesdes fistulosas, que em sua maioria fechavam

com a utilizacdo da DP [6].
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Tabela 1. Fatores prognosticos e significado quanto ao fechamento espontineo e
mortalidade *.

Farar Favoravel Desfavoravel
Caracteristicas da FD Trato longo Trato curto
Confimidade intestmal manfida Eversio de mucosa
Auséncia de ohstrucia Infestino adjacente patelogico
Ewizceracio. ileo
Obstrugdo distal
Defeito da parede abdominal
Orzio de ongem Bileopanereatico. colon Gastrica. duodenal. jepumoileal
Sepse Ansente Presente
Etiologia Detscéncia anastomdtica Neoplasia, doenca mfamaroria. radioterapia
Doenca inflamatona™ Deiscencia anastomofica™
Idade Sem influéncia Sem influéneia
< 50 angs™® - 50 anos™
Origem do paciente Dio proprio hospital Paciente transferido
Debito < 500ml/dia 500ml/dia
Desnutricdo Ausente Presente
Tempo de evolugdo Aguda Cronica
Crontea® Apuda®

O tratamento da fistula pode ocorrer por intervengdo cirirgica, medicamentosa e
nutricional (Quadro 1). A interveng¢do cirtirgica pode ocorrer com fator de urgéncia, para
controlar complicac¢des locais como hemorragias e peritonites difusas. As cirurgias eletivas
sdo programadas ap6s uma melhora do estado nutricional do paciente, tendo como ideal a
espera de seis e oito semanas da primeira interven¢do, fazendo com que processos
inflamatérios e aderéncias causadas pela primeira operacdo se desfacam. A re-intervengao
desses pacientes apresenta grande morbi-mortabilidade, sendo que esta op¢do deve ser
escolhida somente apds outras opg¢des de tratamento menos invasivas serem descartadas
[7]. A escolha de uma nova interven¢do cirtirgica no abdomen de pacientes com fistulas
digestivas é um grande desafio, pois o paciente j4 apresenta um quadro clinico com muitas

deficiéncias [8].

O controle nutricional dos pacientes com fistulas digestivas foi introduzido a partir
do trabalho de Chapman [9] na década de 60. Desde entdo o suporte nutricional adequado
foi reconhecido como essencial e de suma importancia para o tratamento de fistulas

digestivas. Chapman et al, 2000 demonstrou que as taxas de fechamento espontdneo da
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fistula eram de 89% e de mortalidade de 12%, comparadas com 37% de fechamento
espontaneo e 55% de mortalidade quando esses pacientes ndo recebiam o suporte
nutricional adequado. O controle nutricional deve ser iniciado logo apds o diagndstico da

fistula, tendo como principal objetivo diminuir a deterioracdo do estado nutricional [10].

O tratamento medicamentoso geralmente € feito com inibidores de secrecdo
gdstrica, como a somatostatina, influenciando no débito da fistula, diminuindo a producdo
de 4cido géstrico e pancredtico, além de tamponar a mucosa gdstrica. Para se iniciar a
terapia nutricional o controle clinico do paciente tem que ser obtido, sendo que este tipo de

terapia geralmente pode ter inicio no terceiro dia [3, 4].

No tratamento de fistulas com alto débito € de grande importancia a correcdo dos
disturbios dos liquidos corporais. Os distirbios dcidos-bases sdo decorrentes de perda de
acidos e bases, dependendo da altura da fistula no tubo digestivo. Para uma melhora é
necessdria a reposicao através de via parenteral, com solucdes cristaldides complementadas
de coldides quando a pressdao do plasma estiver muito baixa com perda relevante para o

espaco intersticial [11].

Quadro 1. Fases de tratamento

. Correcao do desequilibrio acido-basico e hidroeletrolitico
. Tratamento da sepse intra-abdominal

. Suporte nutricional e metabolico

. Protecdo da pele e controle do débito

. Localizacao e definigdao do trajeto fistuloso

. Tratamento eirtrgico auxiliar (colostomia, jejunostomia,
gastrostomia, drenagem de absce ,,

7. Tratamento cirtrgico definitivo (resseccao com anastomose)
Adaptado de: Campos & Matias, 2001’

OO = D2 O —
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A variagdo, quanto as taxas de mortalidade, demonstraram a grande
heterogeneidade dos pacientes com fistulas. Em intervencdes eletivas em geral a taxa de
mortalidade € de 2%, j4 a de pacientes com fistulas essa taxa pode variar de 6% a 48%, por
existirem muitas varidveis que influenciam no tratamento e nos resultados. Sdo exemplo, o
valor do débito, a origem da fistula, a sepse local ou sistémica, o grau de desnutri¢cao inicial
do paciente e outras doencgas associadas [5, 6]. O fechamento espontaneo ocorre com maior
frequéncia nas fistulas bileopancredticas e ¢ menos frequente nas duodenojejunais, sendo
também mais comum nas lesdes distais que nas proximais. Anos atrds os distirbios
hidroeletroliticos eram apontados como a maior causa de mortalidade de pacientes com
fistulas digestivas. Hoje, sabe-se que a sepse € a responsavel por cerca de 80% dos 6bitos

desses pacientes.

O tratamento do quadro de sepse € importante, pois estes constituem a causa mais
comum de morte de pacientes com fistulas digestivas. O diagndstico de sepse abdominal
deve ocorrer quando surgem sinais como, febre elevada no pds-operatério, aumento de
freqiiéncia cardiaca, dor abdominal, elevagdo de uréia e creatinina no sangue. O tratamento
da sepse geralmente pode vir associado a tratamento cirtrgico, com cirurgia para combater

a sepse no local junto com a administra¢do de antibidticos [11].

A tentativa de reducdo do débito fistuloso é de grande importancia, pois a redugcao
do débito diminui as perdas nutricionais e hidroeletroliticas diminuindo as taxas de
mortalidade e aumentando as taxas de fechamento espontineo. Edmunds et al, 2000
comparou em seu trabalho a relacdo do volume de débito com as taxas de mortalidade,
sendo que pacientes com baixo débito apresentaram taxas de 16% de mortalidade contra

54% dos pacientes com alto débito fistuloso [16].

1.2 Fios de sutura (4-0 Poly Vicryl / Poliglactina 910)

A designacido, fios de sutura, refere-se a material utilizado para aproximar ou

laquear qualquer tecido, ajudando no processo de cicatrizagdo em primeira instancia. Os
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fios de sutura sdo utilizados ha mais de 4000 mil anos, sendo que as técnicas e os materiais

utilizados foram evoluindo com o passar dos anos [17].

Os fios de sutura podem ser classificados em diversas formas, podendo-se levar
em consideragdo: a degradacdo pelo organismo (absorviveis ou inabsorviveis); origem
(organicos, sintéticos ou mistos); numero de filamentos (monofilamentados ou
multifilamentados) e ainda pelo seu diametro [18]. Sdo propriedades inerentes dos fios de

sutura sua configuracdo, manuseabilidade, reacdo tecidual e forca de tensdo [17].

A configuracdo do fio se entende pelo nimero de camadas que o compde. Os
monofilamentados estdo associados a menor traumatismo tissular e menor risco infeccioso,
j& os multifilamentados, apresentam maior forca té€nsil, sdo mais flexiveis e mais faceis de
manusear. A manuseabilidade do fio estd associada e trés propriedades; memoria,
elasticidade e tens@o dos nds. A reagdo tecidual, processo inflamatério dos fios de sutura
com o organismo, dura em média dois a sete dias dependendo do material utilizado. Por fim

a forca de tensdo € relacionada com a espessura do fio, sendo a forca necessdria para

romper a sutura [17].

A classificacdo dos fios de sutura absorviveis e ndo absorviveis estd descrita no

quadro 2 [18, 19].

Quadro 2. Classificagdo dos fios de sutura absorviveis e ndo absorviveis.

TIPO ORIGEM EXEMPLOS
Nl Catsgute (torcido)
Absorvivel Sintético Palimgros sintéticos (trancado, torcido ou
monofilamentar)
Rl Seda (trancado ou torcida)
Vegetal Algodao puro ou mista (torcido)
Linho (torcido)
3o absardiual Poliester (trancado ou monofilamentar)
Polipropileno (monofilamentar)
Sintético Poliamida (torcida ou trangada ou monofilamentar)
MNailen (trangado ou monofilamentar)
Mineral Aco inoxidavel (monofilamentar ou multifilamentar)
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O Vicryl foi um dos primeiros fios sintéticos e absorviveis produzidos. E
composto pela unido de dois polimeros, 4cido litico e dcido glicdlico, revestido com
poliglactina 370 e estearato de calcio. E um fio multifilamentado na cor violeta trancada. O
Vicryl € um fio de facil manuseio, permitindo dar nés seguros e com pouca reagao tecidual.
Sua forga ténsil dura de 28 a 35 dias e sua absor¢@o ocorre em média entre 56 e 70 dias

[17].

1.3 Células-Tronco

Por definicdo, as células tronco (CT) sao células com capacidade de auto-geragao,
diferenciacdo em diversas linhagens celulares e grande capacidade de proliferagdao
(Plasticidade celular). Essa capacidade de auto-geracdo faz com que as CT se multipliquem,
mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposicdo da sua popula¢do nos

tecidos de maneira constante [20].

As CT ja sdo utilizadas ha muito tempo em terapias de doencas hematoldgicas e do
sistema imune. Essas células, in vivo, se dividem de forma assimétrica dando sempre
origem a outra CT e uma célula progenitora, que ird originar uma célula madura

diferenciada. As CT apresentam resultados promissores na medicina regenerativa [23, 24].

As CT podem ser classificadas como totipotentes, pluripotentes e multipotentes.
As CT totipotentes sdo células que t€ém capacidade de se diferenciar em todos os tecidos do
organismo humano, inclusive gametas (6vulo e espermatozoide) e os anexos embriondrios.
As CT pluripotentes apresentam capacidade de se diferenciar em todos os tecidos menos
gametas e os anexos embriondrios. As CT multipotentes sdo aquelas com capacidade de se

diferenciar apenas em alguns tipos de tecidos [22].
1.4 Células-Tronco Embrionarias

As CT embriondrias podem se classificas em totipotentes e pluripotentes. Células-
tronco totipotentes sdo células resultantes das primeiras divisdes celulares apds a

fecundagdo (zigoto), chamadas também de CT embriondrias com capacidade de originar
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gametas e anexos embriondrios. Na fase de moérula (8 blastomeros) e blastocisto (100
células) sdo obtidas CT embriondrias, classificadas como pluripotentes, com capacidade de
se diferenciarem em células dos trés folhetos embriondrios (endoderma, mesoderma e

ectoderma). [22].

Figure 1. Classificagcao das células-tronco [14]
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1.5 Células-tronco Adultas Pluripotentes e Multipotentes

As principais fontes de células-tronco adultas sdo medula dssea, sangue de cordao
umbilical e sangue periférico. As primeiras CT adultas amplamente utilizadas na terapia
celular sdo as provenientes da medula 6ssea. O transplante de medula 6ssea ja € utilizado
como terapia celular a mais de 4 décadas [25]. A maior dificuldade com relacdo ao

transplante de medula 6ssea € a detec¢do de doadores compativeis ao sistema de
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histocompatibiliade (HLA). Devido a diversidade de etnias, a chance de se achar um
doador HLA compativel no ambito familiar é de 25% e de 1 para 100.000 pessoas fora do
ambito familiar. A medula éssea € uma fonte heterogenica de células tronco apresentando
desde CT hematopoiéticas (hematopoietic stem cell — HSC) comprometidas com a
linhagem hematopoiética, dando origem as demais linhagens do sangue, como hemaécias,
linfécitos, plaquetas, granuldcitos [26, 27]. Também apresentam células como USSC
(Célula-tronco somatica irrestrita), VSEL (Célula-tronco semelhante a embrionaria), com
plasticidades semelhantes as embriondrias; além de células tronco endoteliais e células

tronco mesenquimais [28].

As células-tronco encontradas na medula dssea possuem alguns marcadores

celulares, como, CD34, Sca-1, ckit, CD133 [26,27].

Outra fonte de CT € encontrada no sangue de corddao umbilical (SCU), que
comecou a ser utilizada a partir da década de 90. Esse sangue € rico em células precursoras
hematopoiéticas, assim como as indiferenciadas ja descritas (USSC, VSEL, endoteliais e
mesenquimais). O SCU atualmente pode ser armazenado para uso futuro (criopreservacao)
em bancos publicos. A grande vantagem do SCU € a imaturidade de suas células linfoides,
permitindo o transplante sem a total compatibilidade ao sistema HLA. Além disso, ainda
apresenta um menor risco de transmissdo de doencas infecto-contagiosas [29], j4 que o
recém nascido ainda ndo teve contato nenhum com o meio externo para apresentar algum
tipo de doenca infecto contagiosa; sendo realizado sorologia completa com técnicas de
biologia molecular do sangue materno [12]. A literatura descreve a presenca de células
tronco com fenotipos diferentes, células hematopoiéticas CD34+ [30], e células tronco que
expressam CD 133+ [31]. Alguns estudos demonstram que as CT provenientes do sangue
de cordao umbilical se diferenciam em células endoteliais [32, 33], cardiomidcitos [32, 34,

35], células nervosas [32, 38, 39], entre muitas outras linhagens celulares.
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1.6 Células-tronco Mesenquimais (MSCs)

As células-tronco mesenquimais (mesechymal stem cell — MSCs), de um modo
geral, possuem algumas principais caracteristicas: sdo células aderentes que passaram por
vdrias passagens em cultura obtendo uma populacdo morfologicamente homogénea, devem,
obrigatoriamente, se diferenciar na linhagem mesodérmica (adipogénica, condrogénica e
osteogénica). Apresentam também grande capacidade de diferenciacdo para outras
linhagens como cartilagem, ossos, tecido adiposo, musculo esquelético, tenddes [21, 54,
55], hepatdcitos, neurdnios, cardiomiocitos [95], mioblastos [96], células endoteliais e
vasculares, hepatdcitos, células pancredticas, progenitores hematopoiéticos, células
neuronais e hepdticas [56-58], entre outros [100]. Apresentam as mesmas caracteristicas

moleculares, mesmo sendo de origem tecidual diferente.

As MSCs foram descritas na década de 70 por Friedenstein e colaboradores [53].
Essas células podem ser encontradas em todos os tecidos humanos como, liquido amniético
[52], placenta [40-44], tecido muscular [45-51], dentre outras fontes. As suas principais
fontes sdo: medula 6ssea, sangue de corddo umbilical e tecido adiposo. O tecido adiposo é

uma fonte promissora de CT.

As células-tronco mesenquimais apresentam algumas caracteristicas como: efeito
paréacrino, efeito imunomodulador, sdo de facil obtencdo, grande capacidade de proliferagdao
e diferenciacdo (Plasticidade celular) [59-63], fazendo com que essas células sejam cada

vez mais utilizadas na terapia celular.

A primeira fonte de obtencdo de células-tronco mesenquimais foi a medula éssea.
Elas sdo células raras correspondendo somente a 1 célula a cada 10.000 células da medula
ossea. Estudos mostram que existem outras fontes de obten¢do de MSCs, tais como: tecido
adiposo, polpa dentéria, sangue de corddo umbilical, figado fetal e liquido amnidtico [64-

69].

As CTs mesenquimais (mesechymal stem cell - MSCs) Devem ser positivas para
marcadores celulares CD90, CD105 e CD73 e negativas para marcadores de linhagem

hematopoiética, como CD34, CD45, CD14 CD 13 CD 31; além de ndo expressam
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antigenos de histocompatibilidade (HLA) classe 1I, podendo apresentar discreta presenca de

classe I [70, 71, 101, 102].

1.7 Células-tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo (AT-MSCs)

Atualmente, falta ainda consenso na literatura sobre a nomenclatura ideal para as
CT do tecido adiposo. Alguns autores referem-se a essas células como: células do
processado de lipoaspirado (PLA - processed lipoaspirate cells)[83], células mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (ATSC, AT-MSCs - adipose tissue-derived mesenchymal
stem) [84, 85], células tronco multipotentes derivadas de gordura (MADS - multipotent
adipose-derived stem cells) [86, 87], células tronco derivadas de tecido adiposo (ASC -
adipose tissue-derived stem cells) [88, 89], células estromais derivadas de tecido adiposo
(ADSC, ATSC - adipose tissue-derived stromal cells)[90, 91], células estromais de adulto
derivado de tecido adiposo (ADAS - adipose tissue derived adult stem cells) [92, 93] ou
células derivadas de tecido adiposo (ADC- adipose tissue-derived cells) [94]. Embora haja
uma discordancia quanto a nomenclatura, a populagdo celular é a mesma. Nesta tese,
usaremos o termo “células mesenquimais derivadas de tecido adiposo” (AT-MSCs -
adipose tissue mesenchymal stem cell), pois esta nomenclatura vem sendo utilizada com

maior frequéncia em trabalhos publicados recentemente.

O tecido adiposo é um tecido de organiza¢do complexa, formado basicamente de
adipdcitos maduros e imaturos, fibroblastos, células endoteliais, linfécitos, macréfagos e
células da musculatura lisa vascular [72, 73, 74]. A fracdo celular do estroma vascular
(SVF: stromal-vascular cell fraction) de tecido adiposo vem sendo foco de muitos estudos,

sendo que este compartimento ¢ uma fonte rica em células pluripotentes [75, 76].

Além de ser uma rica fonte de células, o tecido adiposo subcutaneo apresenta facil
acesso através de procedimentos cirdrgicos simples (lipoaspira¢do), tendo sua obtengdo em
grande quantidade e o isolamento de suas células de forma simples [77]. Desta forma as CT
obtidas de tecido adiposo apresentam grande potencial para fins experimentais e no futuro

como fontes de células tronco autélogas de facil obten¢do e manipulacdo serdo muito
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utilizadas na terapia celular e medicina regenerativa. Vale lembrar que o processo de
lipoaspiracdo € um processo rotineiro na medicina para fins estéticos e propicia a obtencao

de grande quantidade de tecido adiposo que seria descartado [78, 79].

Song, H.Y., et al. e Adegani, F.J., et al. [80, 81], fizeram a andlise comparativa de
células-tronco mesenquimais da medula dssea, de sangue de corddo umbilical e tecido
adiposo, fontes mais utilizadas atualmente. Esses trabalhos demonstraram que as células-
tronco mesenquimais de tecido adiposo nao apresentam diferencas em relacdo a
morfologia, fenétipo imune, frequéncia na formagdo de coldnias e capacidade de
diferenciacdo [80]. Outro estudo comparativo analisou a expressao global dos genes de
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo, medula Ossea e sengue de cordao
umbilical. Os resultados mostraram que a expressdo dos genes envolvidos na producdo de
proteinas de matriz extracelular, morfogénese e desenvolvimento, foram muito semelhante

entre os trés grupos [81].

Rodriguez, et al. comparou a expressao génica de células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo e medula 6ssea. Ele demonstrou que na avaliacdo por citometria de fluxo a
expressao de marcadores como CD44, CD29, CD105, CD34, € igual em ambos os grupos.
Mas quando as duas fontes foram analisadas quanto a capacidade de diferenciacdo
osteogénica, condrogénica e adipogénica, as células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo tiveram uma taxa de proliferacdo e a expressdo génica 2 a 3 vezes maior quando

comparadas as das células-tronco mesenquimais de medula 6ssea [82].

Cho e col.[97] estudaram os mecanismos moleculares de diferenciacdo de AT-
MSCs. Eles identificaram que a via Wnt, classicamente descrita como via envolvida na
embriogénese, morfogénese e organogénese [92], estd envolvida na proliferacdo das CTs
obtidas de lipoaspirado em adultos. O bloqueio desta via com RNAi fez com que houvesse
uma reduc¢do na osteogénese. Em outro estudo, Kim e colaboradores usaram alguns tipos de
isoflavonas para inibir a adipogénese e observaram que a acdo ocorre pela via Wnt [93].
Outros trabalhos também apontam o envolvimento desta via na proliferacao de tecidos

adultos e diferenciacdo de MSCs [95].
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1.8 Acao imunomodulatéria das Células-tronco Mesenquimais

As células-tronco em geral e principalmente as células-tronco mesenquimais,
possuem a grande capacidade de agir no sistema imunolégico, modulando algumas
respostas através do contato célula-célula e por meio da liberacdo de fatores soliveis [104,
105]. Essa capacidade de liberar moléculas com funcdes imunossupressoras tem grande

importancia na aplicacao clinica.

Estudos demonstraram que as c€lulas mesenquimais apresentam capacidade de
imunomodulagdo. Nao expressam antigenos de histocompatibilidade (HLA), moléculas co-

estimuladoras CD80, CD86 e CD40.

Alguns estudos demonstraram essa acdo. Em um deles AT-MSCs de humanos
foram incubadas em meio de cultura, e ap6s 48 horas, o meio de cultura foi retirado e uma
solucdo de CD3/CD4 (FoxP3+ T Helper) foi adicionada a ela. Os pesquisadores
observaram que os fatores presentes no meio de cultura e os que foram liberados pelas AT-
MSC aumentaram o nimero da populagdo de linfécitos CD4+FoxP3+ e aumentaram a

secrecao de IL-10 [106].

As AT-MSCs ainda expressam fatores como IL10, TGF-bl e HGF, que sao
imunossupressores, assim como a enzima IDO (indoleamine 2,3- Dioxygenase), que atua
no catabolismo do triptofano, liberando quinurenina que regula a proliferacdo e a

sobrevivéncia de linfécitos T [104, 105, 107].
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Figure 2. Acao imunossupressora das células-tronco mesenquimais mediadas pelo

contato célula-celula e por fatores soltveis [15].
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Portanto, células tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas a fios de sutura

podem ter um efeito imunomodulador, ajudando na recuperagdo e cicatrizacao das fistulas.
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2. Objetivos



2.1 Objetivos Gerais

Este projeto tem como objetivo geral avaliar o uso dos fios de sutura com células

tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas com ajuda de cola de fibrina, na

recuperacao e cicatrizagcdo de ratos Wistar com fistulas enterocutaneas pds-operatorias.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer culturas de células mesenquimais de tecido adiposo obtidas de
lipoaspiragao;

Estabelecer um método para fixar as células mesenquimais de tecido adiposo nos
fios de sutura;

Analisar a adesdo das células tronco mesenquimais de tecido adiposo nos fios de
sutura através de microscopia;

Analisar o potencial terapéutico do fio de sutura com células tronco mesenquimais
de tecido adiposo aderidas na cicatrizagdo e recuperagdo de ratos Wistar com

fistulas enterocutaneas pds-operatorias.
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3. Material e Métodos



3.1 Fontes de obtencao de células mesenquimais
As células mesenquimais foram obtidas de tecido adiposo de pacientes higidos
submetidos a cirurgia de lipoaspiragcdo. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Unicamp. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO
1 - processo CEP-N° 839/2008) foi aplicado em todos os pacientes submetidos a
lipoaspiragdo que concordaram com a doagdo. Foram selecionados pacientes com idade

entre 25 e 50 anos e excluidos pacientes diabéticos e hipertensos.

3.2 Extracao de células mesenquimais e cultura celular

O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com PBS (“phosphate-buffered
saline”) para remover traves de tecido conjuntivo e hemadcias. A digestdo do tecido
lipoaspirado foi realizada com solu¢do tampado, contendo, 20mg de colagenase tipo 1A,
200mg de albumina sérica bovina (BSA), 20mL de D-MEM Low Glucose e 10uL de
gentamicina para cada 10 g de tecido adiposo, em banho Maria , a 37 °C, por 30 minutos,

submetido a agitacdo a cada 5 minutos.

Apo6s a digestdo completa do tecido, a reacdo foi interrompida com 10mL de soro
fetal bovino (FBS). A seguir, foi centrifugada por 15 minutos a 1500rpm. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet re-suspenso em 10mL de D-MEM Low Glucose com 10% do
volume de FBS. O meio de cultura, apés 24 horas, foi trocado a cada 3 dias
consecutivamente, e depois a cada 2 dias até que as células aderidas ao pldstico atingiram a
confluéncia de 70 a 80% da superficie da garrafa de cultura. As células foram entdo
tripsinizadas (tripsina a 0,05% e 1mM de 4acido etilenodiaminotetracético (EDTA) retiradas
da garrafa e colocadas em outras duas, primeiras passagem,sendo expandidas até a 4*
passagem da cultura, quando foram caracterizadas como células-tronco mesenquimais de

tecido adiposo (Esquema 1).
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Esquema 1. Obtencao de células-tronco mesenquimais a partir de tecido adiposo

Lipoaspiracao
|

| Lavagem com PBS estéril |

| Digestdao com colagenase | - 30-90min, 37C° ‘

|

| Filtragem com membrana de nylon 100u ‘

| Centrifugagéo 200g 10 min |

| lampao de lise de eritrécito ( para remogé&o) - pH 7,3 ‘

| Lavagem com PBS estéril |

l

‘ Plaqueamenito (1,5x10e4 cels) e expansao (meio DMEN 10%FBS Antibictico) |

| Repique: 60-/0% de confluéncia / Plaqueamento: 4x10e3/cm2 até 15 passagen:: |

|

‘ Protocolo de diferenciac¢ao linhagem especifica |

e
‘ Tecido ‘ | Osso | | Cartilagem | |Neur6nio| ‘ Qutros ‘
adiposo tecidos

3.3 Imunofenotipagem das células mesenquimais através de

citometria de fluxo

Apés a purificacdo e expansdo das células mesenquimais indiferenciadas estas
foram caracterizadas fenotipicamente por meio de citometria de fluxo empregando um
conjunto de anticorpos monoclonais especificos. Foram utilizados os anticorpos CD90
(Thy-1), CD105 (SH-2/endoglina), CD73 (SH3/SH4) e Stro-1 que correspondem aos
antigenos de superficie expressos pelas células mesenquimais € 0s ndo expressos como
CD34, CD45, CD14, CD31 e HLA-DR também foram utilizados.

Foram utilizadas 10° células diluidas em 100pL de PBS e 5uL de anticorpo
especifico em cada reacdo de marcagdo. Esta mistura foi mantida a 4°C por 30 minutos e
protegida da luz. As células marcadas foram lavadas duas vezes com PBS por meio de
centrifugacdo a 1500rpm por 5 minutos e fixadas em 500uL de paraformaldeido 1%. Fram
mantidas em geladeira até o momento da aquisicao.

Os controles foram realizados a partir de amostras de células sem marcacio para

verificacdo de auto-fluorescéncia e células marcadas com isotipos controles
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correspondentes para verificagdo de marcagdo inespecifica. Foram adquiridos 10.000
eventos no citometro de fluxo FACScalibur e a andlise dos dados foi realizada utilizando o

programa CellQuest.

3.4 Diferenciacao Mesodérmica “in vitro”

Para comprovar a obtencdo de células mesenquimais, as células obtidas pelos
procedimentos acima foram diferenciadas em tecido Osseo, adiposo e cartilaginoso,
utilizando protocolos e meios especificos conforme descrito na literatura (Chang et al,
2007; Hisanaga et al, 2008). Na Tabela 2 os meios de cultura e suplementos para inducao

de adipogénese, osteogénese e condrogénese sdo descritos.

Tabela 2. Meios de cultura e suplementos para indu¢do da linhagem mesodérmica.

Diferericiacio Meio Suplementos
DMEM Dexamerasona — 52109 M
Adipogénese Alta 3-isobutil- metilxanting — 4.5x10% M
Concentragio de
Glicose Isulina — Sugml
10%FSE Indometacina — 3x10° M
DMEM
. Dexametasona — 5x10% M
Osteogénese Baixa _
Concentragio de Arido Ascorbico — 2.8x10- M
Glicose .
p-glicerol-fosfato — 102 M
10%F5E
Acido Ascarbico — 50 ug/ml
DMEM TGF p3—25ngml
Condrogénese Baixa Insulina — 6,25ug/ml
Concentragio de
Glicose Dexametasona —1mM
10%FSB Albumina Humana-

L-prolina 0.4mM
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a. Diferenciacdo condrogénica

Para a diferenciagdo em condrécitos, cerca de, 10° células mesenquimais na 4°
passagem de expansdo, foram transferidas para um tubo Falcon de 15ml com o meio
indutor e centrifugadas a 800rpm por 5 minutos para permitir a formagao do botdo celular.
O meio indutor da diferenciacdo condrogéncia consistiu em meio DMEM baixa glicose sem
FBS, suplementado com 100ng/mL de transforming growth factor- 3 (TGF-3), 100nM de
piruvato de soédio, ImM de dexametasona, S0nM de acido ascérbico, 0,5X insulina-
transferrina-selenium A (ITSA) e 0,2% de albumina humana. A cada trés dias metade do
meio de cultivo foi trocado, o qual foi utilizado para extracdo de proteina. O tempo
necessdrio para a diferenciacdo condrogénica varia de 14 a 25 dias. Durante este periodo
foram coletadas amostras de células para extragdo de RNA total, andlise de expressdo de
genes especificos, confeccdo de laminas para andlise morfoldgica e citoquimica com o

objetivo de acompanhar o processo de diferenciagao.

b. Diferenciacao osteogénica

Para a diferenciagio em ostedcitos, 10° células/cm2 mesenquimais na 4* passagem
de expansdo, foram colocadas em placas de cultura contendo meio indutor constituido de
meio DMEM baixa glicose suplementado com 10% de FBS, suplementado com 0,1mM de
dexametasona, 200 mM de acido ascorbico e 10 mM de B-glicerolfosfato. A cada trés dias
foi trocado o meio de cultivo, o qual foi utilizado para extracdo de proteina. O tempo
necessdrio para a diferenciacdo osteogénica varia de 25 a 30 dias. Durante este periodo
foram coletadas amostras de células para extragdo de RNA total, andlise de expressdo de
genes especificos, confeccdo de laminas para andlise morfoldgica e citoquimica com o

objetivo de acompanhar o processo de diferenciagao.

c. Diferenciacdo adipogénica

Para a diferenciacdo em adipécitos, 10° células/cm2 mesenquimais na 4* passagem
de expansdo, foram colocadas em placas de cultura contendo meio indutor constituido de
meio DMEM baixa glicose suplementado com 15% de FBS, suplementado com 1mM de

dexametasona, 10mg/ml de insulina, 0,45mM de 3-isobutil-metilxantina IBMX) e 100 mM
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de indometacina. A cada trés dias foi trocado o meio de cultivo, o qual foi utilizado para
extracdo de proteina. O tempo necessdrio para a diferenciacdo adipogénica € de 14 dias.
Durante este periodo foram coletadas amostras de células para extracio de RNA total,
andlise de expressdo de genes especificos, confec¢do de 1aminas para andlise morfoldgica e

citoquimica com o objetivo de acompanhar o processo de diferenciacao.

3.5 Citoquimica das Células Mesenquimais Diferenciadas

A andlise citoquimica das células mesenquimais diferenciadas foi realizada por
meio da marcag¢do com corantes celulares especificos e observagdo por microscopia Optica
convencional.

Para a diferenciacdo adipogénica, as de células foram coletadas, fixadas com uma
solugdo de formaldeido 1X durante 30 minutos e coradas com uma solucio de Oil Red O a
0,3% durante 20 minutos e contracoradas com hematoxilina. O Oil Red O permite a
visualizagdo de acimulo intracelular de lipideos.

Para a diferenciacdo osteogénica, as celulas coletadas foram fixadas em etanol
50% durante 15 minutos a 4°C e coradas com uma solucdo de Alizarin Red S 1% sob
agitacdo constante por 45 minutos. O corante permite observar a calcificagdo na matriz
extracelular.

Células submetidas a diferenciacdo condrogénica foram coletadas e marcadas com
Azul de Toluidina a 1%. Apds a retirada do corante as células ficardo expostas a
temperatura ambiente por 2 horas e fixadas durante 1 minuto em solugdes de etanol 70%,
90% e 100% respectivamente. Este tipo de marcacao permitiu a visualiza¢do de uma matriz

extracelular rica em proteoglicanos.

3.6 Citogenética
A obten¢do das metédfases cromossdmicas foi obtida através de células em ativo
processo de divisdo celular, em culturas de ADSCs, as quais em cerca de 70% a 80%

confluentes. Tratadas com colchicina (10ug/mL) em concentracio de 100uL/mL,
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adicionado diretamente a cultura e incubadas overnight a 37 °C. As células foram
removidas da placa com uso de solugdo de tripsina/EDTA por 3 min a 37 °C, lavado com
tampdo PBS 1X, coletado em tubos conicos de 15mL e agrupadas por centrifugacio a 1200
g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o botdo celular ressuspenso em SmL de
solucdo de KCI 0,075 mol/L a 37 °C por 12 min. As células foram fixadas com em solucao
de 4cido metanol/acido acético (3:1) e analisadas pela técnica de bandeamento G.

As laminas foram analisadas sob um microscépio 6tico em objetivas de 10x e
100x. Imagens das metédfases individuais foram capturadas e cariotipadas utilizando um
sistema automatizado de imagem de citogenética ASI (Applied Spectraltral Imaging,

Printed - Israel), através do Software BAND VIEW® 5.5.

3.7 Atividade da enzima telomerase

A verifica¢do da atividade da enzima telomerase foi realizada com células em 3
passagens distintas, 4%, 8* e 12°. A metodologia adotada seguiu protocolo do kit TRAPeze®
Telomerase Detection Kit, S7700 (Chemicon International, USA). O procedimento consiste
em dois sistemas enzimadticos utilizando a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR). Na
primeira etapa da reacdo, a telomerase adiciona um numero de repeticdes teloméricas
(GGTTAG) para a 3' final de um oligonucleotideo de substrato (TS). Na segunda etapa, o
material € amplificado por PCR usando o TS e (primer reverso) RP, gerando uma escada de
produtos com base de 6 incrementos a partir de 50 nucleotideos: 50, 56, 62, 68, etc. Utiliza-
se um modelo (TSK1) para amplificagdo de um padrdo interno de 36 pb positivo, o que
torna possivel quantificar a atividade da enzima telomerase com mais precisdo e identificar

amostras falso-negativos que contém inibidores de Taq polimerase.

3.8 Adesao das células nos fios de sutura
Foram utilizados fios de sutura 4-0 Poly Vicryl J-304 Poliglactina 910 Ethicon®.
Para ajudar a fixacdo de células tronco mesenquimais de tecido adiposo nos fios de sutura
foi utilizado cola de fibrina. A preparacdo da cola de fibrina teve as seguintes propor¢des:
20uL de fibrinogénio, 30uL. de trombina e 10uL de cloreto de cdlcio. Apds a preparagdo da
cola de fibrina, os fios de sutura foram abertos dentro do fluxo laminar e colocados em

placas de Petri. Em seguida gotejamos 1x10° células em cima de cada fio de sutura e logo
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em seguida adicionamos a cola de fibrina ao longo de toda a extensdao do fio. Apds a
execuc¢do de todo este procedimento adicionamos 25mL de meio de cultura D-MEM Low
Glucose + 10% soro fetal bovino (FBS) para o crescimento das células. Observamos o

crescimento apos 24 horas.

3.9 Microscopia confocal de imunofluorescéncia
A técnica usada para a marcacdo das células foi a Live and Dead®. Em cada
amostra de células que foram gotejadas sobre os fios de sutura, foram adicionados 2,5ul de
calceina e 10uL de iodeto de propideo. Apds a adicdo, as amostrar foram gotejadas nos fios
de sutura e deixadas por 30 minutos em temperatura ambiente para a a¢do dos reagentes.
Ap6s este procedimento cada amostra foi lavada com PBS (Phosphate-Buffered Saline) e

levada para o microscopio confocal para a obtengdo das fotografias.

3.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Antes de se fixar o material foram preparadas as solucdes e reagentes de fixagao.
O reagente 1 (Cacodylate buffer 0.4M 100mL) foi composto pela adi¢do de 8,56g de
Sodium cacodylate trihydrate e 100mL de Agua destilada. O reagente 2 (Cacodylate buffer
0.2M 100mL) foi composto pela adicio de 50mL Cacodylate buffer 0.4M e 8mL
Hydrochloric acid 0.2M; foi adicionada dgua destilada até completar 100mL e o controle do
pH a 7,2 se faz necessdrio. A solucdo de fixacdo 1 (100mL) foi composta pela adicdo de
50mL Cacodylate buffer 0.2M e 10mL Glutaraldehyde 2,5%, completar 100mL com dgua
destilada. A solucdo de fixac¢do 2 (100mL) é composta por SOmL Cacodylate buffer 0.2M e
50mL de dgua destilada.

O procedimento de fixac@o se inicia com a insercdo da amostra na solucdo de
fixacdo 1 durante 30 minutos a 4°C. Apds esse tempo a solug@o foi removida e a amostra
foi lavada mais de uma vez na solucdo de fixacdo 2. Até esta etapa a amostra pode ser
conservada na solucdo de fixag¢do 2 por 15 dias a 4°C. Apds a lavagem a solugdo de fixagdo
2 foi removida e a amostra foi introduzida em uma solucdo de etanol 70% durante 10
minutos. Depois de todo este procedimento a amostra foi removida da solu¢do de etanol e

foi deixada em temperatura ambiente para secar.
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Antes da obten¢do das micrografias as amostras foram colocadas no equipamento
Spulter Coater Polaron SC7620 para o revestimento com metal.

As micrografias foram obtidas com microscépio eletronico de varredura com
detector de raio X dispersivo (Leo440i/ LEO Electron Micrsocopy — Oxford, Cambridge/
England). Todo o processo até a realizagdo das micrografias foi realizado na Faculdade de
Engenharia Quimica (FEQ) no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragdao

(LRAC).

3.11 Experimento animal

Tratamento de fistula cecal com AT-MSCs em ratos

e Ratos

Foram utilizados ratos Wistar com 10 semanas de vida do sexo masculino. A
colonia de ratos Wistar foi monitorada pela Se¢do de Qualidade Sanitdria do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental descritas por Gilioli et al, 2000 e Gilioli et al, 2003
[111, 112]. Apds a cirurgia e aplicacdo das células os animais foram mantidos sob
condicdes assépticas pré-determinadas pelo Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental
da UNICAMP.

Os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle (GC) com 5 animais,
grupo injecdo (GI) com 8 animais e grupo sutura (GS) com 9 animais.

As células mesenquimais, para os experimentos de cultura e diferenciacdo, foram
obtidas de tecido adiposo de individuos submetidos a lipoaspira¢dao do sexo feminino. No
grupo animal onde foi utilizada a injecdo de células, foram injetadas 1x10° células/rato ao
redor da abertura da fistula cecal. No grupo onde foi utilizado fio com células aderidas,

foram aderidas 1x10° células/fio, sendo que foi utilizado 1 fio de sutura para cada animal.

® Anestesia
Os animais foram anestesiados com Ketamina, 80mg/kg e Xylazina 10 mg/kg,
diluidos em PBS, via intraperitoneal. Para retirada das fotos os animais foram anestesiados

com Halotano de forma inalatéria.
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¢ Procedimento cirirgico

O processo cirdrgico foi realizado da seguinte forma: apds anestesiados e
colocados em posicdo de decubito dorsal, foi feita a depilacdo seguida de antissepsia da
parede abdominal com polivinilpirrolidona-iodo 1%. Em seguida foi realizada a
laparotomia mediana de 7mm dando acesso ao ceco, que foi exposto e submetido a
enterotomia de Smm na borda antimesentérica. Apds a abertura do ceco foram dados 4
pontos com fio de sutura (4-0 Poly Vicryl J-304 Poliglactina 910) da borda antimesentérica
com a pele, formando a fistula.

O grupo controle (GC) nado teve nenhum tipo de suporte. No segundo grupo (GI)
foram somente injetadas células tronco mesenquimais de tecido adiposo ao redor da fistula
formada. No tltimo grupo (GS), o fio de sutura utilizado para formar a fistula continha
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas (Figura 3).

As fistulas dos animais foram fotografadas no dia da cirurgia para abertura da

fistula e nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 17, 19 e 21, onde foram anestesiados e sacrificados.

Figura 3. Desenho experimental do grupo animal

Grupe conirale Grupo 1 Grupo 2
¥ l ¥
Fistula cecal Fistula cecal Fistula cecal
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goredor da celulas
fistula aderidas
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3.12 Analise das imagens
Image]J
O programa Image] (Image Processing and Analysis in Java) foi utilizado para o
levantamento das dreas das fistulas em mm® de cada animal. As fotos das fistulas foram
tiradas no dia da cirurgia para a abertura da fistula e nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 17, 19 e 21. As
fotos foram tiradas com madquina digital Panasonic Lumix® com lente Leica® (DC
VARIO-ELMARIT 1: 2.8-5.9/5.5-22 ASPH.). O levantamento das areas dos animais foi
realizada por duas pessoas distintas e que nao sabiam quais os grupos dos animais. O
resultado de ambos virou uma média que estd representada na tabela dos resultados em

2
mm .

3.13 Analise estatistica

Os dados do modelo animal foram analisados pelo teste estatistico Two-way
Anova e One-way analysis of variance. O primeiro fazendo a andlise comparativa entre os

trés grupos e o segundo analisando os grupos nos dias DO, D12 e D21.
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4. Resultados



4.1 Caracterizacao morfologica das células mesenquimais obtidas de

tecido adiposo (AT-MSC)

Ap6s os procedimentos de digestdao por colagenase e centrifugacdo, as células
foram colocadas em cultura (DMEN/10%/SFB). Observou-se uma diversidade de
populacdes celulares com predominancia de hemdcias e células pequenas, arredondadas,
ndo aderidas ao frasco de cultivo. Nos trés dias posteriores, realizou-se a lavagem da
cultura com PBS com a finalidade de manter as células aderidas (primeira caracteristica da
populacdo de células-tronco mesenquimais). A partir do terceiro dia, ji era possivel
observar células aderidas na placa de cultura com morfologia fusiforme semelhante a de

fibroblasto.

4.2 Capacidade de diferenciacio das AT-MSC em linhagens

mesodérmicas

As células tronco mesenquimais de tecido adiposo utilizadas neste trabalho
apresentaram a capacidade de se diferenciarem nas trés linhagens mesodérmicas
(osteogénica, condrogénica e adipogénica), demonstrando sua multipoténcia celular e

comprovando que realmente sdo células tronco mesenquimais (Figura 4).

4.2.1 Diferenciacao Osteogénica

O processo de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais para a linhagem
osteogénica foi evidenciado com a coloracdo Alzarin Red S. Como podemos observar na
Figura 4C, encontram-se regides avermelhadas em volta das células diferenciadas, as quais
se supdem que sejam depdsitos de minerais provenientes da formagdo de uma matriz
extracelular mineralizada, semelhante a do tecido 6sseo. Outra caracteristica marcante € a
mudanca de morfologia, pois as células fibrobldsticas alteraram seu formato para células
alongadas e alinhadas, recobrindo toda placa de cultura e em alguns lugares formando

aglomerados celulares.
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4.2.2 Diferenciacao Adipogénica
Apo6s a diferenciagdo adipogénica, as células-tronco mesenquimais apresentaram
coloracdo vermelha citoplasmatica em pequenas vesiculas quando submetidas a coloracio
com Oil Red. Como podemos observar na Figura 4B as células-tronco mesenquimais
perderam sua morfologia fibrobldstica e adquiriram uma morfologia redonda e com

inimeras vesiculas, caracterizando o acimulo de lipideos.

4.2.3 Diferenciacio Condrogénica
Apo6s trés semanas, as células-tronco mesenquimais induzidas para diferencia¢do
condrogénica foram coradas com Alcian blue (Figura 4D). As células apresentaram
expansao no tamanho celular com significativo aumento do citoplasma, tornando-se

arredondadas e achatadas. E possivel observar uma coloragdo celular azulada .

Figura 4. Diferenciacio para MSCs e para linhagem mesodérmica

a

Diferenciacao MSCs

A Linhagem
ostecgénica Condrogénica

Legenda: A: Células aderentes obtidas de tecido adiposo na quarta passagem de expansao
apresentando morfologia fibroblastéide, aumento de 10x. B: MSCs da quarta passagem,
diferenciadas em linhagem adipogénica, 20° dia da cultura, coradas com oil red O,
evidenciando vesiculas de lipidios coradas em vermelho em seu interior, aumento de 10x
C: MSCs da quarta passagem, diferenciadas em linhagem osteogénica, 20° dia da cultura,
coradas com alizarin red s, evidenciando depdsitos de cdlcio, aumento de 10x. D: MSCs da
quarta passagem, diferenciadas em linhagem condrogénica, 20° dia da cultura, coradas com

syrus red, resorcina e fuccina, aumento de 10x.
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4.3 Caracterizacao das moléculas de superficie celular (Citometria de

fluxo)

A caracterizacdo dos antigenos de superficie das AT-MSC obtidas € de
fundamental importancia e € realizada por citometria de fluxo utilizando um painel de
anticorpos especificos para esta caracterizagdo, ja padronizados na literatura internacional.
As células analisadas neste estudo apresentaram homogeneidade quanto ao seu tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC) e possuiam o mesmo perfil de expressio dos marcadores
descrita; CD90 (99,60% =0,25), CD105 (99 , 61%), CD73 (97,85%+3,71) e CD29
(99,52%+2,27), sendo que o marcador CD90 apresentou marcagdo mais intensa em todos
os experimentos, enquanto os marcadores CD34 (0,85%=+0,31), CD45 (2.31%+2,79) e
HLA-DR (0.96%+0,95) mostraram baixa expressao (Figura 05). Portanto, a caracterizagdao

dessas células com os marcadores especificos definiu a populacdo obtida do tecido adiposo

como uma populagdo de células-tronco mesenquimais.

Figura 5. Imunofenotipagem por citometria de fluxo
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Legenda: A: Dot-Plot das células e a regido na qual as MSC se encontram, mostrando
caracteristica homogénea dessa populacdo. B: Painel de histogramas dos marcadores
positivos (CD105, CD90, CD29 e CD73) e de marcadores negativos (HLA-DR, STRO-1,
CD45, CD14 e CD34) em vermelho indica o marcador especifico ¢ em branco esta
representado o controle (IgG com fluoro cromo) C: Tabela com as medias das porcentagem

dos marcadores positivos e negativos das MSC.
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4.4 Morfologia e aderéncia das AT-MSCs em placa de cultura

Na terceira passagem, foi possivel observar uma populacio homogénea com
morfologia fibroblastica, citoplasma extenso e achatado e prolongamentos nao ramificados
(Figura 6A). Essas células expressam, em suas membranas e em seu citoplasma,
marcadores de células-tronco mesenquimais (CD105, CD90 e CD73), confirmados pela
andlise de microscopia de fluorescéncia (Figura 6 B, C e D). A expressdao de CD90 foi
confirmada na membrana celular e em vesiculas citoplasmaticas, enquanto CD105 e CD73

estavam expressos na superficie celular.

Figura 6. Microscopia 6ptica e de imunofluorescéncia

Legenda: Microscopia 6ptica e de imunofluorescéncia de AT-MSC na quarta passagem. A)
foto de microscopia optica com aumento de 10x. B-D) Imunocitoquimica das AT-MSC dos
marcadores CD73(verde), CD90 (roxo), CD105 (vermelho) e nuclear(DAPI) em aumento
de 40x.
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4.5 Atividade da enzima Telomerase

Na verificagdo da atividade da enzima telomerase realizada com TA foi possivel
observar o padrio de normalidade com 100% de atividade da telomerase em P4 e o
decréscimo de atividade nas passagens mais tardias, P8 e P12 (Figura 7 A e B). Estes
resultados demonstram que as MSCs utilizadas no presente estudo ndo apresentaram

potencial tumorigénico.

Figura 7. Atividade da enzima telomerase
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Legenda: TA foi testado em trés diferentes passagens, “in vitro” (P4, P8 e P12) em
relacdo a expressdo da atividade da enzima telomerase através de “TRAP assay”. A
atividade de telomerase foi detectada utilizando duas bandas de concentragdes
diferentes. O ensaio tem como controles positivos internos TSR8 e uma linhagem celular
como control +. O controle negativo foi realizado com amostras do mesmo periodo a ser
analisado, aquecidas 85°C, no intuito de negativar a enzima telomerase. O tampao de
lise CHAPS também foi utilizado como controle negativo. As MSCs na P4

demonstraram a presen¢a de bandas com 56 bp e 50 bp que se relacionaram com uma
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atividade de 100%. Houve diminui¢do das bandas no decorrer das passagens, P8 e P12,

com respectiva diminui¢do na atividade de telomerase.

4.6 Citogenética

A verificagdo da estabilidade cromossomica das MSCs derivadas de tecido
adiposo foi avaliada por andlise do caridtipo, pela técnica de coloracdo longitudinal da
Banda G, analisando 10 metéfases com MSCs da oitava e da décima passagens. Nao foram

encontradas anormalidades e os cromossomas se mantiveram estdveis (Figura 8).

Figura 8. Cari6tipo
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Legenda: Andlise de citognética das células mesenquimais obtidas de tecido adiposo.
Figuras: A: Cariétipo das MSCs da P8. B: Cariétipo das MSCs da P10. As andlises ndo

demonstraram anormalias nos cromossomos.

4.7 Marcacao das AT-MSCs por Qtracker (Invitrogen)

Na Figura 9, observa-se que o qdot655 (vermelha) sdo pontos que emitem
fluorescéncia na faixa 655. Em algumas células, é possivel notar a concentracdo destas
particulas, perto do nicleo (DAPI), mas na grande maioria estdo presentes em todo o
citoplasma (Actina marcada em verde). A citometria de fluxo mostra que 98,9% das células

submetidas a marcagdo possuem qdot655 no citoplasma, demonstrando que as células se
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encontravam marcadas antes da inje¢cdo das AT-MSCs no modelo, possibilitando posterior

rastreamento.

Figura 9. Microscopia confocal e viabilidade celular
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Legenda: Marcacdo das AT-MSC com qdot655(invitrogen), microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo. A) A marcacdo de qdot(vermelho) esta presente no
citoplasma(actina esta marcada com faloidina alexa fldor 488 - verde) e perto do nucleo
celular(DAPI). Pela citdmetro de fluxo, verificou-se que 98,9% das células estavam

marcadas com qdot655 (vermelho).
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4.8 Microscopia confocal de imunofluorescéncia

A microscopia confocal de imunofluorescéncia comprovou que grande quantidade
de células tronco mesenquimais ficaram aderidas na superficie do fio de sutura (Figura 10).
Observamos que as células estdo marcadas em verde, demonstrando que essas células estao
vivas e vidveis e ndo sofreram nenhuma alteragdo morfoldgica e fisiol6gica decorrentes ao
uso da cola de fibrina. A Figura 10 F demonstra que um niimero muito pequeno de células

morreu durante o procedimento.

Figura 10. Microscopia confocal de imunofluorescéncia.
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Legenda: A: Fio de sutura controle, sem coloragdo, demostrando a auséncia de células. B:
Controle de células marcadas (verde). C: A seta aponta o fio de sutura envolvido por um
grande nimero de células, aumento 10x D: A seta aponta o fio de sutura envolvido por um
grande nimero de células, aumento 20x. E: Controle positivo das células marcadas (verde).
A luminescéncia verde demonstra que as células estdo vivas e viaveis. F: Controle negativo
das células marcadas (vermelho). A pouca luminescéncia vermelha demonstra que poucas

células morreram durante o procedimento.

4.9 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) comprovou que algumas células se
aderiram na superficie dos fios de sutura e outras ficaram entre os filamentos dos fios. A
cola de fibrina formou uma ‘“camada” celular entre os filamentos dos fios de sutura (Figura

11).

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura.
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Legenda: A: As setas amarelas mostram algumas células em cima e entre os filamentos do
fio de sutura. B: As setas e o arco vermelho mostram a acdo da cola de fibrina formando

uma camada celular ao longo do fio.
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4.10 Grupo animal (ratos com fistula)

Grupo Controle

Dos 5 animais apenas um deles nio sobreviveu, morrendo 5 dias apds a cirurgia
para a formacdo da fistula por suposta infec¢do generalizada.

Nenhum dos animais teve o fechamento por completo da fistula. Houve infec¢cao
no local da fistula, em todos os animais, com débito médio de fezes (entre 200mL e
500mL/dia). No 21° dia a média de fechamento e recuperacdo da fistula, avaliando-se a
area inicial (mmz) menos a area final (mmz), foi de 46,54%. Nenhum tipo de tratamento foi

realizado com o grupo controle.

Tabela 3. Grupo controle. Esse grupo nio recebeu nenhum tipo de suporte. Area da fistula

. 2
medida em mm".

Al AF PR Média
Rato 1 0.606 Mormreu - 46.34%
Rato 2 0.399 0,247 35.09%%
Rato 3 0.355 0304 14.536%
Rato 4 0,201 0.045 77.61%
Rato 5 0777 0.341 56.11%

Legenda: AT: Area inicial da fistula. AF: Area final da fisnila. PR: Porcentagem de reducio da

area total da fistula. A areainicial foi medidano dia da foormagio da fistula e a drea final no 21°

dia apds a sua formagio.
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Figura 12. Grupo controle. Animal 4.

Legenda: A: 1° dia da formagao da fistula. Observa-se a regido de formagdo da fistula. B:

21° dia da formacao da fistula.

Figura 13. Grupo controle. Animal 3.

Legenda: A: 1° dia da formacdo da fistula. Observa-se a formacdo da fistula. B: 21° dia. A

cicatrizag@o da fistula ndo ocorreu. A regido estd com alto débito de fezes.
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Grupo Injecao

Dois deles morreram (2 e 8), o primeiro no segundo dia € o nono no quinto dia
ap6s a formacao da fistula.

Todos os animais tiveram uma recuperaciao e um tempo de fechamento da drea da
fistula (mm?*) melhor comparados ao grupo controle. Jd no terceiro dia apés a formacdo da
fistula a infeccdo no local diminuiu e o débito de fezes também. No 21° dia a média de
fechamento e recuperacdo da fistula, avaliando-se a drea inicial (mm?) menos a 4rea final

(mm?), foi de 71,80%.

Tabela 4. Grupo Injecdo. Este grupo recebeu a injecio de 1x10° células tronco

mesenquimais de tecido adiposo ao redor do local da fistula. Area da fistula medida em
2

mm”.
Al AF PR Media

Rato 1 0,311 0,021 03.25%, 71.80%)]
Rato 2 0,348 Morreu 2

Rato 3 0,296 0207 30.17%

Rato 4 D424 D 135 68.17%

Rato 5 0333 0.184 44 75%

Rato 6 0403 0.002 99 51%

Rato 7 0311 0011 94.96%

Rato § 0.362 Morren -

Legenda: AT: Areainicial da fistula. AF: Area final da fistula. PR: Porcentagem de redugio da
area total da fistula. A dreainicial for medidano dia da formacio da fistula e a drea final no 21°

dia apos a sua formacio.
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Figura 14. Grupo com células. Animal 1.

Legenda: A: 1° dia da formacao da fistula. B: 21° dia apds a formagdo da fistula. Nota-se

que houve cicatrizac¢do no local da fistula.

Figura 15. Grupo com células. Animal 6.

Legenda: A: 1° dia da formagdo da fistula, com baixo débito de fezes. B: 21° dia. A

cicatrizagdo da fistula foi praticamente total.
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Grupo Sutura

Apenas o animal 5 morreu, no oitavo dia pds-cirurgia, devido a uma suposta
infeccdo generalizada.

No 15° dia a maioria dos animais ja ndo tinha débito de fezes e estavam com a
cicatrizacdo bem avancada. No 21° dia a média de fechamento e recuperacdo da fistula,

avaliando-se a area inicial (mmz) menos a area final (mmz), foi de 90,34%.

Tabela 5. Grupo Sutura. Este grupo recebeu um fio de sutura contendo 1x10° células

tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas. Area da fistula medida em mm”.

Al AF PR Media
Rato 1 0,332 0.115 65.36% o0,34%
Rato 2 0,333 0.0 100%
Rato 3 0,495 0171 65.45%
Rato 4 0395 0005 08.T3%
Rato 5 0437 Morreu -
Rato § 0,268 0.0 100%
Rato 7 0,506 0,011 o7 82%
Rato § 0,388 0.0 100%
Rato @ 0.518 0,024 95 36%

Legenda: ALz Areainicial da fistula. AF: Area final da fistula PR: Porcentagem de redugdo da
area total da fistula. A dreainicial foi medidano dia da formagdo da fistula e a area final no 21°

dia apds a sua formacio
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Figura 16. Grupo sutura com células. Animal 9.

Legenda: A: 1° dia da formacao da fistula. B: 21° dia apds a formagao da fistula.

Figura 17. Grupo sutura com células. Animal 9.

=il

Legenda: A: 1° dia da formacgdo da fistula. B: 21° dia apés a formacdo da fistula. A
cicatrizagdo da fistula foi total. O circulo demonstra a drea onde estava a fistula.
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4.11. Analise estatistica

A andlise estatistica comprovou que os grupos injecdo € sutura tiveram uma
evolugdo da drea da fistula (mm®) melhor que o grupo controle (p<0,05). Observamos que
no Grifico 1 a édrea da fistula (mm?) do grupo sutura (vermelho) tem um decréscimo

significante logo no terceiro dia, diminuindo progressivamente ao longo dos dias.

Grifico 1. Comparagio da evolucdo da drea da fistula nos 3 grupos durante 21 dias.
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Griéfico 2. Andlise comparando a drea da fistula entre os 3 grupos nos dias 0, 12 e 21.
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5. Discussao



As fistulas causam muitas complica¢des aos pacientes, como sepse, desnutri¢do,
infec¢do, lesdes cutaneas, entre outros fatores que aumentam a complexidade e dificultam a
recuperacdo e tratamento do paciente. O tratamento da fistula se inicia com controle
nutricional e medicamentoso e apds o controle nutricional do paciente € realizada uma
cirurgia para fechamento da fistula. Em muitos casos a fistula volta a abrir e uma nova fase
de tratamento € necessdria. Desta forma o paciente demanda um alto custo para o hospital
por ter que ficar internado por um periodo de tempo que varia entre 3 a 8 semanas. A
utilizacdo de fios de sutura com células tronco mesenquimais aderidas, objeto de estudo
deste trabalho, poderia ser uma nova forma de tratamento das fistulas gastrointestinais,
propiciando uma melhor cicatrizagdo e regeneragdo do local da lesdo, diminuindo o tempo

de internagdo do paciente.

As células aderentes obtidas de tecido adiposo, na quarta passagem, foram
caracterizadas como células tronco mesenquimais. Apds alguns tempo em cultura houve
alteracdo da morfologia dessas células, tornando-se fusiformes, semelhantes a fibroblastos.
Quando submetidas aos protocolos de diferenciacdo para as trés linhagens mesodérmicas
foram capazes de se diferenciar em adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos. A andlise realizada
através de citometria de fluxo apresentou marcadores positivos para 0s anticorpos
designados como especificos para células mesenquimais. Os estudos de atividade da
enzima telomerase e a andlise de citogenética realizados para detectar se as células
mesenquimais apresentariam, quando submetidas a expansdo, capacidade tumorigénica,
demonstraram que nas passagens analisadas, ndo apresentaram persisténcia de alta
atividade da enzima telomerase e ndo apresentaram instabilidade cromossomica. Desta
forma as células utilizadas neste trabalho sdo células seguras para a terapia celular. As AT-
MSCs foram caracterizadas com base na defini¢do do “Mesenchymal and Tissue Stem Cell

Committee of the Internacional Society for Cellular Therapy”.

Um dos atributos fundamentais para definir a populagdo de células-tronco
mesenquimais € a capacidade de diferenciacdo dessas células em pelo menos trés tipos
celulares mesordermais ou a verificacio da multipoténcia. Protocolos de diferenciagcao

foram padronizados no laboratério para este tipo de confirmagao.
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Na diferenciacdo osteogénica a coloracdo Alzarin Red S cora em vermelho os
depdsitos de célcio e outros minerais. Essa coloracdo evidencia a formacao de uma matriz
extracelular semelhante a que ocorre no tecido 6sseo. Na diferenciacdo adipogénica a
coloracdo Oil Red tem propriedade de interagir com lipideos e triglicerideos neutros,
demonstrando uma coloragdo vermelha que evidéncia o acimulo dessas substincias em
vesiculas citoplasmadticas das células diferenciadas. Na diferenciagdo condrogénica a
colorac@o utilizada é a Alcian Blue, corando as células com um tom azulado devido a

interacdo do corante com as glicosaminoglicanas expressas durante a diferenciacao.

O experimento onde avaliamos a capacidade de adesdo das células tronco
mesenquimais de tecido adiposo demonstrou que as células aderiram aos fios de sutura em
grande quantidade. A cola de fibrina ajudou na fixagdo de um grande nimero de células,
fazendo com que ficassem aderidas em toda a extensao do fio de sutura, quanto na placa de
cultura ao seu redor. A microscopia confocal de imunofluorescéncia demonstrou pela
técnica Live and Dead® (células marcadas em verde sdo consideradas células vivas e
vidveis; e células marcadas em vermelho sdo consideradas células mortas) que as células
ap6s a adesdo estavam vidveis, com crescimento normal e ndo sofreram nenhum tipo de

contaminagao.

A microscopia eletronica de varredura confirmou que essas células realmente
ficaram aderias aos fios de sutura. As células ficaram aderidas em cima do fio e dentro dos
filamentos que formam o fio. A cola de fibrina formou uma camada celular por toda a
extensdo do fio de sutura. Para a realizagdo das imagens do MEV as amostras passaram por
um processo de fixacdo e um processo de retirada de toda a dgua existente no material

(procedimento padrdo para realizacdo de imagens em MEV).

Em um estudo comparativo, Guyette, et al. (2012) aderiram células tronco
mesenquimais humanas em suturas bioldgicas. Os fios de sutura utilizados eram de 4 cm e
foram colocados dentro de um tubo de Silastic® onde foram adicionadas 1 x 10° células em
suspenc¢do. O crescimento e adesdo das células foram observados depois de 24 horas. A
comprovacdo da adesdo das células nas suturas bioldgicas foi através de imagens de
microscopia confocal de imunufluorescéncia com coloracdo Hoechst e Phalloidin. Os

resultados demonstraram que, em média, 11.806 células tronco mesenquimais, ficaram
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aderidas em cada fio de sutura de 4 cm. Os fios enriquecidos com células tronco
mesenquimais foram testados em corag@o de ratos. O grupo comparou a eficiéncia do fio
enriquecido junto com um grupo de injecdo das células diretamente no local. Como
resultado o grupo animal onde foi utilizado o fio com células teve uma maior transferéncia

de células para o local da lesdo [109].

Em comparacdo com o estudo acima percebemos nas imagens de microscopias
que ha um nimero maior de células aderidas nos fios de sutura quando utilizamos a cola de
fibrina. O fio de sutura de 4 cm foi eficaz no tipo de tratamento que o grupo propds, porém
para suturas e lesdes de maior tamanho, como no caso das fistulas enterocutaneas, um fio
de sutura de maior tamanho se faz necessario. O fio de sutura no qual aderimos as células
tronco mesenquimais de tecido adiposo tinham 30 cm de tamanho, sendo considerado um
fio de sutura longo. Apds a utilizagcdo dos fios de sutura na cirurgia da fistula nos ratos,
estes fios foram analisados em microscépio confocal, onde se observou que mesmo apds a
utilizacdo do fio de sutura na cirurgia, ainda existiam células-tronco mesenquimais de

tecido adiposo aderidas.

As recentes descobertas nas propriedades e na utilizacdo de células-tronco
mesenquimais, propiciaram um novo tipo de tratamento na forma de terapia celular e

medicina regenerativa.

Damian Garcia-Olmo et al. (2005) procurando uma nova abordagem realizou
varios estudos em pacientes com fistulas e Doenc¢a de Crohn utilizando células tronco. Os
pacientes recebiam a inje¢do de células tronco mesenquimais no local da fistula e logo em
seguida a fistula era suturada. O grupo espanhol ndo padronizou o numero de células
injetadas, nem o tempo da cultura em dias. Essa falta de padroniza¢do demonstra que o
crescimento das células ndo foi igual de um paciente para o outro, ja que as células
utilizadas eram autdélogas (do proprio paciente). A recuperacdo e cicatrizagdo das fistulas
foram melhores que nos tratamentos convencionais, porém muitos pacientes sofreram
recidiva da fistula. A média de fistulas consideradas curadas em 8 semanas de tratamento
foi de 66% [108]. Essa média é considerada alta perto das médias de fistulas curadas

através do tratamento convencional. Tratadas com células-tronco mesenquimais, as fistulas
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apresentam um tempo de recuperagdo e cicatrizacio melhores que comparados ao

tratamento convencional.

Os resultados obtidos neste estudo foram fundamentais para a comparac¢do dos
resultados. Como uma nova forma de tratamento testamos a adesdo das células tronco
mesenquimais em fios de sutura para cicatrizac@o e recuperacao de fistulas gastrointestinais

em ratos.

Essa nova forma de terapia foi testada em um grupo animal, que contou com um
grupo controle, com um grupo de injecdo de células ao redor do local da fistula
(comparativo aos resultados do grupo espanhol) e um grupo onde os animais receberam
fios de sutura com células tronco mesenquimais aderidas. Na comparacdo com o grupo
controle, ambos os outros dois grupos apresentaram uma recuperagdo e cicatrizagdo da
fistula melhor e de forma mais rapida. O grupo onde as células foram injetadas teve uma
média de cicatrizacdo de 71,80% da éarea da fistula. Esse resultado se aproximou das
porcentagens de cura das fistulas do grupo espanhol. Ja o grupo onde utilizamos os fios de
sutura com células tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas, essa média foi de
90,34%, demonstrando que houve a transferéncia de um grande nimero de células do fio de
sutura para o local da lesdo e que esta forma de tratamento pode ser sim efetiva como forma

de tratamento para fistulas enterocutineas e outras doencgas.

Os resultados da andlise estatistica comprovaram que em ambos 0s grupos onde
AT-MSCs foram utilizadas houve uma melhor recuperagdo da fistula em relagdo ao grupo
controle (p<0,05). H4A uma queda considerada da drea da fistula (mmz), em ambos 0s
grupos onde as células foram utilizadas, ja no terceiro dia apds o surgimento da fistula. O
grupo sutura foi o que apresentou melhores resultados quando a diminui¢do da drea das

fistulas (mm?) ao longo dos 21 dias.

Outra vantagem do tratamento com AT-MSCs é a imunomodulagdo que estas
células produzem, devido a liberacdo, durante a fase inflamatéria de mediadores pro-
inflamatdrios como interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina-

1B (IL1P). Esses mediadores ativam as funcdes regulatérias das MSCs permitindo que estas
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modulem a resposta imune [110]. Esta capacidade de liberar moléculas com fungdes

imunossupressoras tem grande importancia na aplicagdo clinica.

A utilizagdo de células-tronco, juntamente com fio de sutura pode ser uma nova
forma de terapia para diversas doencas, ajudando na cicatrizagdo e diminuindo o tempo de
internagcdo dos pacientes, assim como os gastos hospitalares; e favorecendo o atendimento

de um nimero maior de pacientes em menor espaco de tempo.
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6. Conclusao



A microscopia confocal de imunofluorescéncia e a microscopia eletrOnica de
varredura comprovaram que as AT-MSC aderiram em grande quantidade ao fio de sutura
devido a utilizagdao de cola de fibrina. Elas formaram uma “camada” celular em cima dos

filamentos do fio de sutura.

Em ambos os grupos animais onde foram utilizadas AT-MSCs no tratamento das
fistulas (grupo injecdo de células e grupo células + fio) a cicatrizagdo e recuperacdo da

fistula e dos animais foi melhor quando comparadas ao grupo controle.

Possivelmente a ac@o imunomodulatéria das AT-MSCs fez com que a

cicatrizacdo das fistulas fosse melhor e mais rdpida que no grupo controle.
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8. Anexos



8.1 Anexol- Termo de consentimento

TR DG CONITCNTIMENTO -

Tecido adiposo

Eu, , registro

2] , RG: . autorizo a doacao

de 20 ml de tecido adiposo, coletados durante a cirurgia de lipoaspiracao a que serci
submetida em ____ / ___/ . Este material sera utilizado para pesquisa a serem
realizadas na UNICAMP. Informo que fui devidamente esclarecido fal sobre todas as
possiveis intercorréncias que possam decorrer deste procedimento, ja descritas no
termo de consentimento fivre esclarecido de autorizacao para cirurgia. Fui informadofa)
que se ndo quiser autorizar esta doacdo, ndo haveri nenhum prejuize ao meu
atendimento nestes hospitals (Complexo Hospitalar HC, CAISM, Hemocentro da
UNICAMP).

Informaram-me de que o material coletado sera utilizado na pesquisa “Cultura de
Células Mesenquimais obtidas de tecido adiposo (ADSC), diferenciacac neuronal e
marcagdo com nanoparticula Super-paramagnetica” e sera conduzido pelo aluno de
mestrado Thiago Borsoi Ribeiro sob orientacdo da Profa. Dra, Sara Terezinha Olalla
Saad. O projeto consiste na extragdo de células do material coletado de tecido adiposo
(lipoaspiracdo) e o estudo destas células no processo de diferenciagao neuronal e
marcagdo por particulas magneéticas.

Todas as minhas perquntas foram adequadamente respondidas e minhas

duvidas esclarecidas. A opgdo de doagédo fol tomada de modo consciente livre e
voluntario,

Doador

Campinas, -

Telefone para contaro
Pesquisador (Hemorcentrao): (19) 35218734

Comité de Etiea da Unicamip: (19) 3521.8042
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8.2 Anexo2 — Comité de ética animal
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