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RESUMO

As fistulas enterocutaneas (FE) sdo de dificil cicatrizagdo e manejo, associam-se a sepse,
desnutricao, distarbios hidroeletroliticos, dentre outros. O processo de cicatrizacdo ocorre
de maneira coordenada, sendo que fatores de crescimento (VEGF/FGF/TGF-a/PDGF) e
citocinas (IL/TNF-a/IFN-y) estao diretamente ligados e apresentam importantes funcdes nos
processos de cicatrizacdo e inflamagao. A sintese e degradacdo da matriz extracelular
(MEC) estao ligadas ao reparo de feridas, formacdo de fibrose crénica, morfogénese e
invasdo e metastase de tumores. As células-tronco mesenquimais (MSCs) tém alta
capacidade proliferativa, podendo se diferenciar em vérias linhagens celulares,
apresentando acdao imunomodulatéria e efeito paracrino, podendo melhorar o processo de
cicatrizacdo. Em estudo anterior, dissertacdo de mestrado, foi realizada a caracterizacdo das
AT-MSCs na 42 passagem celular e também a comprovagao, através de microscopias, de
que as AT-MSCs tém capacidade de aderir a fios de sutura, permanecendo viaveis e
proliferando. Estes fios foram utilizados em modelo animal de FE do ceco e promoveram
uma melhor e mais eficaz cicatrizagdo, num menor tempo. Ja o atual estudo, tem como
principal objetivo avaliar e compreender, do ponto de vista histopatolégico, como o processo
de cicatrizacdo de FE ocorreu em modelo animal idéntico ao estudo anterior, apdés o
tratamento com fios de sutura contendo AT-MSCs aderidas. As AT-MSCs foram obtidas
através do procedimento de lipoaspiracdo estética de tecido adiposo, realizada em
individuos sadios, ap6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O tecido
adiposo foi submetido ao processo de digestdo com colagenase. Na 42 passagem foram
gotejadas 1x10® AT-MSCs nos fios de sutura de 4-0 poliglactina e logo em seguida foi
adicionada a cola de fibrina (20uL Fibrinogénio, 30uL Trombina e 10uL Cloreto de Célcio)
para ajudar na adesdo das células nos fios de sutura. O experimento animal utilizou ratos
Wistar (25 animais) distribuidos em 3 grupos: Grupo controle (GC — 5 animais), Grupo fistula
sem AT-MSCs (GF - 5 animais) e Grupo fistula com AT-MSCs (GF/AT-MSCs - 15 animais).
O GC nao sofreu nenhum tipo de lesao e foi sacrificado com 21 dias. No GF o fio de sutura
utilizado para formar a fistula foi um fio de sutura sem adesdo de AT-MSCs, sendo este
grupo acompanhado e sacrificado com 21 dias. J& no GF/AT-MSCs o fio de sutura utilizado
para formar a fistula continha 1x10® AT-MSCs aderidas. Este grupo foi subdividido em
grupos de 7, 14 e 21 dias (5 animais em cada), dias em que os animais foram sacrificados.
Essa divisdo foi realizada para acompanhar como ocorreu a cicatrizacao nas diferentes
fases deste processo. Apos a exposicdo do ceco foi realizada enterotomia de 5mm, sendo
entdo realizada a sutura da abertura da parede abdominal (superficie interna da pele) com 4
pontos separados com 4-0 poliglactina. A regido do ceco do GC e a regido onde se
encontravam as fistulas dos GF e GF/AT-MSCs foram coletadas e fixadas em Bouin,
passando logo em seguida pelas etapas de processamento do material. Algumas laminas
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e outras seguiram o protocolo de
imunohistoquimica para os marcadores MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1, VEGF, TLR4,
TNF-a e IL-6. Os resultados histopatoldégicos demonstraram uma melhor recuperacao
histolégica e arquitetdnica, muito semelhante ao GC (animais sadios) das fistulas dos
animais do GF/AT-MSCs com 21 dias. Nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias o processo
inflamatério foi intenso principalmente na regido submucosa, com redugao no GF/AT-MSCs
21 dias. As analises imunohistoquimicas demonstraram que houve uma troca de colageno
tipo Il para tipo | ao longo do processo de cicatrizagdo, com uma imunomarcagdo moderada
para VEGF, denotando presenca de neoangiogénese, com redugcdo importante no grupo
GF-AT-MSCs 21 dias. O MMP-2 apresentou baixa marcagdo no GC, com aumento muito



significativo no GF/AT-MSCs 7 dias e uma queda gradativa nos grupos GF/AT-MSCs 14 e
21 dias, demonstrando a tentativa de uma remodelacao tecidual inicial (7 dias) e uma queda
importante quando essa remodelacao foi alcangada. Ja no grupo GF/AT-MSCs 21 dias
encontramos alta marcagdo da MMP-9, podendo estar relacionada com o aumento da
migracao celular causada pela modulagado das MSCs. Encontramos baixa marcagao da IL-6
no GC e moderada nos demais grupos, podendo estar relacionados com o trauma causado
pela lesdo, mesmo o grupo 21 dias apresentando uma melhor cicatrizacdo e queda de
processo inflamatério. J& no TLR4 observamos baixa marcagdo no GC com aumento
gradativo nos grupos GF/AT-MSCs 7, 14 e 21 dias. O aumento da expressao do TLR4 pode
estar relacionado com a modulagdo causada pelas AT-MSCs no intuito de mediar a
liberacdo de PGE2 que sinalizaria para os receptores e prostandides, aumentando a
secrecao de IL-10 pelos macréfagos e diminuindo a migragao/proliferacdo de neutréfilos
para o local da lesdo, resultados estes compativeis com o histopatolégico encontrado. O
TNF-a apresentou baixa imunomarcagéo no GC, com um aumento nos grupos GF/AT-MSCs
7 e 14 dias e uma queda significativa no grupo GF/AT-MSCs 21 dias, corroborando com os
resultados histopatolégicos do processo inflamatério. Assim, podemos concluir que houve
uma melhor cicatrizagao no GF/AT-MSCs 21 dias, sendo que as AT-MSCs desempenharam
um papel imunomodulador importante neste processo.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, fistula enterocuténea, cicatrizagéo, fio de
sutura, Doencga de Crohn.



ABSTRACT

Digestive fistulas (DF) are difficult to resolve and surgical failure is frequent. They are
responsible for electrolyte disturbances, infections, sepsis, skin lesions, gastrointestinal
bleeding, intestinal obstruction and malnutrition. The healing process is related to cellular,
molecular and biochemical events, acting and working to regenerate the damaged tissue.
Stem cells are characterized by the ability to differentiate into different lineages and by their
great capacity of proliferation and self-renewal. Recent studies have shown that stem cell
therapy could represent a new approach in this area. Besides their great capacity of
proliferation and differentiation to other lineages Mesenchymal stromal cells (MSCs) have
also immunomodulatory properties, being easily obtained from adipose tissue (AT). In a
previous study, we demonstrated that AT- MSCs could be attached into suture filaments.
These filaments were used in the treatment of an animal model with enterocutaneous
fistula, similar to those of Crohn’s disease and have provided a better and faster fistula
healing with statistical significance. The actual study aimed evaluate what were the
mechanisms involved that have lead to this better healing, when suture filaments with
attached AT-MSCs were used. Adipose tissue was obtained from healthy patients
submitted to stetical lipoaspirate procedures (50mL) which have previously assigned
a written informed consent form. Adipose tissue will be submitted to collagenase digestion,
the acquired cells were cultured in a specific medium. At the 4™ passages, AT-MSCs, 1x10°8
cells, were fixed in the suture filament (4-0 Poly Vicryl / Poliglactine 910) by adding fibrin
glue (20uL Fibrinogen, 30uL Thrombin and 10uL Calcium Chloride). The animal experiment
was carried out with Wistar rats (25 animals) which were divided in three groups; control
group (CG - 5 animals) where the animals didn’t suffer any injury and were analyzed in the
21th day; fistula group (FG), where the lesion was performed with suture filaments without
stem cells (AT-MSCs) and the fistula group/AT-MSCs where suture filaments with added AT-
MSCs were applied being analyzed in the 7", 14" and 21" days, 5 animals each). The cecal
fistula was created by incising the cecum and suturing the opening to the surgical wound
subcutaneously with four separate stitches that were carried out with or without 1x108 AT-
MSCs attached in the filaments (FG and F-AT-MSCs groups). After the sacrifice the samples
were collected and fixed with Bouin. Then, they were processed due to histological slides
being carried out. Some slides were stained with Hematoxylin and eosin and others
submitted to immunohistochemistry protocols for MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1, VEGF,
TLR4, TNF-a e IL-6 marker. The results showed a better architectural and histological
healing in the 21" (F-AT-MSCs group). An intense inflammatory process, in the submucosal
area was detected in the 7" and 14" days (F-AT-MSCs) that diminished in day 21.
Immunohistochemistry results demonstrated that the collagen type Il was exchanged to
collagen type | improving the healing process. Moreover, a moderate VEGF immunoreactivity
was achieved in these areas in the 7" and 14" days showing the presence of
neoangiogenesis, with a great reduction on day 21. There was a weak immunoreactivity of
MMP-2 in the CG, otherwise, in the F-AT-MSCs group, a great reactivity was detected in the
7" day that gradual decrease in the 14" and 21" days. These finding probably were related
to an initial tendency to tissue-remodeling, and have decreased in day 21 due to the end of
the process. The MMP-9 results were similar to MMP-2 in the initial phase (7" day)
increasing the immunoreactivity up to the day 21. This high reactivity maybe related to a
persistent cell migration to this area due to MSCs immunomodulation. The IL-6 results
showed also a weak immunoreactivity in the CG, as expected. The other F-AT-MSCs groups
demonstrated a moderate IL-6 reactivity, as a result of the acute trauma phase, even in the



21 day, besides the injured area displayed at that time a complete healing with decrease of
the inflammatory process. TLR4 results also demonstrated a weak reactivity in the CG
increasing gradually in the F-AT-MSCs groups. The TLR4 increase may be due to the MSCs
immunomodulation property leading to PGE2 releases that would signaling to E prostanoid
receptors increasing secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by macrophages,
preventing neutrophils from migrating/proliferating into the injured tissue areas. The TNF-a
results were weak in the CG, showing at the F-AT-MSCs group a gradual increase in the first
14™ days, decreasing in day 21. These data may explain the histological findings which
demonstrated a low number of neutrophil with great reduction of inflammatory reaction. The
21" day (F-AT-MSCs group) results demonstrated that AT-MSCs with their
immunomodulatory properties were able to induce a better healing and might be useful to
repair digestive fistulas.

Key words: mesenchymal stem cells, enterocutaneous fistula, healing procces, suture
filaments and Crohn’s disease.
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INTRODUCAO

1. Fistulas

As fistulas representam uma série de transtornos e complicacbes aos
pacientes, sendo elas um dos problemas cirargicos que mais necessitam de atencao
médica. Elas estdo associadas a uma alta morbidade e mortalidade, além de serem
historicamente associadas a manutencdo do paciente por um longo periodo no
hospital, diminuindo a qualidade de vida (1)

Elas sdo uma comunicacdo anormal entre qualquer parte do trato
digestivo e outra viscera intra-abdominal (fistula interna). Podem também ser uma
comunicagdo anormal entre uma parte do trato digestivo e a superficie cutdnea
(fistula enterocutanea), chamando-se assim de fistula externa. Em ambas ocorre

drenagem de secrec¢ao digestiva chamada de débito (2, 3)

A incidéncia do surgimento de fistulas na populacao geral esta entre 1,04
a 2,32 casos a cada 100 mil habitantes, sendo que 0os homens apresentam maior
prevaléncia e a idade de maior incidéncia esta entre 30 e 50 anos (4). As taxas de
mortalidade ficam entre 5% e 20%, havendo nos ultimos anos uma melhoria desses
indices. O fechamento espontaneo das fistulas apresenta taxas abaixo de 25%. A

taxa de cicatrizagao se eleva para 75-85% ap0s o tratamento cirurgico (1, 5).

As fistulas podem surgir de maneira espontanea durante a evolugao de
doengas intestinais inflamatérias (DIl), principalmente na Doenga de Crohn (Figura
1), como evolugdo de tuberculose intestinal e ainda em casos de traumas
abdominais fechados, doencas pancreaticas, dentre outras. Podem ainda ocorrer,
devido a complicacbes poOs-operatérias, especialmente em cirurgias de urgéncia,
sendo esta a principal causa de aparecimento de fistula em 75-85% dos casos (2, 6,
7). Nesses casos podem ocorrer por fatores como ma técnica cirdrgica; ou ainda,
fatores sistémicos como uso de corticoesterdides, desnutricdo ou outros motivos
ainda nao explicaveis. As fistulas geralmente aparecem entre o quinto e décimo dia

do pdés-operatorio (8).
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Podemos classificar as fistulas digestivas do ponto de vista anatémico,
fisiolégico e etiologico. Quanto a localizagdo anatémica, além de classificadas em
internas e externas, devem ser classificadas como gastrica, pancreatica, duodenal,
jejunal, ileal ou coldnica. A classificacdo do ponto de vista fisiologico 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 avaliagdo do débito da fistula, pois além de causar um grande
impacto fisiolégico no paciente, tem grande importancia para se considerar o tipo de
tratamento e também é fator prognéstico independente de probabilidade de
fechamento e 6bito. Por ultimo temos a classificagao etiolégica, que leva em conta a
doenca que determinou o aparecimento da fistula (congénita ou adquirida), ainda
sendo classificada como primaria quando o seu surgimento se da através de
processos patolégicos intestinais e secundarias, quando aparecem apds
intervencdes cirargicas (8-11).

As fistulas podem causar uma série de transtornos e problemas para o
paciente como sepse, processos infecciosos, lesGes na superficie cutanea,
distarbios hidroeletroliticos, desnutricdo, hemorragia digestiva, obstrucao intestinal,
entre outros. A gravidade de todos esses problemas depende de uma série de
questbes como etiologia, tipo e localizagdo anatémica da fistula, débito da fistula e
idade do paciente (3, 10, 12). A sepse e suas implicagdes sistémicas estao entre os
problemas mais sérios causados pelas fistulas para os pacientes. Em muitos casos
a sepse pode ser uma manifestacdo inicial de formacdo de fistulas. Outros
problemas como desequilibrio hidroeletrolitico e a desnutricio também sao

importantes fatores para aumentar as taxas de morbidade e mortalidade (13).
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Figura 1. Modelo hipotético da patofisiologia para formagao de fistula. Em pacientes com Doencga de
Crohn, os fibroblastos da lamina prépria, tem seu potencial de migragéo reduzido e podem apresentar
uma migragdo sem sucesso para o local com defeito (Glcera), ndo realizando a contragao tecidual no
local, reduzindo a sintese de matriz extracelular e consequentemente nao realizando o fechamento
da ferida (Lado esquerdo da figura). Para reestabelecer e fechar a ferida as células epiteliais migram
para a parede da Ulcera. Para acelerar essa migragéo as células epiteliais passam a apresentarem
fendtipo de células mesenquimais com perda do contato célula-célula, infiltrando camadas mais
profundas da parede intestinal formando a fistula (lado direito da figura) (10).

Quanto ao diagnéstico das fistulas existem algumas modalidades de
diagnésticos, porém a tomografia computadorizada e a ultrassonografia vém sendo
muito utilizadas no diagnéstico de lesdes intra-abdominais. Outros exames como o
raio-x com contraste de bario e o exame de imagem de difusdo por ressonancia
magnética (IRM) também vem sendo utilizados. Em alguns casos, para um
diagnéstico mais preciso, a fistula deve ser guiada através do seu sitio fistuloso
utilizando-se fistulografia e endoscopia (14, 15).

Ap6s o diagnéstico é importante iniciar o tratamento o mais rapido
possivel. O tratamento das fistulas pode ocorrer através da utilizacdo de
medicamentos, acompanhamento e tratamento nutricional e intervengao cirurgica. O
tratamento inicial deve ser através de utilizacdo de medicamentos e suporte
nutricional adequado com controle e corre¢do do desequilibrio hidroeletrolitico. Caso
ndao exista melhora significativa da cicatrizacdo da fistula deve-se realizar

intervengéo cirurgica auxiliar e posteriormente a cirurgia definitiva.

O controle e suporte nutricional do paciente deve ser iniciado o mais
rapido possivel com o objetivo de diminuir a deterioracao do estado nutricional (7). A
partir do trabalho de Chapman et al. na década de 60 (16), onde ele demostrou a
importancia da nutricdo adequada do paciente para o tratamento de fistulas, o
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suporte nutricional foi implantado e reconhecido como uns dos tratamentos de
grande importdncia para os pacientes com fistulas. Meguid e Campos 1996
demonstraram que com o suporte nutricional adequado as taxas de fechamento
espontadnea das fistulas que eram de 37% passaram para 89% e as taxas de
mortalidade que eram de 55% reduziram para 12% (17).

Como descrito, a grande causa do surgimento de fistulas acontece por
complicagdes em cirurgias eletivas, porém, existem ainda os pacientes com doencgas
inflamatdrias intestinais, principalmente Doenga de Crohn, que muitas vezes, como
evolucao da doenca, apresentam o surgimento de fistulas. Desta forma, é de grande
importancia que tratamentos alternativos e inovadores sejam estudados para evitar a
formacao de fistulas em cirurgias eletivas e também melhorar a cicatrizagdo das
fistulas dos pacientes tanto com Doenga de Crohn quanto os que apresentarem

fistulas por outros motivos.

2. Doenca inflamataria intestinal (DII)

A doenca inflamatéria intestinal (DIl) é caracterizada por ser uma doenca
cronica derivada da ativagdo imunolégica inapropriada da mucosa. As duas
enfermidades que compreendem a DIl sdo a colite ulcerativa e a Doenga de Crohn
(DC). A diferenga entre as duas doencgas se da basicamente pela diferenga do local
do trato gastrointestinal (Gl) afetado e pela expressdao morfolégica (Figura 2).
Basicamente podemos descrever a colite ulcerativa como uma DIl grave que se
limita ao célon e reto, em contrapartida a DC pode afetar qualquer regido do trato
gastrointestinal (18). A profundidade do tecido comprometido também é um fator que
diferencia as duas doencas, sendo que na colite ulcerativa ela se estende pela
mucosa e submucosa enquanto na DC ela é tipicamente transmural (qQue se estende

por todas as regides do tecido) (19).
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Figura 2. Diferenca do local do intestino afetado na Colite ulcerativa e na Doenca de Crohn.

3. Doenca de Crohn (DC)
A. Historico

A doenca que ficou conhecida mundialmente como Doencga de Crohn néo
é uma doenca nova. Em 170 d.C. Soranus de Efeso descreveu em seu livro
caracteristicas de uma doencga muito semelhante a DC. Porém, a DC levou muitos
anos para se tornar uma enfermidade clinica conhecida. Para que o reconhecimento
clinico da doenca ocorresse, trés publicacées foram essenciais: 1 — T.K. Dalziel de
Edimburgo, em 1913; 2 — Eli Moschcowitz e A.O. Wilensky, dos hospitais Monte
Sinai e Beth (de Nova lorque e Boston consecutivamente), em 1923 e por fim; 3 —
Crohn, Ginzburg e Oppernheimer, do Hospital Monte Sinai, em 1932 (20, 21).

O trabalho que marcou a histéria da DC foi o trabalho: Reginonal ileitis: a
pathologic and clinical entity (1932) (21), com grande aceitacdo mundial. Este
trabalho foi desenvolvido por Burril B. Crohn, Alexander A. Berg, Leon Ginzburg e
Gordon D. Oppennheimer. O grupo que foi liderado pelo Dr. Crohn apresentou seu
trabalho em 2 de maio de 1932 na cidade de Atlanta e seu trabalho foi publicado no
mesmo ano na revista Transactions of the AGA — Annals. Sabe-se que a doenca
ficou conhecida como Doenca de Crohn devido a inumeras publicacdes,

principalmente da revista Lancet, que sempre a citavam desta forma (20).

No Brasil quem primeiro publicou um caso de ileite regional foi
Berardinelli, em 1943. Somente em 1960, com a importante publicagcdo de H.E.
Lockhart-Mummery e Basil Morson, onde apresentaram uma descri¢cdo histolégica e
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clinica detalhada do processo inflamatério da DC e da retocolite ulcerativa (RCU),
podendo assim separar as duas enfermidades, detalhando o conhecimento de
doenca segmentar e inflamagédo granulomatosa, dando assim um entendimento

melhor dos mecanismos envolvidos em ambas as doencgas (20).

B. A Doenca de Crohn e fistulas

Como mencionado anteriormente a DC pode ocorrer em qualquer regiao
do trato Gl sendo mais comum nas regides do ileo terminal, valvula ileocecal e ceco
(18). A doenca se caracteriza pela formacdo de estenoses, Ulceras, trajetos
fistulares (fistulas) e granulomas intestinais (22). Ainda como caracteristicas clinicas
0 paciente pode apresentar febre moderada, diarreias recorrentes, perda de peso,
ma absor¢cédo de nutrientes, obstrugéo intestinal e fistulas para o intestino adjacente
ou outras regides como a pele abdominal. A doengca pode apresentar crises
intermitentes alternando com fases de remissao que podem variar de semanas a

meses, afetando a vida social, familiar e até mesmo as perspectivas de emprego.

A fisiopatologia da DC ainda n&o esta totalmente descrita e esclarecida,
mas se sabe que fatores genéticos, defeitos na barreira da mucosa intestinal,
desregulacao imunoldgica e infeccoes patogénicas persistentes estao relacionados
a DC (22). Na DC os tecidos afetados possuem macréfagos ativados
fenotipicamente heterogéneos, expressando CD14, diferentemente do intestino
normal onde os macréfagos sdo controlados pelo microambiente, apresentando uma
producéao restrita de citocinas pré-inflamatérias (IL-1a/f e TNF-alfa) (23). Apresenta
também um numero reduzido de células dendriticas (CD) ativadas, com receptores
muito expressos, aumentando a producdo de citocinas pro-inflamatérias como as IL-
6 e IL-12 (20). A imunidade adaptativa também esta relacionada com a DC, sendo
que os anticorpos produzidos pelas células B e as alteragdes de sintese e secrecao
das IgM, IgG e IgA estao alterados na doencga, com aumento tanto sérico quando na
mucosa. As células T helper CD4+1 (Th1) produzem IFN-y e as células T helper
CD4+2 (Th2) produzem IL-4, IL-5 e IL-13, que estdo relacionados com o
desencadeamento da doenca. Na DC as células dendriticas produzem mais IL-12,
aumentando a ativacdo de Th1 e consequentemente a resposta inflamatéria. O
equilibrio entre todo esse sistema é fundamental para a manutencdo da homeostase
da mucosa intestinal (Figura 3) (24).
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Figura 3. Patogenicidade da DC associada a fistula. Os defeitos da barreira epitelial do intestino
favorecem a invasdo de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) para dentro da
mucosa intestinal (1). Em uma das vias (2), para a cicatrizagdo de feridas, as células do epitélio
intestinal sofrem uma transicdo de epitelial para mesenquimal. A segunda proposta (3), entrada dos
PAMPs pode induzir a reacao inflamatéria resultado do aumento da secrecdo de TNF. O aumento do
TNF induz a uma secregéo de TGF-B e varias moléculas associadas a invaséo celular, como IL-13 e
integrina-6, e aumentando a ativagao das MMPs contribuindo para um crescimento celular invasivo.
Uma ativagado excessiva das MMPs e uma elevada expressdao de moléculas invasoras contribuem
para a formagéo da fistula (25)

O diagnéstico das DIl pode apresentar algumas dificuldades por serem
consideradas doencas multifatoriais e que mesmo em alguns casos, onde a doenca
esta em estagios mais avancados, ndo é possivel distinguir entre a DC e a colite
ulcerativa. Em sua grande maioria exames histopatolégicos, quadro clinico e exame
de colonoscopia podem estabelecer o diagnéstico diferencial entre as DIl. Os
marcadores sorolégicos tém se tornado uma ferramenta importante no diagnéstico,
progndstico e resposta terapéutica. Os mais utilizados sdo o anticorpo citoplasma de
neutréfilos (ANCA) e o anticorpo contra Saccharomyces cerevisia (ASCA). Assim
que o diagnéstico é estabelecido, ainda se pode utilizar testes como proteina C-
reativa (PCR), entre outros, para avaliagcdo da atividade e estado da doenca (26, 27).
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Para que o tratamento da DC tenha sucesso terapéutico € fundamental
analisar o grau da atividade inflamatéria, sua extensdo e o comportamento da
doenga (estenosante e penetrante ou fistulizante). Atualmente s&o utilizados no
tratamento da DC derivados salicilicos (sulfassalazina e mesalazina),
corticosteroides  (prednisona, prednisolona e hidrocortisona), antibioticos,
imunossupressores (azatioprina, 6-mercaptopurina, cloroquina e metotrexato), além
da terapia bioldgica (infliximabe, adalimumabe, certalizumabe pegol e natalizumabe).
Mesmo com tantas possibilidades de tratamento exames de imagem com
ressonancia magnética evidenciaram que a terapia com anticorpos anti-TNF alfa
promovem uma cicatrizacdo parcial dos trajetos fistulosos, com fechamento dos
orificios externos o que favoreceria a formacdo de abscessos de repeticdo. Um
estudo populacional mostrou que apds o0 emprego de terapia bioldgica, a ocorréncia
de abscessos perianais aumentou cerca de trés vezes (28). O manejo da DC é
desafiador, com manifestagcbes limitantes que determinam  sensivel
comprometimento na qualidade de vida do paciente. As formas mais graves de DC
estdo associadas com indices de recidiva elevados, apesar do tratamento adequado
(28-32). Cabe destacar que um numero significativo de pacientes sera submetido a
varios procedimentos cirargicos a despeito dos recentes avancos terapéuticos e
resisténcia a corticoides, pois além da resposta ser variavel, as fistulas na DC
frequentemente apresentam trajetos irregulares e secundarios, dificultando seu

tratamento.

Apesar da grande maioria das fistulas ocorrerem em pacientes que néo
apresentam DIl, por diversas causas descritas na introducdo deste trabalho, os
pacientes com DC também apresentam fistulas. O manejo e tratamento desses
pacientes ja é desafiador e apresenta ainda maior dificuldade quando ha o
surgimento de fistulas. Na grande maioria dos casos 0s pacientes que apresentam
fistulas com DC ficam internados por longos periodos (6 a 8 semanas ou mais) e
apresentam altas taxas de recidiva, diminuindo a qualidade de vida e aumentando

muito os gastos hospitalares.

Assim, é de grande importancia que novos métodos de tratamento e/ou
métodos alternativos em conjunto com os ja utilizados sejam estudados para
melhorar o processo de cicatrizacao dessas fistulas nos pacientes que apresentam a
fistula associada a DC.
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O tratamento medicamentoso muitas vezes é realizado com inibidores de
secrecao gastrica, onde temos como maior exemplo a somatostanina, que diminui a
produgdo de acido gastrico e pancredatico, diminuindo o débito fistuloso e
tamponando a mucosa gastrica. E importante o controle clinico do paciente através
do uso de medicamentos antes do inicio do tratamento nutricional (3).
Glucocorticéides, com grande potencial anti-inflamatério, sdo muito utilizados no
tratamento de pacientes com DC, porém néo sdo efetivos no tratamento das fistulas
desses pacientes (10, 11). Os antibidticos sdo amplamente utilizados para o
tratamento das fistulas, sendo o metronidazol o antibidtico mais utilizado.
Geralmente ha melhora apés 6-8 semanas da administracéo do antibiético, que deve
ser mantida por mais alguns meses (11). Em um estudo com 18 pacientes tratados
com o antibidtico metronidazol por 10 semanas consecutivas, 56% dos pacientes
apresentaram cicatrizacdo completa das fistulas perianais (33).

Alguns imunossupressores, como 0 azatioprina e o 6-mercaptopurina,
apresentam bons resultados no tratamento de pacientes com Doenca de Crohn. No
tratamento das fistulas os dois imunossupressores apresentaram resultados
satisfatorios (54%) no fechamento de varios tipos de fistulas (enterocutaneas,
perianais, retrovaginal, dentre outras) (10, 11). Ainda, o tratamento medicamentoso
pode ser realizado com terapia biolégica com os medicamentos infliximab,
adalimumab e certolizumab. Estes medicamentos sdo imunomoduladores utilizados
também em alguns tratamentos de diversos tipos de cancer. Eles sdo denominados
de medicamentos biol6gicos e inibem TNF-a. O adalimumab se liga aos receptores
de TNF-a na superficie celular, o certolizumab se liga as formas de TNF-a soluvel e
associado a membrana e o infliximab se liga as formas soluvel e transmembrana de
TNF-a. O infliximab é o mais utilizado, apresentando bons resultados nos
tratamentos (10). No estudo ACCENT Il (A Crohn’s Disease Clinical Trial Evaluating
Infliximab in a New Long-Term Treatment Regimen in Patients with Fistulizing
Crohn’s Disease) que envolveu 282 pacientes com Doenca de Crohn e fistulas, 195
(69%) pacientes responderam ao tratamento com o infliximab (11, 34).

A intervencao cirdrgica pode ser utilizada no tratamento de fistulas com
carater de urgéncia. Porém em sua grande maioria as cirurgias se tornam eletivas,
onde primeiramente ha uma melhora do estado nutricional do paciente antes da

primeira intervengéo cirurgica. 25-30% dos pacientes com Doenga de Crohn que
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apresentam fistulas necessitam de intervencdo cirdrgica como método de
tratamento. Uma nova intervencao desses pacientes apresenta grandes taxas de
morbidade e mortalidade, sendo que esta opcéo deve ser escolhida somente apos
outras opgdes de tratamento menos invasivas serem descartadas (13, 35). Todas
essas questdes e o quadro clinico do paciente com muitas deficiéncias tornam o

tratamento das fistulas um grande desafio.

Alguns pontos sdo de grande importancia no tratamento das fistulas. O
controle do débito impede disturbios hidroeletroliticos (4cido-base) decorrentes da
perda excessiva de liquidos. Esse controle diminui as taxas de mortalidade e
aumentam as taxas de fechamento espontaneo (36). O controle e tratamento da
sepse em pacientes com fistulas também deve ser considerado importante, pois
esses pacientes apresentam as taxas de mortalidade mais altas (80% dos pacientes
vao a 6bito).

Como héa grande heterogeneidade nos pacientes que apresentam fistulas,
as taxas de mortalidade variam muito. No geral as intervengdes cirurgicas eletivas
apresentam taxas de mortalidade de apenas 2% enquanto nas cirurgias eletivas de
fistulas essa taxa pode variar de 6% a 48% (14, 15). Essa variacao ocorre por
existirem muitos fatores que influenciam no tratamento da fistula, como, a sepse
local ou sistémica, o grau de desnutricao inicial do paciente, o valor diario de débito,

a origem e quantidade de fistulas.

Mesmo apresentando vdrias alternativas e meios de tratamentos
diferentes as fistulas sdo consideradas de dificil tratamento. As taxas de mortalidade
variam muito e a resposta aos tratamentos também varia de um paciente para outro.
Além, a qualidade de vida do paciente comprometida e o tempo de internacao
geralmente longo, de 6 a 8 semanas, podendo se estender por mais tempo. A falta
de um tratamento que seja realmente efetivo, o longo periodo de internagcdo e com
isso alto custo hospitalar, e as chances de recidiva fazem com que novos métodos e
alternativas de tratamentos sejam pesquisados e aplicados para ajudar em uma
melhor cicatrizacao e recuperacao dos pacientes que apresentam fistulas.
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4. Regeneracao e reparo tecidual

A partir do momento em que ocorre lesdo de células e tecidos uma série
de eventos se inicia para realizar o processo de “cura”, sendo este processo dividido
em regeneragcdo e reparo. A regeneragcdo se da pela reconstituicdo completa do
tecido lesionado ou perdido, enquanto o reparo restaura estruturas originais mas
causa desarranjos estruturais. Todos esses eventos que coordenam a proliferagao
celular, sao orientados por polipeptideos chamados de fatores de crescimento, que
se ligam a receptores especificos liberando sinais para as células alvo. O fator de
crescimento epidérmico (EFG), fator de crescimento transformador alfa (TGF-a),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) podem ser considerados os mais importantes e
envolvidos na regeneracgao e reparo tecidual (Quadro 1) (37).

Além dos fatores de crescimento, as citocinas, polipeptideos produzidos
em resposta a microrganismos € outros antigenos, apresentam algumas funcoes
importantes na inflamagdo e como medidores das respostas imunes. As citocinas
sao produzidas por varios tipos celulares e podem ter atuacdo de amplo espectro.
Dentre as principais citocinas encontram-se as interleucinas (IL), fator de necrose
tumoral (TNF) e interferon (IFN-y). O conhecimento da ag¢do e funcéo das citocinas
tem grande aplicagéo terapéutica, pois inibir ou modificar estas agdes no processo
de inflamagéo e reagbes imunes, pode ajudar a controlar os efeitos prejudiciais que
danificam os tecidos (37).
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Fator de crescimento Fonte Funcoes
Fator de crescimento Plaquetas e macréfagos Estimula formagao do tecido de granulagio
epidérmico (EFG)
Fator de crescimento Macroéfagos e linfécitos T Estimula a replica¢do de muitas células
transformador alfa (TGF-a) epiteliais
Fator de crescimento Macroéfagos, linfécitos T, plaquetas, Estimula angiogénese, fibroplasia e a
transformador beta (TGF-B) células endoteliais, fibroblastos e proliferacdo de ceratindcitos

células musculares lisa

Fator de crescimento Plaquetas, macréfagos, células Estimula a produ¢do de metaloproteinases
derivado de plaquetas endoteliais, células musculares lisas e | de matriz, fibronectina e acido hialurdnico,
(PDGF) ceratindcitos angiogénese e contragio da ferida
Fator de crescimento Muitos tipos celulares Aumenta a permeabilidade vascular e
endotelial vascular (VEGF) promove a angiogénese
Fator de crescimento dos Macréfagos, mastdcitos, linfécitos T, Estimula migracdo de ceratindcitos, a
fibroblastos (FGF) células endoteliais e fibroblastos angiogénese, a contracao da ferida e

deposi¢do de matriz

Quadro 1. Fatores de crescimento, suas células produtoras (fontes) e fungdes no organismo.
Adaptada de Robbins (37).

5. Acao da matriz extracelular na regeneracao e reparo tecidual

A matriz extracelular (MEC) apresenta papel fundamental no processo de
regeneracao e reparo. A MEC é composta basicamente por trés grupos de
moléculas: proteinas estruturais fibrosas (coldgenos e elastina), glicoproteinas
adesivas e proteoglicanos. Essas moléculas constituem duas formas basicas de
MEC, a matriz intersticial, encontrada nos espacos entre as células do tecido
conjuntivo, das células epiteliais, endoteliais e do musculo liso e as membranas

basais que estao associadas as superficies celulares (18, 38).

A MEC estda em constante processo de remodelacdo e sua sintese e
degradacao acompanha os processos de regeneracdo, reparo de feridas, processos
de formacao de fibrose crbénicos, morfogénese, invasao e metastase de tumores. Ela
regula o crescimento, proliferacdo e a diferenciagdo das células que estdo presentes
ao seu interior. Secreta ainda agua e minerais, dando turgor as células de tecidos

moles e rigidez aos 0ssos com a secregao dos minerais (Tabela 1).
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Funcao Caracteristicas
Suporte mecénico Para ancoragem e migragdo celular, além da manutengdo
da polaridade celular.
Crescimento celular Componentes da MEC regulam a proliferagdo celular.
Armazenamento e apresentacio de moléculas Permite a rapida difusdo de fatores de crescimento apés
reguladoras lesdo local ou durante a regeneracdo.
Manutencio da diferenciacio celular Influencia no grau de diferenciacdo das células via

integrinas de superficie celular.

Estabelecimento de microambientes teciduais Limite entre um tecido e outro.
Arcabouco para renovacao tecidual Renovagdo somente em caso das estruturas do MEC ndo

serem lesadas, caso isso ocorra, hd deposicio de
coldgeno e formacdo de cicatriz.

Tabela 1. Fungdes e caracteristicas de cada funcao relacionada a MEC.

Entre os principais componentes da MEC podemos citar: o colageno, o
conjunto elastina, fibriina e fibras elasticas; proteinas de adesao;
glicosaminoglicanos e proteoglicanos. O colageno € a proteina mais comum no ser
humano, sendo atualmente conhecidos 27 tipos de colageno. Os colagenos I, Il, I,
V e Xl sdo chamados de fibrilares. Como principal caracteristica, a molécula de
colageno apresenta uma estrutura longa e rigida, no qual trés cadeias polipeptidicas
de colageno (cadeias a) sao enroladas umas as outras formando uma estrutura
semelhante a uma corda. Os colagenos sao ricos em prolina e glicina que séao
importantes na formacao da fita tripla helicoidal (18).

Diferentemente do colageno, que fornecem resisténcia a tenséo, as fibras
elasticas dao aos tecidos a possibilidade de se expandir e contrair (flexibilidade).
Como exemplo podemos citar a pele, os pulmdes, 0s vasos sanguineos, que
necessitam da elasticidade para exercer suas funcdes, de modo que esses tecidos
sofram estiramento e retornem ao tamanho original apdés a distensdo. As fibras
elasticas sédo formadas principalmente de elastina. As proteinas de adeséo, também
chamadas de moléculas de adesao celular (CAM), sdo formadas pela familia das
imunoglobulinas, caderinas, integrinas e selectinas. Essas proteinas atuam como
receptores transmembrana promovendo a interacdo célula-célula, que pode ser
entre células semelhantes ou distintas, auxiliando também na migragéo celular para

outros sitios.

A MEC ainda é formada pelos glicosaminoglicanos (GAGs) e
proteoglicanos. Os GAGs sdo agucares acidos de cadeias longas, ndo ramificadas e
compostas por unidades dissacarideas repetitivas ligadas a uma proteina central,
formando moléculas chamadas de proteoglicanos. Os proteoglicanos apresentam
funcédo de organizar a MEC, além de exercer papéis da regulagdo da estrutura e
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permeabilidade do tecido conjuntivo. As GAGs se apresentam em quatro estruturas
diferentes: heparan-sulfato, dermatan-sulfato, queratan-sulfato e hialuronana (38).
As trés primeiras sdo sintetizadas no reticulo citoplasmatico e organizadas no
complexo de Golgi, ja a hialuronana, também conhecido como &cido hialurénico
(AH), é sintetizada na membrana plasmatica e diferente das demais ndo esta ligada
a uma proteina central. O AH é formado por uma cadeia flexivel e extremamente
longa, fazendo com que se formem solugbes extremamente viscosas, fundamentais
na estruturacao de alguns tecidos (ex: corddo umbilical), sendo fundamental na
migracao celular e dando ao tecido conjuntivo capacidade de resistir a forcas de
compressao e ainda proporciona elasticidade e lubrificacdo para as cartilagens das

articulacdes (18, 39).
6. Reparacao tecidual

O processo de cicatrizacdao € um procedimento comum a todas as feridas
e esta diretamente relacionado com as condicbes gerais do organismo. Este
processo ocorre de maneira coordenada, através de eventos celulares, moleculares
e bioguimicos que agem de maneira conjunta para que ocorra a reconstituicdo do
tecido afetado (40).

Diferentemente da regeneracao, no reparo ocorre um rearranjo estrutural
sem total regeneracdo da area comprometida ou lesionada. Isso ocorre por
deposicao de colageno e outros elementos da MEC promovendo a formagao de uma
cicatrizacdo inadequada com fibrose. Quando acontece uma reacao inflamatoria,
ocasionada pela lesédo, ha a deposicao de componentes da MEC e a angiogénese é
estimulada; entretanto, se a lesdo continuar, a inflamacéo crénica leva a uma
excessiva deposigdo de colageno tipo | conhecida como fibrose, onde as fibras de
colageno estdo desorganizadas. Na grande maioria dos processos de cicatrizagéo,
ocorre uma combinacao de reparacao e regeneracao (18).

Alguns autores dividem o reparo tecidual em trés fases: inflamacéo,
formacao do tecido de granulacdo com depdsito de matriz extracelular (fase de
proliferacdo) e remodelacéo (41).

A fase inflamatéria se inicia diretamente ap6s ocorrer a lesao, liberando
varios fatores vasoativos e, com a ajuda do endotélio lesado juntamente com as

plaquetas faz com que a cascata de coagulacao se inicie. As plaquetas tém um
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papel importante no processo de cicatrizacdo, sdo elas as responsaveis pela
formacao do arcabouco inicial (adesdo plaquetaria) e ativagcdo dos fatores de
coagulacao, para a producdo da rede de fibrina, com consequente formacao do
coagulo sanguineo, na superficie da lesdo. O coagulo é formado por uma rede de
fibrina, fibronectina e componentes do complemento, sendo responsavel por
estancar o sangramento e funcionando como arcabouco para as células que estao
migrando para o local da lesdo (18). A ativagdo das plaquetas leva a liberagdo do
contetdo dos granulos alfa, existentes no interior das plaquetas, que contém varios
fatores de crescimento (TGF-B, FGF, EGF, PDGF) e interleucinas, que serao
responsaveis também pelos processos de reparacao, diferenciacao celular, indugéao
da angiogénese, dentre outros, assim como atrair os neutrofilos para o local da
lesdo. Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem no local da les&o, eles
migram da borda da incisdo para o coagulo liberando radicais livres que ajudam na
destruicdo de bactérias e assim sao gradativamente substituidos por macréfagos
(41).

Os monécitos migram para a ferida apdés 48 horas da lesdo, se
diferenciando em macréfagos, sendo de fundamental importancia. Essas células tém
papel fundamental no desbridamento, removendo residuos extracelulares, fibrina e
outros corpos estranhos; liberando citocinas e fatores de crescimento (PDGF, TNF,
TGF-B, FGF, IL-6), contribuindo na angiogénese, fibroplasia (producdo de tecido
fibroso) e sintese de matriz extracelular (Tabela 2) (40).

A segunda fase no processo de cicatrizacdo é a fase de proliferacao,
onde ocorre a epitelizacdo, angiogénese, formacao do tecido de granulacédo e
depodsito de colageno. Entre 24 e 72 horas os fibroblastos e as células endoteliais se
proliferam formando o tecido de granulagédo, que da a caracteristica macia e résea
das feridas. Este tecido apresenta grande proliferacao de fibroblastos, que migram
dos tecidos vizinhos para a ferida onde sdo ativados pelo PDGF, e a presenca de
novos vasos sanguineos, devido a liberacdo de VEGF, pelas plaguetas. A
epitelizacdo ocorre de forma rapida, geralmente entre 24 e 48 horas, sendo que as
células epiteliais da membrana basal migram da borda da ferida para reestabelecer
e formar a barreira protetora. No inicio é formada uma matriz proviséria formada
principalmente de fibrina, fibronectina e colageno tipo Ill, sendo gradativamente
substituida por uma matriz que contém colageno tipo I. Apds esse processo as fibras
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de colageno se tornam mais abundantes, a epiderme recupera sua espessura e
arquitetura normais. Fibroblastos e leucécitos secretam colagenases que causam a
lise da matriz antiga, sendo importante um equilibrio entre a lise da matriz antiga e a

sintese da nova matriz (18, 40, 41).

A angiogénese é essencial para uma cicatrizacdo adequada, que pode
ocorrer pela ramificagdo de vasos preexistentes ou pelo recrutamento de células
progenitoras endoteliais (EPC) da medula dssea (42). Muitos fatores de crescimento
estdo envolvidos no processo de angiogénese, mas com certeza o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) é o mais importante. Além de ser liberado

pelas plaquetas, € secretado por muitas células tronco mesenquimais estromais,
induzindo a migracao das EPCs, aumentando a proliferacdo e diferenciacdo dessas

células nos locais onde estéd ocorrendo a angiogénese (43).

Células produtoras

Citocinas

Efeito

Macréfagos, endotélio

Plaquetas, macréfagos

Macroéfagos, endotélio,
fibroblastos

Fibroblastos

Células mesenquimais

Macréfagos, queratindcitos

Plaquetas, macréfagos,
endotélio, queratindcitos

Plaquetas, macréfagos,

endotélio, queratindcitos,

fibroblastos

Macréfagos

Macréfago, endotélio,
queratindcitos

Macroéfagos, fibroblastos

TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa)

EGEF (fator de
crescimento epidérmico)

FGF (fator de
crescimento dos
fobroblastos)
KGF (fator de
crescimento dos
queratindcitos)
HGEF (fator de
crescimento dos
hepatdcitos)
VEGEF (fator de
crescimento vascular
endotelial)
PDGEF (fator de
crescimento derivado de
plaquetas)
TGF-p (fator
transformador do
crescimento beta)

INF-y (interferon gama)

IL-1 (interleucina 1)

IL-8 (interleucina 8)

Super-expressao de selectinas no endotélio, aumento da sintese de
NOSi e supra-regulagdo de intefrinas.

Quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos, proliferacio e
quimioatracio de queratindcitos.

Quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos e queratinécitos,
potente fator angiongénico.

Quimiotaxia e proliferagdo de queratindcitos.

Quimiotaxia e proliferacdo de queratindcitos.

Potente fator angiogénico.

Quimiotaxia de polimorfonucleares, proliferacdo de fibroblastos e
diferenciacdo para miofibroblastos, degradacdo do coldgeno I e
sintese do IIL.

Quimiotaxia de polimorfonucleares, sintese de NOSi, proliferacdo
de fibroblastos e diferenciacdo para miofibroblastos, degradagao
do coldgeno III e sintese do I, fator angiogénico.

Diferencia¢do de mondcitos em macréfagos e ativagdo destes;
aumento da sintese de NOSi.

Super-expressao de selectinas no endotélio e aumento da sintese
se NOSi.

Quimioatraente para polimorfonucleares e macréfagos.

Tabela 2. Citosinas, suas células produtoras e os efeitos no processo de cicatrizagdo. Adaptada de

Issac et al. 2010 (44).
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A ultima fase, remodelacao, tem como principal caracteristica a deposicao
de colageno de maneira organizada, onde o equilibrio entre sintese e degradacao da
MEC se faz necessario. Alguns fatores de crescimento irdo estimular a sintese de
colageno e outras moléculas, a sintese de metaloproteinases de matriz (MMP), que
degrada os componentes da MEC. O colageno inicialmente formado é mais fino que
o presente na pele normal. Com o passar do tempo, o colageno inicial (tipo Ill) é
reabsorvido e um colageno mais espesso € produzido. O processo de reestruturagdo
da matriz também ocorre nesta fase. Fibroblastos e leucécitos secretam
colagenases que lisam a matriz antiga para que haja um equilibrio entre sintese e
lise da matriz. Mesmo com o passar do tempo, o colageno do local da lesdo sera
menos organizado que o da pele normal (18, 40, 45).

No final do processo o colageno fibrilar tipo | esta presente em maior
quantidade nos locais de reparo, sendo este o tipo de colageno importante no
desenvolvimento da forca ténsil nas feridas em cicatrizagcdo. Um processo
importante na cicatrizacdo de feridas € a chamada contragédo, que ajuda a fechar e
reduz a area de superficie. A contracdo ocorre geralmente em grandes ferimentos e
se inicia nas bordas da ferida com uma rede de miofibroblastos que produzem
grandes quantidades de componentes da MEC. Os miofibroblastos s&o formados a
partir da diferenciacéo de fibroblastos por efeito do TFN-a, FGF-2 e PDGF liberado
pelos macréfagos (46).

Apesar de todo o processo de cicatrizagao ser bastante eficiente ele pode
ser afetado e comprometido por fatores locais e sistémicos do individuo. Como
fatores locais, podemos citar:

e Infeccdo - causa importante no retardo da cicatrizacao;

e Fatores mecénicos secundarios a movimentos bruscos e precoces - separam
as margens da ferida e retardam a reparacgao;

e Corpos estranhos - fragmentos como vidro, aco, etc, impedem o processo de
reparagao;

e Tamanho, localizagdo e tipo de ferida - as feridas em areas mais
vascularizadas cicatrizam com mais facilidade, além da diferenca entre

grandes e pequenas lesdes.
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Ja como fatores sistémicos podemos citar:

e Alteragcdes metabdlicas - doencas que alteram o estado metabdlico do
individuo, como a Diabetes, dificultando a reparacao de feridas;

e Nutricao - fator de grande importancia no processo de cicatrizacao, ja que a
deficiéncia de proteinas e mesmo vitamina C alteram a sintese de colageno e

retardam o processo;

e Circulacdo sanguinea - doencas e anomalias no sistema retardam a

cicatrizagao e hipdxia;

e Hormbnios - alguns possuem efeitos anti-inflamatérios como os

glicocorticoides e inibem a sintese de colageno.

Existem ainda algumas deficiéncias de reparo que complicam o processo
de cicatrizagdo. Entre elas um aumento da contracdo da ferida (contratura) pode
resultar deformidades na ferida e dos tecidos ao redor. Outra deficiéncia ocorre
quando ha formacgédo inadequada do tecido de granulacdo e uma organizagcao
deficiente da cicatriz. Ainda, a formacao excessiva de componentes do processo de
cicatrizagdo, podem levar a formacao de cicatrizes hipertroficas e queloides (18).

7

A deposicao de colageno é normal em todo processo de reparacao
tecidual e quando em excesso pode causar a formagédo de cicatriz ou fibrose. O
termo fibrose indica a deposicdo de colageno em doencas cronicas onde 0s
estimulos sdo ativados constantemente causando disfuncao do tecido ou érgao e
muitas vezes a insuficiéncia dele. A ativacao constante leva a um processo de

inflamacéo crénica, proliferacao e ativagdo de macréfagos e linfocitos.
7. Células-tronco

Por definicdo, as células-tronco (CT) s&o células indiferenciadas com
capacidade de auto-geracdo, que apresentam grande poder de divisdo, se
diferenciando em diversas linhagens celulares e grande capacidade de proliferacao
(Plasticidade celular). Essa capacidade de auto-geracdo faz com que as CT se
multipliguem, mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposicao

da sua populagao nos tecidos de maneira constante (47, 48).
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As CT ja sao 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 ira
originar uma célula madura diferenciada. As CT apresentam resultados promissores
na medicina regenerativa (49-51).

As CT podem ser classificadas quanto a sua origem e plasticidade celular.
Quanto a plasticidade podemos classificar como totipotentes, pluripotentes e
multipotentes (Figura 4). As CT totipotentes sdo células que tém capacidade de se
diferenciar em todos os tecidos do organismo humano, inclusive os gametas (évulo e
espermatozoide) e os anexos embrionarios. Como exemplo de célula totipotente
temos o zigoto. As CT pluripotentes apresentam capacidade de se diferenciar em
todos os tecidos e células dos trés folhetos germinativos (endoderma, mesoderma e
ectoderma) menos gametas e 0s anexos embrionarios, sendo essas as células-
tronco embrionarias. As CT multipotentes apresentam uma capacidade de se
diferenciar mais limitada, se diferenciando em alguns tipos celulares. Ja& na
classificacdo das CT quanto a sua origem elas podem ser classificadas em CT
embrionarias ou CT adultas (52-54).
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A. Células-tronco embrionarias

As células-tronco embrionarias sao as células derivadas da massa interna
do blastocisto, que se proliferam indefinidamente conservando sua pluripoténcia e
mantendo essas caracteristicas in vitro. As CT embrionarias podem ser totipotentes
como o zigoto ou pluripotentes como as células na fase de moérula (8 blastdmeros)
ou blastocisto (100 células) (52, 54, 56).

B. Células-tronco adultas

As células-tronco adultas sao encontradas em praticamente todos os
tecidos do organismo adulto e sdo consideradas células multipotentes, que possuem
a capacidade de se diferenciarem em muitos tecidos, mais sua capacidade é mais
restrita que a das células pluripotentes (53). As CT derivadas de medula 6ssea e
corddo umbilical j& sdo utilizadas na clinica ha muitos anos. Os primeiros
transplantes de medula 6ssea foram realizados entre 1957-58, pelos Professores E.
Donnall Thomas nos Estados Unidos e por George Mathé em Paris, ambos ainda
sem conhecimento do sistema de histocompatibilidade leucocitaria (HLA). Ao redor
do final da década de sessenta, o grupo de Professor Donnall Thomas teve éxito no
primeiro transplante alogénico de medula éssea, compativel ao sistema de
histocompatibilidade HLA. No Brasil, o primeiro transplante ocorreu em Curitiba,
realizado pelos Professores Ricardo Pasquini e Euripedes Ferreira, em 1979. Hoje a
técnica é amplamente conhecida e utilizada sendo considerada a primeira técnica de
terapia celular (53, 57, 58). A maior dificuldade com relagdo ao transplante de
medula O6ssea é encontrar doadores compativeis ao sistema HLA (antigeno
leucocitario humano). Devido a diversidade de etnias encontradas hoje em nossa
sociedade a chance de se achar um doador HLA compativel no ambito familiar € de
25% e de 1 para 100.000 pessoas (0,00001%) fora do ambito familiar (59).

A medula éssea é uma fonte heterogénea de células-tronco apresentando
desde CT hematopoiéticas (hematopoietic stem cell - HSC) comprometidas com a
linhagem hematopoiética, dando origem as células do sangue, como hemacias,
linfécitos, plaquetas e granuldcitos (60-62), até células-tronco mesenquimais
(mesenchymal stem cell — MSC), além das células-tronco somaticas irrestritas
(unrestrict somatic stem cells - USSC), as células-tronco semelhante a embrionaria
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(very small embryonic like - VSEL) com plasticidade semelhante as embrionarias e

células-tronco endoteliais (62).

O cordao umbilical (CU) e o sangue do cordao umbilical (SCU) sao outras
importantes fontes de CT, que comegaram a ser utilizadas a partir da década de 90.
Assim como a medula éssea o CU e o SCU séo ricos em HSC, MSC, USSC, VSEL e
endoteliais. O SCU atualmente pode ser armazenado para uso futuro
(criopreservagdo) em bancos publicos e apresentam a grande vantagem de ter
células linfoides mais imaturas, permitindo o transplante sem a total compatibilidade
ao sistema HLA, realizando apenas sorologia completa com técnicas de biologia
molecular do sangue materno (63). Alguns estudos demonstram que as CT
provenientes do sangue de corddo umbilical se diferenciam em células endoteliais
(64-66), cardiomiécitos (67, 68), células nervosas (67, 69), entre muitas outras

linhagens celulares.

C. Células-tronco mesenquimais (Mesenchymal stem cells - MSCs)

As CT mesenquimais (mesechymal stem cell — MSCs), de um modo geral,
apresentam algumas caracteristicas principais como: sdo células aderentes que
apds passaram por varias passagens celulares em cultura se tornam uma populagéo
morfologicamente homogénea; e devem, obrigatoriamente, se diferenciar na
linhagem mesodérmica (adipogénica, condrogénica e osteogénica). As MSCs
apresentam grande capacidade de diferenciagdo para outras linhagens como
cartilagem, ossos, tecido adiposo, musculo esquelético, tenddes (49, 70),
hepatécitos, neurbnios, cardiomiocitos (71), mioblastos (72), células endoteliais e
vasculares, células pancreaticas, progenitores hematopoiéticos, células neuronais
(64, 65, 73), entre outros.

As MSCs foram descritas na década de 70 por Friedenstein e cols (74).
Essas células podem ser encontradas em todos os tecidos humanos como, liquido
amniotico, placenta, tecido muscular, dentre outras fontes. As suas principais fontes
como mencionado acima sdo medula 6ssea, sangue de cordao umbilical e tecido
adiposo, sendo esta, uma fonte promissora para a terapia celular. Existem ainda,
outras fontes de MSCs como polpa dentaria, liquido amniédtico, placenta humana,
sangue menstrual, geleia de Wharton, entre outras fontes menos utilizadas (75-87).
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As MSCs devem ser aderente ao plastico e apresentar marcacao positiva
para os marcadores celulares CD90 (Thy-1), CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44 e
Stro-1, além das moléculas de adesdao CD106, CD166, ICAM-1 (molécula de adeséo
intracelular) e CD29. Elas devem ser negativas para marcadores de linhagem
hematopoiética como CD34, CD45, CD14 e CD11; devem ser ainda negativas para
CD80, CD86, CD40 e para as moléculas de adesdao CD31, CD18 e CD56. Essas
células apresentam fenétipo MHC | positvo (MHC = complexo de
histocompatibilidade maior / major histocompability complex) e MHC Il negativo (88-
90). Como mencionado acima essas células devem apresentar a capacidade de se
diferenciar na linhagem mesodérmica. Para promover a diferenciagcdo adipogénica
geralmente as células sdo incubadas com dexametasona, insulina, 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMF) e indometacina. Os acumulos lipidicos nos vacuolos podem ser
marcados com oil red. Na diferenciacdo condrogénica essas células devem ser
incubadas com fator de crescimento transformador-B (TGF-B) e sdo analisadas
através de marcacgao histolégica com azul de toluidina, demonstrando a matriz
extracelular e os glicosaminoglicanos. Por ultimo, na diferenciagéo osteogénica, sdo
incubadas com acido ascérbico, glicerofosfato- e dexametasona de 2 a 3 semanas.
As evidéncias de uma formacao éssea sao confirmadas através de marcacao

positiva com alizarin red (90).

As MSCs apresentam a habilidade de migrar de um tecido para o outro,
através do sistema circulatério, possivelmente ao aumento de sinais em resposta de
uma lesdo ou necessidade de reparo. Essa habilidade de migracdo ainda nao é
totalmente conhecida, porém ela estd diretamente ligada as quimiocinas e a seus
receptores. Alguns estudos apontam o envolvimento do CXCL12 (fator derivado de
célula estromal-1 / stromal cell-derived factor-1) e seu receptor CXCR4 como
cruciais na mobilizacao e “homing”’ de células-tronco hematopoiéticas (91). Ja outros
estudos demonstram a expressdo de CCR1, CCR4, CCR7, CXCR5 e CCR10 e nao
da CXCR4 no controle da migracdo das MSCs para outros tecidos (92). Ainda
existem muitos estudos que tentam entender como o “homing” das MSCs funciona e

quais as moléculas e quimiocinas envolvidas.
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D. 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 (processed lipoaspirate cells - PLA) (93),
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (adipose tissue -
mesenchymal stem cells - AT-MSCs) (94, 95), células-tronco multipotentes derivadas
de gordura (multipotent adipose-derived stem cells - MADS) (96, 97), células-tronco
derivadas de tecido adiposo (adipose tissue-derived stem cells - ASC) (98, 99),
células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo (adipose tissue-
derived stromal cells - ADSC, ATSC) (100, 101), células estromais de adulto
derivado de tecido adiposo (adipose tissue derived adult stem cells - ADAS) (102,
103), ou células derivadas de tecido adiposo (adipose tissue-derived cells - ADC)
(104, 105). Embora haja uma discordancia quanto a nomenclatura, a populagcéao
celular € a mesma. Nesta tese, usaremos o termo “células-tronco mesenquimais
estromais derivadas de tecido adiposo” (AT-MSCs) pois esta nomenclatura vem

sendo utilizada com maior frequéncia em trabalhos publicados recentemente.

O tecido adiposo (TA) é um tecido de organizagcao complexa, originario do
mesoderma embrionario, formado basicamente de adipdcitos maduros e imaturos,
que acumulam lipideos (gordura) no citoplasma; e pelo estroma-vascular que
contém fibroblastos, células endoteliais, linfécitos, macrofagos, células-tronco e pré-
adipocitos. O TA é responsavel por coordenar uma série de processos como:
metabolismo energético, atividades imunolégicas e atividades neuroendécrinas (53).
A fragdo celular do estroma-vascular (stromal-vascular cell fraction - SVF) é
composta por uma populacédo heterogénea de células tendo como principal os pré-
adipécitos, que se proliferam, se autorrenovam e se diferenciam em adipdcitos
maduros. A por¢do SVF do TA vem sendo foco de muitos estudos, sendo que este

compartimento é uma fonte rica em células-tronco mesenquimais (106).

O TA é constituido de dois tipos de adip6citos, marrom e branco, que
diferem em suas propriedades. O adipécito do TA marrom apresenta nucleo
centralizado, muitas mitocéndrias e diversos vacuolos lipidicos pequenos. Ja o0s

adipécitos do TA branco tém como principal caracteristica um Unico vacuolo de
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tamanho grande, desta forma sua mitocéndrias e nucleo se localizam na periferia do

citoplasma (53).

Uma das principais funcées do TA é a liberagdo de hormonios,
conhecidos como adipocinas, que controlam e regulam muitos processos dentro do
organismo como homeostase glicémica, pressao arterial, coagulacao sanguinea,
angiogénese, entre outros. Como principais adiposcinas (proteinas e fatores nao
protéicos) liberadas pelo TA podemos citar: a leptina — responsavel pela sinalizagao
de estoque de energia corporal ao sistema nervoso central, a adiponectina —
aumenta a sensibilidade a insulina, e a resistina — diferentemente da adiponectina a

resistina aumenta a resisténcia a insulina (53).

Além de ser uma rica fonte de células, o tecido adiposo subcutaneo,
principalmente o tecido adiposo branco, apresenta facil acesso através de
procedimento cirdrgico simples (lipoaspiracdo), obtendo-se uma grande quantidade
de tecido (107, 108). Os riscos comumente envolvidos com a lipoaspiracdo do
volume proposto s&o minimos, entre os quais: dor no pés-operatédrio (tratada com
analgésicos) e equimose (duracao limitada em até 14 dias). A ocorréncia de infeccao
é extremamente baixa, tendo em vista a observacdo da técnica (realizacdo em
ambiente hospitalar, forma asséptica, uso de materiais descartaveis). Riscos maiores
(como perfuracdo da parede abdominal) sdo evitados pela observancia da técnica
cuidadosa (manobras de pingamento bidigital do tecido dermo-gorduroso a ser

aspirado, exame pré-operatério excluindo-se a eventual presenca de hérnias).

O isolamento das MSCs de tecido adiposo é considerado simples com
obtencdo de um grande numero de células, que apresentam grande capacidade de
proliferacdo e diferenciacdo (plasticidade celular) (109-111). Geralmente séao
extraidas e isoladas 1x108 AT-MSCs a cada 50 mL com aproximadamente 95% de
pureza (106). Lembrando que o procedimento de lipoaspiracdo € um processo
rotineiro na medicina e considerado simples, que propicia a obtencdo de grande
quantidade de tecido adiposo que seria descartado (110, 112, 113). Em grande parte
dos estudos as AT-MSCs séao cultivadas e expandidas em culturas monocamadas
em placas de cultura de plastico contendo meio de cultura e 10% de soro fetal bovino
(106).
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As AT-MSCs apresentam maior capacidade de proliferacdo em cultura
quando comparadas as MSCs derivadas de medula 6ssea. As taxas de proliferagéo
dessas células sao influenciadas e variam de acordo com a idade do doador (quanto
menor a idade melhores as taxas de proliferagdo), o tipo e localizagdo do tecido
adiposo lipoaspirado (tecido adiposo marrom ou branco e subcutédneo ou visceral), o
procedimento de coleta e as condicbes da cultura celular que dependem de

formulagdes diferentes de meios de cultura (106, 114).

As MSCs ainda apresentam algumas caracteristicas que sao muito
importantes na terapia celular e medicina regenerativa, que sao: o efeito paracrino,

imunomodulagéo e o homing celular.

8. Homing Celular - MSCs Homing

Uma das principais caracteristicas que tornam as MSCs muito utilizadas
nas pesquisas em terapia celular € chamada de homing celular. Ele ocorre quando a
vasculatura de um tecido captura as MSCs realizando sua transmigracao através do
endotélio. Mesmo ainda ndo sendo muito bem conhecido, muitos trabalhos vém
demonstrando que este processo de homing das MSCs é muito semelhante ao dos
leucécitos (Figura 5). Em um primeiro momento essas células entram em contato
com as células do endotélio desacelerando o fluxo sanguineo, em um segundo
momento sdo ativadas por receptores acoplados a proteina-G seguido de uma
ativacao dependente de integrina. Apds esse processo as células migram através do
endotélio e da membrana basal subjacente (115-117).

Diferentes tipos de moléculas estdo envolvidas e sdo necessarias nas
diferentes fases deste processo. No primeiro momento estdo envolvidas as
selectinas-P e E, assim como a glicoproteina ligante de selectina-P (PSGL-1),
presentes no endotélio. No homing celular das células endoteliais da medula 6ssea,
o ligante selectina-L/-E (HCELL), uma glicoforma especializada da CD44, € muito
importante para a realizagdo da migracado (116), sendo que muitos estudos tém
observado a interagéo entre essas moléculas no homing das MSCs. Além disso,
muitos estudos vém demonstrando que a interagdo entre essas duas selectinas é
muito importante para a migracdo de leucéticos através da parede endotelial para

locais com injdrias e processos inflamatérios (117).
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Os receptores acoplados a proteina-G também participam do processo de
homing. Um dos receptores mais estudados é o CXCR4-SDF-1 (receptor de
quimiocina tipo-4 e fator derivado de célula estromal-1). Apesar da expressao
desses receptores nas MSCs, que apresentam muitas controvérsias, elas possuem
importante funcao fisioldégica (116). As integrinas (VCAM-1-VLA-4 / molécula de
adesao celular vascular 1 e antigeno 4 tardio) sao importantes no terceiro passo
para o homing celular, pois essas integrinas realizam uma firme adesdo entre as
células e o endotélio, sendo que a inibicdo da integrina 1 (juntamente com a
integrina a4 forma a VLA-4) pode anular o homing das MSCs. Mesmo nao se tendo
consenso de como ocorre todo o processo nas AT-MSCs, um estudo sugere que a
molécula CD24 é um provavel ligante para a selectina-P. No ultimo estagio para a
migracao celular as metaloproteinases (MMP), principalmente as MMP-2 e MMP-9,
tém importante funcdo por degradarem colageno, principal componente da
membrana basal, ajudando assim na migracdo das células através do endotélio
vascular (116-118).

Alguns trabalhos tém estudado alguns fatores que influenciam a migracéo
das MSCs. Herrera et al. 2007, demonstrou a importdncia da CD44 para o
recrutamento das MSCs. O grupo injetou células-tronco mesenquimais da medula
O0ssea CD44++ e CD447”- em camundongos com insuficiéncia renal aguda,
demonstrando a presenga das CD44+* e auséncia das CD”- na microcirculacéo renal
dos animais, sugerindo que a CD44 é muito importante para o recrutamento dessas
células (119). Em outro estudo as células-tronco foram observadas na medula
Ossea, no figado, baco e pulmbes apds algumas injecoes de MSCs. Neste estudo
também foi observado um aumento do homing celular em animais mais jovens apds

as injecbes, com uma diminui¢cdo quando a passagem das células era maior (120).
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Figura 5. Visdo geral dos mecanismos envolvidos no homing celular (117)

As MSCs ainda apresentam capacidade de interagir com o organismo
através de efeito paracrino (interacdo e comunicacao entre células vizinhas) e
imunomodulador (controle das reac¢des imunoldgicas com ajuste ao nivel desejado),
se tornando desta forma células que apresentam grande potencial para fins
experimentais e, em um futuro, como fontes de células-tronco autdlogas de facil
obtencdo e manipulagdo, serdo muito utilizadas na terapia celular e medicina
regenerativa (121, 122). As propriedades de imunomodulagéo e efeito paracrino

serao descritas a seguir.

9. Imunomodulacao e Efeito paracrino das Células-tronco

Desde a identificagdo e descoberta da presenca de células-tronco no
tecido adiposo, ha mais de 40 anos, essas células vém sendo cada vez mais
pesquisadas e utilizadas na medicina regenerativa e engenharia de tecidos (123).
Durante a resposta imune as MSCs se comunicam com o microambiente
inflamatério, sendo que as MSCs expressam um grande numero de moléculas de
superficie celular (integrinas e moléculas de adesédo) que promovem a interacao com

as ceélulas do sistema imune (Figura 6) (124).

Mattar et al. 2015 avaliou a acdo das MSCs sobre os linfocitos T (CD4+
Th1), que sédo as principais células responsaveis por respostas imunes pro-
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inflamatérias e acdo contra distarbios autoimunes especificos. Esse estudo
demonstrou que as MSCs inibem a acdo dessas células (125). Cho et al. 2014
descreveu que as MSCs reduziram a liberagéo de citocinas associadas a Th2 (IL-4 e
IL-5) e aumentaram a secrecao de interferon (IFN-y) e IL-2 derivados de Th1 (126).
Em um ambiente com processo inflamatério, niveis elevados de IFN-y e TNF-a faz
com que as MSCs aumentem a expressao de TGF-B, levando as células Th1 a

expressarem mais IL-10 e assim reduzindo a produgéo de IFN-y (125).

Mattar et al. 2015 ainda relata a acdo das MSCs sobre os linfécitos T
(CD4* Th2), essas que tem papel fundamental na defesa contra parasitas
extracelulares, aumentando a producao de IL-4 anti-inflamatéria pelas células Th2
supostamente através da via PGE2 (125). Em doencas inflamatorias que estédo
associadas com quantidades elevadas de células Th2, como na Doenga de Crohn,
as MSCs inibiram a producao de IL-4 e IL-5 produzidas pelas Th1 e aumentaram
IFN-y e IL-2 que sdo derivadas de Th1, melhorando o processo inflamatério (126,
127). A acdo das células-tronco mesenquimais estromais sobre os linfocitos é
dependente da dosagem de células. Machado e col. 2014, apresentaram um estudo
in vitro demonstrando que quanto maior foi a quantidade de MSCs em cultura de

células maior foi a acdo de inibicao sobre os linfécitos (128).

As MSCs também realizam modulagéo dos linfocitos T citotoxicos (CD8%),
que sao as principais células de acao contra células infectadas por virus e células
tumorais, também tendo papel primordial na resposta autoimune e na rejeicao de
transplantes. A ativacao das células T CD8* é desencadeada quando ha interacao
do receptor de células T com o complexo HLA especifico (125). Os estudos apontam
que as MSCs apresentam capacidade de diminuir a resposta imune das células T
CD8* inibindo sua proliferagdo e maturagéo (126, 129).

O estudo de Chen et al. 2014, relatou que as MSCs induzem o aumento
da secregcdo de IL-10 por mondcitos (CD14*) suprimindo a proliferagdo e
crescimento de células T (130). As MSCs promovem a sobrevivéncia de mondcitos e
induz sua diferenciacao para macréfagos tipo 2 (CD163+ e CD206*) que secretam
IL-10 (131). Também s&o capazes de inibir a fungdo pro-inflamatéria dos
macréfagos e das células dendriticas, fazendo com que essas células apresentem

uma resposta mais imunossupressora (125).
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Figura 6. Imunomodulagao das células do sistema imune através da agao das AT-MSCs (124)

As MSCs também tem efeito sobre a proliferagdo dos linfécitos B,

suprimindo a diferenciagdo em plasmoécitos (132). Essas células inibem as
propriedades quimiotaticas dos linfocitos B interferindo nos receptores quimiotaticos
(CXCR4/CXCR5/CXCR12). Esse efeito sobre os linfécitos também foi demonstrado
em estudo in vivo, onde foram capazes de suprimir os antigenos especificos IgG1 e
IgM em camundongos imunizados com antigenos de células T dependentes e

independentes (128).

Quanto a angiogénese sabemos que ela é peca fundamental no processo
de cicatrizagcdo e que as MSCs secretam fatores de crescimento e através do
contato célula-célula conduzem o processo de angiogénese na reparagao tecidual.
Malhotra et al. 2016 demonstra em seu trabalho a capacidade dessas células de
liberar VEGF ajudando no processo angiogénico tanto in vitro quanto in vivo (122).

Na fase inflamatéria do processo de reparo a acdo das MSCs aumenta a
producéo de fatores anti-inflamatérios como as Interleucinas IL-10, IL-4 e TGF-B;
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ajudam ainda na producao local de proé-inflamatérios como IFN-y e TNF-a. Isso
auxilia que o processo de reparo passe para a préxima fase sem se tornar uma
ferida crénica. As MSCs secretam fatores de crescimento como EGF, IGF, HGF e
VEGF, que auxiliam nesse processo, apresentando ainda a capacidade de

influenciar outras células do microambiente melhorando todo o processo (122).

Mesmo com o aumento do numero de estudos que utilizam MSCs em
medicina regenerativa e 0 avango nas pesquisas, ainda ndo se sabe todos os
mecanismos envolvidos na imunossupressao causada pelas MSCs, em terapias
regenerativas. Sabe-se que essas células tém a capacidade de induzir a acédo de
imunossupressao no microambiente onde estdo, e isso pode estar relacionado pela
falta de imunogenicidade deste tipo de célula (Tabela 3). A principal molécula soluvel
envolvida nesse processo € a HLA-G5, um antigeno das classes HLA-1, que é
liberado apds contato das MSCs com as células T. Assim HLA-G5 inibe a lise das
MSCs alogénicas que seria mediada pelas células natural killer (NK), bem como a

secrecao de IFN-y por estas células (128).

EFEITO IMUNOMODULATORIO DAS MSCS MECANISMOS

INIBICAO DA PROLIFERACAO DE 1. IDO
LINFOCITOS 2. Oxido nitrico (ON)
INDUCAO DA ANERGIA DE LINFOCITOS T Mediada por fatores soliveis e pelo contato célula-
célula
INDUCAO DA APOPTOSE DE LINFOCITOS T 1. IDO e IFN-y
2. Mecanismo independente HLA-G
INDUCAO DAS CELULAS T REGULADORAS | Mediada por fatores soliveis e pelo contato célula-

(CD4* CD25%) célula
MODULACAO DAS CELULAS 1. Regulacdo descendente da expressdo de
APRESENTADORAS DE ANTIGENOS MHC-II

2. Diminui¢do da secrecio de IFN-y, TNF-q,
IL-2eIL-12

Tabela 3. Mecanismos e fungdes de imunossupressdo mediadas pelas MSCs. Adaptada de
Abumarre et al. 2012 (133).

Matthay et al. 2017 e Krasnodembskaya et al. 2010, ainda demonstram
que as MSCs podem apresentar propriedades antimicrobianas com a liberagdo de
fatores soluveis, através de acao direta ou indireta. Em um estudo em camundongos

com pneumonia (E. coli) foi demonstrado que as MSCs liberam proteinas e
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peptideos como o LL-37 (cathelicidin — peptideo antimicrobiano de amplo espectro
encontrado em humanos) e o lipocalin-2, levando a uma exclusdo das bactérias.
Outro mecanismo de acdo microbiana dessas células inclui o catabolismo do
tryptophan pela indolamina 2,3-dioxigenase (134, 135).

Outras propriedades pré-regenerativa das MSCs sdo a acao anti-oxidativa
e o efeito anti-apoptético que leva a uma diminuicdo da gravidade da lesdo. Uma
grande variedade de fatores secretados por essas células sdo responsaveis por
esses efeitos, sdo eles: fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatécito (HGF),

fator de crescimento nervoso (NGF) e neurotrofin-3 (NTF3) (134).

10.Vias e proteinas estudadas

A. Metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 / MMP-9)

As metaloproteinases (MMPs) da matriz sdo constituidas por um grupo de
enzimas que tem como principal fungdo a degradacdo dos componentes da MEC e
das membranas basais. Hoje s&o conhecidos mais de 20 tipos de MMP que sao
classificadas em 5 grupos (Tabela 4) de acordo com sua especificidade
(colagenases, gelatinases, estromelisinas, tipo-membrana e outros). As MMPs
degradam as macromoléculas da matriz, principalmente o colageno, a fibronectina, a

laminina e a proteoglicana (136-138)

As MMPs necessitam da presenca de zinco (Zn**) para realizarem suas
fungdes de degradacdo. Elas sdo produzidas principalmente pelos leucécitos,
mondcitos, macréfagos, fibroblastos e por células mesenquimais. Essas células
respondem a presenca de alguns fatores de crescimento (IL-1, TNF-a e TGF-a),
liberando as MMPs para o meio extracelular. Sua atividade €& controlada por
inibidores teciduais especificos, chamados de TIMPs. As TIMPs regulam o nivel de
ativacdo das MMPs, sendo muito importante para manter um equilibrio e assim
manter a homeostase da MEC (136, 137). As MMPs estudadas neste trabalho foram
a MMP-2 e MMP-9, estas que sao classificadas como gelatinases.
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Nuamero Enzima Substrato especifico
MMP-2 Gelatinase A Pr6-MMP-9 e fibronectina
MMP-9 Gelatinase B Gelatin, fibronectina, elastina, coldgeno IV, V, VII, X e

coldgeno I desnaturado

MMP-3 Estromelisina-1 Fibronectina, laminina, elastina, proteoglicana, coldgeno VI,
V, IX, X, Pr6-MMPs -1, -7, -8, -9, -13

MMP-10 Estromelisina-2 Fibronectina, laminina, elastina, proteoglicana, colageno IV,
V,IX, X
MMP-7 Matrilisina Fibronectina, elastina, coldgeno IV
MMP-12 Metaloelastase Elastina
MMP-1 Colagenase Pr6-MMP-9
MMP-8 Neutrofil colagenase ~ Coldgeno helicoidal
MMP-13 Colagenase-3 Colageno helicoidal

Tabela 4. Principais MMPs de matriz e seus substratos especificos (136).

B. Receptores do tipo Toll-Like (TLR2 e TLR4)

Os receptores de membrana Toll-like (TLR) sao proteinas que
desempenham papel importante no reconhecimento de patégenos, além de gerar
sinais para a producdo de citocinas proé-inflamatérias. Em humanos, hoje, temos
identificados e classificados 10 tipos de TLR exercendo papel importante nos
sistemas de imunidade inata e adquirida (139, 140).

Os TLRs estdo presentes nos macrofagos, células dendriticas e nos
neutrofilos exercendo o papel de reconhecimento dos padrbées moleculares
associados a patégenos (PAMP). Alguns TLRs estdo presentes na membrana
celular e outros estao localizados no espaco intracelular. O TLR 4, estudado neste
trabalho, € de membrana celular (139, 140).

Ap6s a ativacdo da via TLR muitas citocinas, principalmente as
interleucinas, sao liberadas agindo no organismo no combate dos microorganismos.
Um equilibrio entre a ativagdo e inativacdo dos receptores se faz necessaria para

evitar uma resposta inflamatéria excessiva. Algumas doencas crénicas inflamatérias
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e autoimunes apresentam falta do equilibrio entre ativacdo e inativagdo dos
receptores TLR. Uma pequena ativagcao dos receptores TLR pode levar a uma
grande susceptibilidade a patdgenos, enquanto uma alta ativacdo geralmente esta
relacionada com doengas autoimunes (139, 140).

C. Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

A formacao da rede vascular normal no organismo humano ainda é pouco
entendida, acreditando-se que para a formacao da rede vascular hd a secrecao
balanceada e equilibrada de fatores por diversas moléculas. Essas moléculas
incluem principalmente as citocinas da familia VPF/VEGF — fator de permeabilidade
vascular/fator de crescimento endotelial vascular (43).

As citocinas chamadas de VEGF ainda sédo responsaveis pela formacéao
de novos vasos sanguineos em resposta a ferimentos, tumores, processos
inflamatoérios crénicos, entre outros estimulos patolégicos. Muitas vezes os vasos
sanguineos formados podem apresentar algumas alteragdes em relacdo a sua

organizagao celular, estrutura e fungéo (43).

O VEGF é membro de uma familia de citocinas que exercem diversas
funcdes na angiogénese fisioldgica e patolégica. A familia VPF/VEGF pertence ao
grupo de glicoproteinas diméricas e é constituida do VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e VEGF-F, além do fator de crescimento placentario (PGF). De
todos estes, o VEGF-A, é o mais estudado e compreendido. Sua ativacao
desencadeia diversas vias de sinalizacdo intracelular que agem na proliferacao,
migracado, diferenciagdo, sobrevivéncia e mitogénese das células endoteliais (141,
142).

A inducado da angiogénese ocorre através da atuacao direta do VEGF nas
células endoteliais. O VEGF se liga e ativa os receptores de membrana pertencentes
a familia de receptores tirosina quinase iniciando e ativando as vias que resultam na

inducado da angiogénese (141)
D. Colagenos: Tipo | e Tipo Il

O coladgeno é a proteina fibrosa mais importante da constituigdo dos
tecidos conjuntivos. A familia de colagenos é composta por 27 proteinas isoformas
gue contém cadeias peptidicas dos aminoéacidos glicina (33,5%), lisina, prolina
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(12%), hidroxilisina, hidroxiprolina (10%) e alanina. Essas cadeias sao as
responsaveis pela formacao das fibras de colageno que proporcionam elasticidade e
resisténcia. Como principal fungéo, as fibras de colageno ajudam na fixacdo de
células na matriz extracelular contribuindo para sua integridade estrutural (143, 144).

O colageno é formado durante o desenvolvimento embrionario e também
através de processos de regeneracao e reparo tecidual. As moléculas de colageno
sédo secretadas por fibroblastos (células do tecido conjuntivo) na forma soluvel de
procolageno, formado de peptideos globulares de nitrogénio (N-) e carbono (C-)
terminais. O procolageno € secretado dentro de vesiculas formadas pelo complexo
de Golgi e em seguida é secretado na matriz extracelular. Na matriz, com a acao
das N- e C-peptases, hd a clivagem das duas estruturas globulares iniciando o

processo de fibrilogénese (producdo de colageno) (143, 145).

A producdo e biossintese de colageno ocorre em varias etapas no
organismo, sendo que para ser renovado ha a necessidade inicial da degradagdo do
colageno para que em seguida se inicie a sintese de um novo. Devido ao grande
namero de etapas envolvidas na sintese de colageno erros podem acontecer, sejam

por falhas enzimaticas ou processos patoldgicos (144).

Neste trabalho foram estudados os colagenos fibrilares tipo | e tipo I, que
variam em sua composicao e distribuicdo de aminoacidos dentro do organismo. O
colageno tipo | é o mais comum e o0 mais estudado, sendo a principal proteina
estrutural da pele, tenddo e osso (145). Na regido da lesdo, fistula, espera-se
encontrar, nos primeiros dias do processo de cicatrizagao, mais colageno tipo Il com
uma transicao gradual do colageno tipo Ill para o colageno tipo | com o0 aumento dos
dias de cicatrizagao.

E. Interleucina-6

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina que pertence a uma classe de
pequenas proteinas que estdo relacionadas com a proliferacdo e diferenciacéo
celular, sobrevivéncia e apoptose celular. A IL-6 esta envolvida na resposta imune
de fase aguda, atuando ao mesmo tempo com acado pré-inflamatéria e anti-
inflamatoria. Essa citocina é produzida por varios tipos celulares como, fibroblastos,
mondécitos, macréfagos e células tumorais sendo sua producdo regulada pela
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prostaglandina E2 (PGE2) e pelo fator de crescimento transformados beta (TGF-8)
(146).

A IL-6 pertence a uma familia de proteinas que utiliza a GP130, proteina
de transducdo de sinal. A IL-6 se liga ao seu receptor (IL-6R) formando um
complexo que esta associado a GP130. Existem dois tipos de receptores (IL-6R)
para a IL-6, o receptor ligado a membrana e o soluvel (mIL-6R e sIL-6R
respectivamente). O primeiro é ativado pela via classica, ja o segundo é o
responsavel pela ativagao via trans-sinalizacao (Figura 7) (147). O receptor slL-6R
pode ser encontrado em todos os biofluidos do corpo, enquanto o mIL-6R s é
encontrado em hepatécitos e alguns leucécitos (146).

A) Classical B) Trans-signaling

IL—8° /_\/ IL-6 /W

Figura 7. Caracteristicas da via classica e via trans-sinalizagao. A) A via classica leva a ativagao das
vias JAK/STAT, AKT e MAPK alterando a transcricdo. A liberacdo de citocinas leva a uma inibigcdo do
feedback através de SOCS. B) Na trans-sinalizacdo ocorre uma maior sinalizacao da via JAK/STAT
em relacdo a MAPK através da supressao de SOCS. A falta de um feedback causando um aumento
da ativacdo de JAK/STAT leva a uma maior transcricdo das citocinas e um estado pré-inflamatério.
Adaptado de Georgia et al. (147).

F. Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

O TNF-a, citocina pré-inflamatéria Th1, tem como principal papel no
organismo promover resposta imune e inflamatéria através do recrutamento de
mondcitos e neutrdéfilos para o local da lesédo/infeccéo. Ele é produzido por linfécitos,

mondcitos ou macréfagos ativados, que tem como principal estimulo a presenca de
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lipopolissacarideos que sdo encontrados nas membranas das bactérias gram
negativas. A partir dai o TNF-a produzido se liga aos receptores especificos, TNF-R

| e Il, para realizar no organismo seus efeitos bioldgicos (148, 149).

Pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que irdo determinar o efeito e
acao dominante do TNF-a no organismo. Em baixas concentragbes, o TNF-a age
nas células endoteliais ocasionando vasodilatacdo e estimulando a secrecao de
quimiocinas que atraem leucdcitos gerando um processo inflamatério local,
possibilitando desta forma um combate a focos infecciosos (148). Outra agao do

TNF-a no organismo é desencadear o processo de apoptose celular (150).

Por participar ativamente do processo de inflamacdo em locais de
infeccdo, o TNF-a e as citocinas da familia TNF-a e seus inibidores, vem sendo

muito estudados e utilizados na terapia de doengas autoimunes e no cancer (150).

Assim, € de grande importancia a avaliagdo de todas as vias e proteinas
aqui citadas para um melhor entendimento do processo de cicatrizagdo das fistulas
enterocutdneas quando tratadas com fios de sutura com células-tronco
mesenquimais aderidas. Um melhor entendimento do processo de reparo tecidual se

faz necessério para que novas abordagens terapéuticas sejam desenvolvidas.
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OBJETIVOS

Este estudo tem como principal objetivo avaliar e compreender, do ponto
de vista celular e molecular, como o0 processo de cicatrizacdo de fistulas
enterocutaneas, em modelo animal, ocorreu apos o tratamento das feridas com fios

de sutura contendo células-tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter e caracterizar as AT-MSCs para garantir que as células utilizadas neste
estudo realmente sao células-tronco mesenquimais estromais;

2. Estabelecer protocolos de imunohistoquimica e determinar os anticorpos que
participam do processo de cicatrizagao para avaliar como ocorreu 0 processo
de cicatrizagdo das fistulas enterocutaneas em modelo animal;

3. Avaliar através de testes de imunohistoquimica, como se deu a cicatrizacdo
das fistulas enterocutaneas em modelo animal, com o tratamento utilizando

fios de sutura enriquecidos com AT-MSCs.
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MATERIAL E METODOS

1. Fontes de obtencao de AT-MSCs

As células-tronco mesenquimais estromais (AT-MSC) foram obtidas de
tecido adiposo humano de pacientes higidos submetidos a cirurgia de lipoaspiragéo
estética, sob anestesia geral. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Unicamp e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (ANEXO 1 - processo CEP-N° 839/2008) foi aplicado a todos os pacientes
submetidos a lipoaspiracdo que tenham concordado com a doagdo. Foram
selecionados pacientes entre 20 e 50 anos e excluidos os pacientes diabéticos e
hipertensos.

2. Extracao de AT-MSCs
O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com PBS (phosphate-

buffered saline) para remover traves de tecido conjuntivo e hemacias. Para cada
10mL de tecido, a proporcdo das substancias para o tampao de digestao foi de:
20mg de colagenase tipo 1A, 200mg de albumina sérica bovina (BSA), 20ml de D-
MEM Low Glucose e 10ul de gentamicina. A mistura foi adicionada ao tecido e
tratada em banho-maria a 37°C por 30 minutos, agitando-se o recipiente a cada 5
minutos. Apds a digestdo completa do tecido, a reacao 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 de células re-suspenso em 10mL de D-MEM
Low Glucose com 10% do volume de FBS. O meio de cultura foi trocado apés 24
horas e a cada 3 dias consecutivamente, até que as células aderidas ao plastico
atingissem a confluéncia de 70 a 80% da superficie da garrafa de cultura. As células
foram entéo tripsinizadas [tripsina 0,005% e 1TmM de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA)], retiradas da garrafa e colocadas em outras duas garrafas (processo
denominado passagem celular) até chegar na 42 passagem da cultura, quando as
células foram utilizadas para os demais métodos do trabalho (Figura 8).
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Figura 8. Obtencgao de células-tronco mesenquimais estromais a partir de tecido adiposo (151).

3. Caracterizacao das AT-MSCs

Toda a caracterizacdo das AT-MSCs utilizadas neste estudo
[diferenciagdo mesodérmica in vitro (linhagens adipogénica, condrogénica e
osteogénica)], imunofenotipagem através de citometria de fluxo, analise citoquimica
das AT-MSCs diferenciadas, imunocitoquimica e microscopia confocal, citogenética
e atividade da enzima telomerase) foram realizadas em estudo anterior de
dissertacao de mestrado e ja publicados no artigo “Mesenchymal stromal cells from
adipose tissue attached to suture material enhance the closure of enterocutaneous
fistulas in a rat model” publicado em 2014 e anexado no final desta tese (Anexo 3)
(152).

4. Adesao das células-tronco mesenquimais de tecido adiposo nos fios de
sutura

Foram utilizados fios de sutura 4-0 Poly Vicryl J-304 Poliglactina 910.
Para ajudar na fixagdo das células-tronco mesenquimais de tecido adiposo nos fios
de sutura foi utilizada cola de fibrina (fabricacao prépria). A preparagao da cola de
fibrina teve as seguintes propor¢des: 20ul de fibrinogénio, 30uL de trombina e 10uL
de cloreto de calcio para cada fio. Apds a preparacdo da cola de fibrina, os fios de
sutura foram abertos dentro do fluxo laminar e colocados em placas para cultivo
celular. Em seguida foram gotejadas 1x10% AT-MSCs em cima de cada fio de sutura
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e logo em seguida foi adicionada a cola de fibrina ao longo de toda a extensdo do
fio. Ap6s a execucado de todo este procedimento adicionamos 25mL de meio de
cultura DMEM baixa concentracdo de glicose mais 10% do volume de soro fetal
bovino (FBS) para o crescimento das células. A fixagao e proliferagao celular foram
observadas apés 24 horas.

5. Procedimento animal - fistula cecal

A. Grupo experimental

Todos os procedimentos utilizados neste estudo estdo de acordo com 0s
“Principios éticos na experimentacdo animal” e foram aprovados pelo
CEUA/Unicamp (protocolo n® 3293-1) (Anexo 2). Neste estudo foram utilizados
animais da espécie Rattus novergicus albinus, cepa Wistar (25 animais), com 10
semanas de vida do sexo masculino. A colénia de ratos Wistar foi monitorada pela
Secao de Qualidade Sanitaria do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da
UNICAMP descritas por Gilioli et al, 2000 e Gilioli, R., 2003 (153, 154). Apés a
cirurgia e aplicagao dos fios de sutura com células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo aderidas, os animais foram mantidos sob condicbes assépticas pré-
determinadas pelo Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP.

Os animais foram divididos em 3 grupos: Grupo controle (GC — 5 animais),
Grupo fistula sem AT-MSCs (GF — 5 animais) e Grupo fistula com AT-MSCs (GF/AT-
MSCs — 15 animais). O GC nao sofreu nenhum tipo de lesao e foi sacrificado com 21
dias. No GF o fio de sutura utilizado para formar a fistula foi um fio de sutura sem
adesao de AT-MSCs, sendo este grupo acompanhado e sacrificado com 21 dias. Ja
no GF/AT-MSCs o fio de sutura utilizado para formar a fistula continha 1x10% AT-
MSCs aderidas. Este grupo foi subdividido em grupos de 7, 14 e 21 dias (5 animais
em cada), dias em que os animais foram sacrificados (Figura 9). Essa divisao foi
realizada para acompanhar como ocorreu a cicatrizagcdo nas diferentes fases deste

processo.

B. Anestesias

Os animais foram anestesiados com Ketamina (80mg/kg) e Xylazina (10
mg/kg), diluido em PBS, via intraperitoneal, na cirurgia para a formagéo da fistula.
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Para realizar a eutanasia dos animais foi utilizada camara de CO? para todos os

grupos.

C. Procedimento cirurgico

O procedimento cirurgico foi realizado segundo protocolo desenvolvido
pelo mesmo grupo de pesquisa em estudo anterior (152). Apds serem 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 5mm na borda antimesentérica. Apés a abertura do
ceco foram dados quatro pontos com fio de sutura (4-0 Poly Vicryl J-304 Poliglactina
910) com AT-MSCs aderidas da borda antimesentérica com a pele, formando a

fistula.
GC GF GF/AT-MSCs ' GF/AT-MS5Cs GF/AT-MSCs
I | 7 dias 14 dias 21 dias
Sem les3o Fistulacecal —fiode  Fistula cecal - fio de Fistula cecal - fio de Fistula cecal - fio de

sutura sem AT-MSCs  sutura com AT-MSCs sutura com AT-MS5Cs sutura com AT-MS5Cs

l l l l l

Eutandsia 21 dias Eutandsia 21 dias Eutanasia 07 dias Eutandsia 14 dias Eutanasia 21 dias

Figura 9. Desenho experimental do grupo animal.

6. Preparacao do material histologico

Coleta das amostras: Nos dias em que os animais foram sacrificados os

segmentos de ceco e pele, onde houve a formacao da fistula, foram removidos
através de necropsia do animal. As pegas foram clivadas (para a redugao de seu
tamanho e assim permitir a penetracdo mais facil do fixador) e ficaram com

tamanhos em torno de 8mm.

Fixacdo: Apéds a coleta das amostras, essas foram colocadas diretamente
no fixador Bouin e deixadas por doze horas. Apds este periodo as pecas passaram
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por pelo menos 10 lavagens com alcool 70% para a retirada do acido picrico
presente no Bouin e que danifica o tecido.
Desidratacdo: As amostras foram colocadas em alcool 80%, alcool 100%

l, alcool 100% Il, alcool 100% Il e &lcool 100% IV por 30 minutos, nesta ordem.

Diafanizacdo: Ap6s a desidratacdo as amostras foram colocadas em
alcool/xilol por 15 minutos e em xilol 1, xilol 1l e xilol/parafina por 30 minutos, nesta
ordem.

Inclus&o: Antes de se iniciar o processo de inclusdo das pecgas, os moldes
foram colocados na estufa (60°C) para estarem quentes no momento da inclusao. As
pecas foram entdo colocadas em parafina | e parafina Il por 1 hora, nesta ordem.
Apls esta etapa o molde foi retirado da estufa (um de cada vez) e foi colocado
parafina; a posicao da peca foi ajustada dentro do molde e este foi logo em seguida
colocado na placa resfriadora até que o molde com a peca esfriasse completamente.

Microtomia: Foram realizados cortes de 5 micrometros de espessura em
micrétomo Leica rotativo automatizado (RM2255). Apds a realizacdo dos cortes as
laminas ficaram em estufa (37°C) durante 48 horas.

7. Andlise Histopatolégica — Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Antes do processo de coloragdo, as laminas foram colocadas na estufa
(60°C) durante 1 hora e 30 minutos para a desparafinizacdo. Apds esta etapa as
laminas passaram pelo processo de hidratagédo: Xilol | — 10 minutos, Xilol 1l — 10
minutos, Xilol/Alcool — 5 minutos, Alcool absoluto — 5 minutos, Alcool 80% - 5

minutos, Alcool 70% - 5 minutos e 4gua — 5 minutos.

Concluida a hidratacdo as laminas foram colocadas no corante
Hematoxilina de Harris por 1 minuto e logo apo6s foram deixadas em agua corrente
durante 10 minutos. As laminas foram colocadas no corante Eosina Alcodlica
durante 1 minuto e em seguida foi realizada a desidratacdo: Alcool 80% - 5 minutos,
Alcool 95% - 5 minutos, Alcool 95% - 5 minutos, Alcool absoluto | — 5 minutos, Alcool
absoluto Il - 5 minutos, Xilol | — 5 minutos e Xilol Il — 5 minutos.

Com a finalizacao desta etapa foi realizada a montagem das laminas. Em
cada lamina foi adicionado uma gota de Entellan (Merk) sobre o corte e a laminula
foi posicionada para completar a montagem das laminas, que ficaram 3 dias em
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temperatura ambiente para secar e estarem prontas para a visualizagdo no
microscépio.

A andlise histopatoldégica (HE) foi realizada em todos os 3 grupos
descritos acima (7, 14 e 21 dias) e também no grupo fistula (GF), onde foi realizada
a mesma cirurgia para formagédo da fistula no animal, com a diferenca do fio de
sutura utilizado ser um fio de sutura convencional, sem a adesao de AT-MSCs. Esse
grupo foi acompanhado por 21 dias onde foi sacrificado e teve as pegas coletadas
para realizacao das técnicas histolégicas.

8. Preparacao das laminas para imunohistoquimica

Amostras do ceco de todos os animais de cada grupo experimental (n=5
animais por grupo), as mesmas utilizadas para as analises histopatoldgicas, foram
utilizadas para imunohistoquimica. Foram obtidos cortes com 5um de espessura no
micrétomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz, Mainz, Alemanha),
coletados em laminas silanizadas. A recuperacdo antigénica foi realizada por
incubagéo dos cortes no tampéo citrato (Antigen Retreival Buffer) pH=6,0 a 95°C em
panela a vapor. As laminas foram colocadas no tampéao a 95°C e deixadas por 30
minutos para que ocorresse a recuperacao antigénica. Ap6s esse periodo as
laminas foram deixadas 5 minutos em temperatura ambiente e houve a troca do
tamp&o por agua destilada. Os cortes foram secos ao redor e circundados com
caneta hidrofébica. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi obtido através da
aplicacao do bloqueador de peroxidase por 10 minutos e 5 minutos seguidamente.
Apés o bloqueio as laminas foram lavadas trés vezes com TBS-T (Tris-buffered
saline, 0.1% Tween 20) por 5 minutos cada vez. O bloqueio de proteinas
inespecificas ocorreu com BSA 3% durante 1 hora. Posteriormente, os antigenos
MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1A1, VEGF-A, TLR-4, TNF-a e IL-6 foram localizados
através dos anticorpos primarios especificos (Tabela 5), diluidos em BSA 1% e
armazenados overnight a 4°C. Apds esse periodo os cortes foram lavados trés
vezes com TBS-T por 5 minutos cada lavagem. O kit Advance™ HRP (Dako
Cytomation Inc., EUA) foi usado para deteccao dos antigenos de acordo com as
instrucbes do fabricante. Apds lavagem com tampdo TBS-T, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario HRP conjugado proveniente do kit Advance™

HRP por 40 minutos e, posteriormente foram lavados novamente por trés vezes com
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TBS-T por 5 minutos cada lavagem. Os cortes foram revelados com
diaminobenzidina (DAB), lavados com agua destilada com a ajuda de pipeta Pasteur
e contra corados com Hematoxilina de Harris por 10 segundos. Em seguida as
laminas foram lavadas com agua destilada por 5 minutos e passaram pelo processo
de desidratacdo, onde passaram pelas etapas de: alcool 70% - 5 minutos, alcool
absoluto | — 5 minutos, alcool absoluto Il — 5 minutos, xilol | — 5 minutos, xilol Il = 5
minutos. Para finalizar foi instilado algumas gotas de Entellan (Merk, Alemanha)
sobre a lamina para fixacdo da laminula. As laminas foram avaliadas no

fotomicroscopio DM2500 (Leica, Munique, Alemanha).

Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antigenos, a
porcentagem de células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular positivos foi
examinada em trés campos para cada anticorpo com aumento de 400x utilizando o
software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/) A intensidade da marcacgao foi graduada
em uma escala de 0-3, e expressa como 0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de
células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular positivos; 1 (fraca
imunorreatividade), 1-35% de células e/ ou elementos fibrilares da matriz
extracelular positivos; 2 (moderada imunorreatividade), 36-70% de células e/ ou
elementos fibrilares da matriz extracelular positivos; 3 (intensa imunorreatividade),
>70% de células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular positivos
(modificado de Garcia et al., 2016) (155).

Anticorpos Primarios Espécie hospedeira Codigo Fonte
MMP-2 Camundongo (monoclonal) gtx30147 GeneTex, EUA
MMP-9 Coelho (policlonal) ab38898 abcam, EUA
COL3A1 Coelho (policlonal) sc-28888 Santa Cruz, EUA
COLA1 Camundongo (monoclonal) sc-293182 Santa Cruz, EUA
VEGF Camundongo (monoclonal) sc-53462 Santa Cruz, EUA
TLR4 Camundongo (monoclonal) sc-293072 Santa Cruz, EUA
TNF-a Bode (policlonal) sc-1350 Santa Cruz, EUA
IL-6 Coelho (policlonal) sc-1265 Santa Cruz, EUA

Tabela 5: Caracteristicas dos Anticorpos Primarios para Imunomarcacgéo.
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9. Analises Estatisticas

As analises imunohistoquimicas para os diferentes antigenos foram
avaliadas através do teste de proporcado. Para essas analises, erro tipo-I de 5% foi

considerado estatisticamente significante.
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RESULTADOS

1. Avaliacao do processo de cicatrizacao por imagem (ImagedJ)

A avaliacao do processo de cicatrizacao por imagem foi realizada em
trabalho anterior, dissertagcdo de mestrado e em artigo publicado (Anexo 3) (152),
onde foram avaliados a cicatriza¢ao visual e por imagem de fistulas do ceco com a
pele em animais divididos em trés grupos: Grupo controle — sem tratamento, Grupo
injecdo de células — foram injetadas 1x108 AT-MSCs ao redor da fistula e Grupo fio +
células — o fio de sutura utilizado para simular a ferida continha 1x108 AT-MSCs
aderidas. Todos os grupos foram acompanhados por 21 dias.

No Grupo controle (Figura 10) nenhum dos animais teve o fechamento por
completo da fistula, com débito médio de fezes (entre 200mL e 500mL/dia). No 21°
dia a média de fechamento e recuperagdo da fistula, avaliando-se a area inicial
(mm?) menos a area final (mm?), foi de 46,54%. Nenhum tipo de tratamento foi
realizado com o grupo controle.

No grupo injegdo de células (Figura 11) todos os animais tiveram uma
recuperacdo e um tempo de fechamento da area da fistula (mm?) melhor
comparados ao grupo controle. No 21¢ dia a média de fechamento e recuperacdo da
fistula, avaliando-se a area inicial (mm?) menos a area final (mm?), foi de 71,80%.

Por fim, no grupo fistula + células (Figura 12) no 15° dia a maioria dos
animais ja ndo apresentava débito de fezes e estavam com a cicatrizacdo bem
avancada. No 21° dia a média de fechamento e recuperacao da fistula, avaliando-se
a area inicial (mm?2) menos a area final (mm?), foi de 90,34%.

A analise estatistica comprovou que os grupos injecao e fio + célula tiveram
uma evolugdo da area da fistula (mm?) melhor que o grupo controle (p<0,05).
Observamos que no Gréfico 1 a area da fistula (mm?) do grupo sutura (vermelho)
tem um decréscimo significante logo no terceiro dia, diminuindo progressivamente

ao longo dos dias.
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Figura 10. Grupo controle. A: 1° dia da formacao da fistula. Observa-se a formagao da fistula. B:
212 dia. A cicatrizagao da fistula ndo ocorreu. A regiao estava com alto débito de fezes.

Figura 11. Grupo injecao de células. Legenda: A: 1° dia da formagéo da fistula. B: 212 dia ap6s a
formagao da fistula. Nota-se que houve cicatrizagao no local da fistula.

Figura 12. Grupo fio de sutura com células aderidas. Legenda: A: 12 dia da formagéo da fistula.
B: 21° dia apds a formagao da fistula. A cicatrizagéo da fistula foi total. O circulo demonstra a area
onde estava a fistula.
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Grafico 1. Comparacao da evolucdo da area da fistula nos 3 grupos durante 21 dias (152).
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2. Analise histopatoldgica — Coloracao HE
A mucosa do ceco dos animais do grupo controle foi constituida por

epitélio cilindrico simples com células caliciformes, sobre uma lamina propria de
tecido conjuntivo frouxo, contendo criptas de Lieberkiihn (glandulas intestinais)
(Figuras 13a, 13b, 13c). A submucosa foi formada por tecido conjuntivo fibroelastico
rico em fibras colagenas (Figuras 13a, 13b, 13c). A camada muscular foi formada
por tunicas de musculo liso, uma circular interna e outra longitudinal externa
(Figuras 13a, 13b, 13c). Os processos de angiogénese e colagenizacdo foram
discretos nos animais do grupo Controle, enquanto que os processos inflamatérios e

reacao gigantocelular foram ausentes (Tabela 6).

A fistula na regidao do ceco (GF) foi caracterizada por quebra da
arquitetbnica do alinhamento vertical das glandulas intestinais (padrdo conhecido
como tubo de ensaio). As glandulas apresentaram formatos irregulares e foram
separadas por linfécitos e plasmocitos da l1amina prépria expandida (Figuras 13d,
13e, 13f). Os processos de angiogénese e colagenizagdo foram discretos nos
animais desse grupo, enquanto que o processo inflamatério foi moderado e se
localizou na submucosa e entre as glandulas intestinais (Figuras 13d, 13e, 13f;

Tabela 6). A reacéo gigantocelular foi ausente nos animais desse grupo (Tabela 6).
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Os animais tratados cirurgicamente com fio de sutura recoberto com AT-
MSCs apéds 7 e 14 dias apresentaram melhor arranjo arquiteténico e formatos mais
regulares das glandulas intestinais, sendo mais evidentes no grupo 14 dias em
relagdo ao grupo 7 dias (Figuras 13g, 13h, 13i, 13j, 13k, 13l). O processo
inflamatério foi intenso nos grupos 7 e 14 dias, localizando-se predominantemente
na regiao submucosa. Entre as glandulas intestinais, o processo inflamatério foi
reduzido, principalmente, no grupo 14 dias (Figuras 13h, 13i, 13k, 13I; Tabela 6). O
processo de angiogénese foi intenso nos animais dos grupos 7 e 14 dias (Figuras
13h, 13k; Tabela 6). A colagenizacdo foi moderada no grupo 7 dias e intensa no
grupo 14 dias (Figuras 13g, 13h, 13i, 13j, 13k, 13l; Tabela 6). A reacéao
gigantocelular foi moderada tanto nos animais do grupo 7 dias quanto no grupo 14
dias (Tabela 6).

Os animais tratados cirurgicamente com fio de sutura recoberto com AT-
MSCs apos 21 dias apresentaram melhor recuperacao histologica, assemelhando-se
ao grupo Controle (Figuras 13, 13n, 130). As glandulas intestinais apresentaram
formato caracteristico com alinhamento vertical. Nao foram evidenciados infiltrados
inflamatérios entre as glandulas (Figuras 13m, 13n, 130). Os processos
angiogénicos e inflamatérios foram discretos, enquanto que a colagenizagédo foi
intensa nos animais desse grupo (Figuras 13m, 13n, 130; Tabela 6). A reacao

gigantocelular foi ausente (Tabela 6).



66

Tabela 6. Valores Médios da avaliagdo da angiogénese, presenca de infiltrado inflamatério, reagao
gigantocelular e colagenizagao no ceco dos animais do grupo Controle e nas regides da fistula dos
animais tratados com fio de sutura contendo AMSCs nos diferentes tempos (7, 14 e 21 dias).

GruDoS Angiogénese Infiltrado Reacao Colagenizacao
P Inflamatoério Gigantocelular
Controle 1 0 0 1
Fistula 1 2 0 1
7 dias 3 3 2 2
14 dias 3 3 2 3
21 dias 1 1 0 3

Parametros: angiogénese, infiltrado inflamatério, reagéo gigantocelular tipo corpo estranho ao redor
do fio de sutura e colagenizacdo foram graduados de 1 a 4, sendo: ausente - 0O; discreto - 1;

moderado - 2; acentuado - 3.



67

14 digu_

21 dias

Figura 13. Andlise histopatolégica (coloragdo HE) dos grupos controle (a, b e c¢), fistula (d, e, f), 7 dias
(9, h ei), 14 dias (j, k e I) e 21 dias (m, n e 0). G = glandula intestinal / S = submucosa / Bv = vaso
sanguineo / Mm = muscular da mucosa / Ci = camada muscular circular interna / Le = camada

muscular longitudinal externa / * = reag6es inflamatérias.
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3. Imunomarcacao dos Antigenos: MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1, VEGF,
TNF-a e IL-6
As imunomarcacbes para MMP-2 foram significativamente intensas no
grupo 7 dias, moderadas no grupo 14 dias e fracas nos grupos 21 dias e Controle
(Figuras 14a, 14e, 14i, 14m; Tabela 7). Intensas imunorreatividades para MMP-9
foram verificadas no grupo 21 dias, moderadas nos grupos 7 dias e 14 dias, e fracas
no grupo Controle (Figuras 14b, 14f, 14j, 14n; Tabela 7).

As imunomarcac6es para COL3A1 foram significativamente moderadas
nos grupos 14 dias e 7 dias e fracas nos grupos 21 dias e Controle (Figuras 14c,
149, 14k, 140; Tabela 7). Em contraste, as imunorreatividades para COL1 foram
significativamente intensas no grupo Controle, moderadas nos grupos 21 dias e 14
dias, e fracas no grupo 7 dias (Figuras 14d, 14h, 141, 14p; Tabela 7).

As imunorreatividades para VEGF foram significativamente moderadas
nos grupos Controle, 7 dias e 14 dias, e fracas no grupo 21 dias (Figuras 15a, 15e,
15i, 15m; Tabela 7). Intensas imunorreatividades para TLR4 foram verificadas no
grupo 21 dias, moderadas nos grupos 7 dias e 14 dias, e fracas nos grupos Controle
(Figuras 15b, 15f, 15j, 15n; Tabela 7).

As imunomarcagbes para TNF-a e IL-6 foram significativamente
moderadas nos grupos 7 dias, 14 dias e 21 dias, e fracas no grupo Controle
(Figuras 15¢, 15d, 15¢g, 15h, 15k, 151, 150, 15p; Tabela 7).
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Tabela 7: Intensidade da imunomarcagao para os diferentes antigenos na regido do ceco dos grupos
Controle, 7 dias, 14 dias e 21 dias.

Grupos

Antigenos Controle 7 dias 14 dias 21 dias

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
MMP-2 1 (28,4%) 3(87,1%)* 2 (46,7%) 1 (15,0%)
MMP-9 1(17,3%) 2 (46,9%) 2 (41,2%) 3 (78,3%)*
COL3A1 1(9,8%) 2 (41,9%)* 2 (44,0%)* 1(11,9%)
COL1 3 (78,3%)* 1 (13,6%) 2 (39,5%) 2 (52,7%)
VEGF 2 (45,9%)* 2 (40,1%)* 2 (43,8%)* 1(28,4%)
TLR4 1(5,3%) 2 (57,8%) 2 (61,5%) 3 (88,4%)*
TNF-a 1(7,5%) 2 (38,1%)* 2 (39,8%)* 2 (28,1%)*
IL-6 1(6,1%) 2 (37,7%)* 2 (38,2%)* 2 (38,0%)*

0, auséncia de reatividade; 1, fraca imunorreatividade (1% — 35% células e/ou elementos fibrilares da
matriz extracelular positivos); 2, moderada imunoreatividade (36% — 70% células e/ou elementos
fibrilares da matriz extracelular positivos); 3, intensa imunoreatividade (>70% células e/ou elementos

fibrilares da matriz extracelular positivos).

"Significancia estatistica (teste de proporgao, p<0.0001)
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14 dias 7 dias

21 dias

Figura 14. As intensidades de antigenos marcados com imunohistoquimica do ceco nos grupos
controle (a, b, c e d), 7 dias (e, f, g e h), 14 dias (i, j, k e I) e 21 dias (m, n, 0 e p). As imunomarcacoes
para MMP-2 estao representadas em a, e, i e m; para MMP-9 em b, f, j e n; Para COL3A1 emc, g, ke
0; e finalmente para COL1 em d, h, I e p.
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Controle

21 dias

Figura 15. As intensidades de antigenos marcados com imunchistoquimica do ceco nos grupos
controle (a, b, c e d), 7 dias (e, f, g e h), 14 dias (i, j, k e I) e 21 dias (m, n, 0 e p). As imunomarcacdes
para VEGF estao representadas em a, e, i e m; para TLR4 em b, f,je n; Para TNF-aemc, g, ke o; e
finalmente para IL-6 em d, h, | e p.
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DISCUSSAO

A presenca de fistulas acarreta muitas complicacdes que diminuem a
qualidade de vida dos pacientes. A desnutricdo, o estado clinico anterior ao
surgimento da fistula, a sepse e processos infecciosos aumentam a complexidade e
dificultam o tratamento e a recuperagao do paciente.

Muitos trabalhos demonstram a importancia de um controle nutricional
adequado do paciente para uma cicatrizagdo mais rapida do trajeto fistuloso.
Mukherjee et al. 2016 descreve que para a sintese de coldgeno ocorrer de forma
ideal, ha a necessidade de uma energia nutricional adequada através de
aminoacidos, vitaminas, alguns minerais e oxigénio, sendo estes a chave para o
sucesso de reparo. Os pacientes com fistulas enterocutaneas requerem um controle
nutricional complexo, ja que perdem muitos fluidos, eletrdlitos e proteinas atravées do
débito da fistula. Esses pacientes chegam a perder 1g de proteina a cada 500mL de
débito, podendo chegar a 29g a cada 1L. Para uma nutricio adequada esses
pacientes necessitam de 25-35kcal/kg/dia de calorias n&o proteicas e 1.5-2.5g/kg/dia
de proteinas (156).

Yassin et al. 2014 publicou um estudo de revisdao com andlise da
combinacao de tratamento cirargico e medicamentoso em pacientes com Doencga de
Crohn e fistulas perianais. Foram incluidos na analise estudos que apresentavam
como tratamento e/ou o tratamento medicamentoso com imunomoduladores e
terapias anti-TNF e/ou tratamento cirurgico. Foram incluidos 24 estudos totalizando
1139 pacientes, onde 40% recebeu somente um dos tratamentos e 60% recebeu os
tratamentos combinados. Muitos estudos ndo mencionavam quais pacientes tinham
realizado um dos tratamentos ou se esses tratamentos foram realizados em
conjunto. Assim, somente 8 estudos compararam ambos o0s tipos de terapia (isolada
ou em conjunto), apresentando uma populacado de estudo de 797 pacientes. Dos
448 que foram submetidos a uma unica terapia, 43% apresentaram melhora; ja dos
349 que realizaram ambos os tratamentos, a melhora foi de 52%. Nao houve
resposta a um dos tratamentos em 34% dos casos e 23% quanto o tipo de
tratamento foi conjunto (157).
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Na DC todas as estruturas da parede intestinal apresentam
espessamento, causada pelo acumulo de MEC. Mesmo com tantos estudos, a
fisiopatologia da DC ainda ndo é muito clara acreditando-se que a inflamagéo
prolongada (crénica) e a formagao de fibrose podem levar a uma diminuigao da luz
intestinal, perda da motilidade e consequentemente aumentar as restricbes do
intestino. O mecanismo de fibrose € bastante complexo, incluindo a proliferacao e
migracao de fibroblastos. A inflamacéo persistente do intestino leva a um aumento
do fator de crescimento fibroblastico (FGF) e do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), além das citocinas pro-inflamatérias IL-1 e TNF-a (158).

Além de todos os problemas clinicos e a baixa qualidade de vida que os
pacientes com DC apresentam, ela ainda pode ser considerada uma doenga com
relevancia clinico-epidemiol6gica, apresentando como principais afetados adultos
jovens, que estdo no auge da atividade produtiva e que irdo passar por longos

periodos de tratamento, sendo assim, um importante fator da saude publica (159).

No trabalho da escola de medicina da Universidade de Louisville, Draus e
colaboradores 2006, analisaram os resultados de pacientes com fistulas e néo
portadores da Doenca de Crohn nos tratamentos com octreotide, fechamento
através de vacuo, cola de fibrina e tratamento cirurgico entre os anos de 1997 e
2005, com 106 pacientes incluidos no estudo. O octreotide foi utilizado em 24
pacientes e na profilaxia de 4 pacientes apds a intervencao cirurgica definitiva para
fechamento da fistula. Em 8 dos 24 pacientes o débito da fistula diminuiu (>50%),
sendo que desses 8 pacientes 4 tiveram fechamento da fistula sem necessidade de
cirurgia. Dos 24 pacientes 30% apresentaram fechamento espontaneo, 50%
necessitaram de cirurgia e 20% das fistulas nao cicatrizaram. Ja o sistema de vacuo
foi utilizado em 13 pacientes, sendo que somente em 1 paciente houve fechamento
da fistula, nos outros 12 houve a necessidade de cirurgia para o fechamento. Por
fim, a cola de fibrina foi utilizada em 8 pacientes, sendo que 7 apresentavam baixo
débito. Somente 1 paciente, com baixo débito, respondeu a cola de fibrina (5).

Ainda, 77 pacientes dos 106 realizaram tratamento cirirgico com 89% de
cicatrizagcao da fistula. Dos outros 29 que nao realizaram o tratamento cirurgico, 60%
tiveram o fechamento da fistula. Do total de pacientes 7 morreram durante o
tratamento, sendo 3 por sepse e 4 pacientes por complicacbes de canceres de
ovario, colon e reto (5).
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De Groof et al. 2016 realizou uma revisao sistematica e meta-analise do
tratamento de fistulas perianais em pacientes com Doenca de Crohn. O trabalho
analisou o tratamento de 1449 pacientes que apresentavam acometimento perianal
e realizam o tratamento com anti-TNF. Em 22 estudos citados os pacientes foram
tratados com infliximab, em 8 estudos com adalimumab e em 4 estudos com ambos
0s medicamentos, porém sem comparacdo com grupo placebo. Alguns estudos
realizaram o acompanhamento dos pacientes durante 8 semanas e outros durante 5
anos. Nos 34 estudos mencionados foram relatadas taxas entre 16,7% e 93% de
fechamento completo das fistulas. O fechamento parcial foi relatado em 21 estudos
com taxas de 8% a 91,2% (160). No trabalho de Dewint et al. 2014 as taxas de
fechamento completo e parcial das fistulas foram de 43% e 54% respectivamente
apos 24 semanas de acompanhamento (161). Voltando ao trabalho de De Groof et
al. 2016 somente em 11 dos 34 estudos a recidiva foi mencionada com taxas entre
8% e 40,9% (160).

A discrepancia entre as taxas de fechamento por completo das fistulas
(16% a 93%) nos indicam que ha uma variagdo muito grande do sucesso no
tratamento dos pacientes com acometimento perianal. Essa grande variacdo e
também as taxas de recidiva apresentadas no trabalho, entre 8% e 40%, nos levam
a acreditar na grande dificuldade no tratamento de fistulas, tanto em pacientes
portadores de Doenca de Crohn, quanto em pacientes com acometimento de fistulas
enterocutaneas de outras origens. A grande disparidade entre as taxas e resultados

obtidos nos faz pensar em novos métodos de tratamento para esses pacientes.

A andlise dos dados citados acima denotou a presenca de uma baixa
qualidade de vida desses pacientes e também em muitos casos, quando a fistula
volta a abrir (recidiva), esses pacientes necessitam de uma nova fase de tratamento,
demandando alto custo hospitalar, por ficarem internados por um periodo de tempo
que pode variar de 2 a 8 semanas. Assim, os excelentes resultados de cicatrizacao
obtidos em experimentos pré-clinicos, em modelo animal com fistulas
enterocutaneas, onde foram utilizados fios de sutura com AT-MSCs aderidas, objeto
de estudo deste trabalho, fazem crer que a técnica pode ser uma nova perspectiva
de tratamento de fistulas enterocutaneas, diminuindo o tempo de internacao, as
taxas de recidiva e aumentando a qualidade de vida do paciente.
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Em estudo anterior, dissertacdo de mestrado, as AT-MSCs foram
caracterizadas realizando os testes de diferenciagdo mesodérmica in vitro (linhagens
adipogénica, condrogénica e osteogénica), imunofenotipagem através de citometria
de fluxo, analise citoquimica das AT-MSCs diferenciadas, imunocitoquimica e
microscopia confocal, citogenética e atividade da enzima telomerase, seguindo as
orientagcées da “Mesenchymal and Tissue Stem Cell Commitee of the International
Society for Cellular Therapy”. Comprovamos que as células utilizadas no estudo
anterior, assim como as utilizadas neste estudo sdo realmente células-tronco
mesenquimais. Também foram realizadas as microscopias confocal de
imunofluorescéncia e eletrénica de varredura comprovando que as células ficaram
aderidas aos fios de sutura. O teste Live and Dead foi realizado para demonstrar que
as células se mantiveram vivas e viaveis quando aderidas aos fios de sutura (Anexo
3) (152).

Foram realizados ainda (Anexo 3), os estudos em modelo animal (ratos),
fistula enterocutanea do ceco com a pele, comparando-se a cicatrizagdo das fistulas
em trés diferentes grupos (grupo controle, grupo AT-MSCs e grupo fio + AT-MSCs) e
observando uma melhor e mais rapida cicatrizacdo nos grupos onde as AT-MSCs
foram utilizadas no tratamento das fistulas. Entre esses dois grupos, o grupo onde o
fio com células aderidas foi utilizado foi o que apresentou melhores resultados de

cicatrizacdo dos animais.

Um estudo realizado por Kim et al. 2013, analisou a sobrevivéncia das
AT-MSCs quando cultivadas junto com cola de fibrina. A cola de fibrina utilizada nos
experimentos foi a comercial Greenplast kit. Para analisar a capacidade de
sobrevivéncia das AT-MSCs junto com a cola de fibrina, foram preparados em
placas de cultura, AT-MSCs mais cola de fibrina na concentragdo 5x105/200uL,
sendo a viabilidade analisada nos dias 0, 3, 7 e 14. Os resultados demonstraram
que mais de 95% das AT-MSCs sobreviveram junto com a cola de fibrina até o 14°
dia, durante todo esse tempo a morfologia das células permaneceram arredondadas.
Por outro lado, o grupo controle, sem cola de fibrina, apresentou viabilidade de 76%
das células no 14° dia (162).

O mesmo estudo ainda avaliou o poder de migracao dessas células para
o local de reparo (sitio inflamatorio) e a capacidade de secretar fatores de
crescimento. O teste para avaliar a migracdo das células para o sitio inflamatério foi
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realizado in vitro e demonstrou que ndo houve migracéo das AT-MSCs para o local.
No teste da capacidade de secretar fatores de crescimento, foram avaliados os
fatores VEGF e HGF e observou-se que as células, quando incubadas com cola de
fibrina, continuaram a secretar esses fatores nos 15 dias analisados. Ja no grupo
controle, de células sem cola de fibrina, houve uma queda significativa da secrecao

desses fatores durante os 14 dias analisados (162).

Semelhante ao estudo de Kim, neste estudo, quando aderimos as células
nos fios de sutura com ajuda de cola de fibrina, padronizada para este fim, com
concentragdo dos reagentes diferente da cola comercial, os resultados
demonstraram que a cola de fibrina ndo interferiu na sobrevivéncia e viabilidade das
células. Os resultados sustentam a possibilidade de se utilizar AT-MSCs e cola de
fibrina em possiveis tratamentos. O fato das células continuarem a secretar os
fatores de crescimento reforca os resultados de que a cola de fibrina nao interfere na
viabilidade celular. Uma possivel hipétese para a néo transferéncia das células para
o sitio inflamatério, nos testes realizados pelo estudo citado acima, seria a
concentracdo da cola de fibrina comercial, fazendo com que as células ficassem

presas na cola e se impossibilitassem de se transferir e agir no local de reparo.

Uma vantagem e caracteristica do fio de sutura com AT-MSCs aderidas
utilizadas neste estudo € que a concentracdo e quantidade de trombina e
fibrinogénio, utilizados para formar a cola de fibrina, foram modificados para fazerem
uma fixacdo das células nos fios de maneira “ideal”’, fazendo com que as células
ficassem fixas nos fios de sutura, mas também migrassem do fio para o local da
leséo, agindo e melhorando a cicatrizacao. Observando os resultados do estudo pré-
clinico (Anexo 2) vimos uma melhor cicatrizagdo das fistulas nos animais onde as
AT-MSCs foram utilizadas no tratamento, subentendendo assim que as células
migraram do fio de sutura para o local da lesdo e agiram no local para ajudar no

processo de cicatrizagao.

Lee et al. 2013 realizou um estudo clinico entre os anos de 2010 e 2012
com 43 pacientes que apresentaram fistulas perianais associadas a Doenca de
Crohn. Foram injetadas 1x107 AT-MSCs por centimetro de fistula em cada paciente.
Apoés 8 semanas as células foram injetadas novamente nas fistulas que nao haviam
se fechado completamente. Os pacientes foram observados nas semanas 4,6 e 8 e
apds 10 meses da injecdo de células. Do total de pacientes 33 realizaram o
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tratamento com a injecdo de células apresentando os seguintes resultados: 26 dos
33 (78,8%) pacientes tiveram fechamento completo da fistula apdés a primeira
injecdo de células. 7 pacientes receberam a segunda injecdo de células e apenas 1
(14,3%) apresentou o fechamento da fistula. No geral 81,8% dos pacientes tratados
obtiveram melhora e fechamento das fistulas (163).

Um estudo realizado por Garcia-Olmo et al. 2015, testou o tratamento de
fistulas anais recorrentes com células-tronco. Os pacientes que participaram do
estudo ja tinham passado por varias intervencdes cirurgicas para o fechamento da
fistula e apresentaram recidiva. Esses pacientes passaram por uma intervencao
cirurgica seguida da injegcdo de AT-MSCs autdlogas (quantidade de células variou
dependendo do tamanho da fistula) e o resultado foi observado apds 8 semanas.
Apb6s 1 ano de tratamento os pacientes também foram observados para analisar se
a cicatrizagdo por completa da fistula tinha sido alcangada. Foram tratados 10
pacientes sendo que 3 apresentavam fistulas associadas a Doenca de Crohn e 7
nao tinham ligagdo com a doenca. Apds 8 semanas da injecdo das células, 6
pacientes responderam ao tratamento e 3 apresentaram uma resposta parcial. Apds
1 ano 60% apresentaram a cicatrizagao por completa (164).

Outro estudo do mesmo grupo, porém comandado por Sanz-Baro et al.
2015, analisou se o tratando de fistulas perianais associada a DC com AT-MSCs
sofreu algum tipo de interferéncia quando, ap6s o tratamento, as pacientes
engravidaram. Os resultados de fertilidade e gravidez ndo sofreram alteracdes
devido ao tratamento prévio com AT-MSCs. As células também n&o influenciaram o
desenvolvimento do recém-nascido e nao houve nenhum sinal de malformacéao
(165).

O grupo de Garcia-Olmo ainda realizou outros estudos clinicos no
tratamento de fistulas com AT-MSCs. No trabalho de 2005 o grupo iniciou os testes
em 5 pacientes com diferentes tipos de fistulas. Ao final do tratamento, 8 semanas
apoés a injecao de células, 75% das fistulas foram consideradas curadas (166). Esse
indice é considerado melhor que os tratamentos convencionais para fistulas.
Podemos considerar como ponto negativo do trabalho a falta de padronizacdo do
tempo de cultivo da cultura de AT-MSCs e também do namero de células injetadas

em cada paciente.



78

Outro trabalho mais recente, 2012, do mesmo grupo, também tratou
pacientes que apresentavam fistulas com AT-MSCs. Esse estudo, por se tratar de
um estudo clinico em fase 3, foi realizado em mais de um centro de pesquisa e
conteve 200 pacientes. Esses pacientes foram divididos de forma randomizada em 3
grupos, sendo que o grupo 1 (64 pacientes) recebeu 2x107 células, o grupo 2 (60
pacientes) recebeu 2x107 células mais cola de fibrina e o grupo 3 (59 pacientes)
recebeu somente cola de fibrina. As fistulas que ndo estavam cicatrizadas com 12
semanas apds a injecdo de células receberam uma segunda dose com 4x107 AT-
MSCs. Os pacientes foram observados com 24 e 26 semanas e 1 ano apds a
primeira injegdo de células. Os resultados apds 24 e 26 semanas foram de 39,1%,
43,3% e 37,3% nos trés grupos, respectivamente. Apoés 1 ano os resultados nos
grupos foram de 57,1%, 52,4% e 37,3%, respectivamente. Os resultados
demonstraram que o tratamento de fistulas com células-tronco pode ser uma forma
efetiva, porém nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos
estudados (167).

Forbes et al. 2014, realizou a injecao de células-tronco da medula éssea
em pacientes com Doenca de Crohn tratados com terapia biolégica (infliximab ou
adalimumab). Participaram do estudo 16 pacientes com DC e atividade >250. As
células (2x108/kg), alogénicas, foram injetadas durante 4 semanas. Completaram o
estudo 15 pacientes, apresentando como resultado queda de 129 em média da
atividade da doenca apds 42 dias. Ao final do estudo 12 pacientes apresentaram
resposta clinica e 8 tiveram remisséo clinica. O estudo concluiu que as células-

tronco ajudaram na melhora dos pacientes com DC (168).

Como mencionado, varios estudos apresentam propostas para se utilizar
células-tronco na tentativa de melhorar a cicatrizacdo e recuperagédo de pacientes
com acometimento de varios tipos de fistulas, principalmente perianais. Alguns
trabalhos realizam a aplicacdo das células concomitantemente com algum outro
método de tratamento (cirurgia, medicamentos, cola de fibrina) e alguns ainda fazem
uma segunda fase de tratamento com células nos pacientes que nao apresentaram
melhora. O tempo de observagdo dos pacientes também muda de um trabalho para
0 outro, porém em quase todos eles ha um acompanhamento durante as semanas
consideradas primordiais (6-8 semanas) para o fechamento da fistula e muitos deles

ainda fazem um acompanhamento final com varios meses ou até mesmo anos.
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O trabalho de Garcia-Olmo et al. 2015 nao apresentou a quantidade de
células injetadas em cada paciente, somente citando que o numero de células
injetadas variou de acordo com o tamanho da fistula. Outro trabalho realizado pelo
grupo, Garcia-Olmo e colaboradores 2005, apresentou o numero de células
injetadas em cada paciente, mas nao padronizou o numero de células, havendo
fistulas consideradas fechadas com a injecdo de 6,1x108 células e fistulas

consideradas n&o cicatrizadas com a injecdo de 10x10° células.

Mesmo com a falta de padronizacdo em alguns trabalhos e com a grande
variedade de protocolos implantados, todos os trabalhos apontam as MSCs como
um possivel novo tipo de tratamento, seja ele em conjunto com algum outro
tratamento ou sozinho, para pacientes com fistulas associadas ou ndo a DC. Como
possivel atuacdo das MSCs no local da leséo, realizando uma melhor cicatrizagéo,

estao o efeito paracrino e imunomodulatério.

Voswinkel et al. 2013 descreveu uma proposta de acdo das MSCs sobre
as células dendriticas. As MSCs apresentam efeito imunomodulatério interagindo
com as células tanto do sistema imune adaptativo quanto do inato. Essas células
inilbem a secrecdo de TNF-a e promovem a secrecao de IL-10, causando um efeito
no estado de maturacao das células dendriticas e nas suas propriedades funcionais,
resultando em uma resposta imune anti-inflamatéria. Quando as MSCs estao
presentes no microambiente inflamatério, elas inibem a secrecéao de IFN-y derivado
das Th1 e células NK, diminuindo ainda a secrecéo de IL-4 derivado das Th2. Ainda
€ provavel que as MSCs realizem a imunomodulacdo através do contato célula-

célula e fatores secretados (169).

Muitas pesquisas tém estudado o potencial das MSCs em imunomodular
a resposta imune através do contato célula-célula e efeito paracrino. O efeito
paracrino é causado pela liberagdo de fatores como IL-6, IL-10, TGF-B, IDO, PGE-2,
HGF e NO. Estudos recentes tem demonstrado que as MSCs expressam o0s
receptores Toll-Like (TLR) 2, 3, 4, 7 e 9, que estdo envolvidos com propriedades
imunomodulatérias. Ainda demonstram a capacidade de migracdo dessas células
para os sitios inflamatérios, sugerindo que esta migracao ocorra da mesma maneira

que os leucécitos sdo recrutados para estes locais. Essa similaridade pode ser
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devido aos mesmos receptores de quimiocinas (CCR1, 2, 3, 4 e 8 e CXCR1, 2 e 3)
gue ambas as células possuem (170).

Um outro estudo fez a andlise de varios trabalhos comparando as
propriedades imunomodulatérias das MSCs derivadas de tecido adiposo, medula
Ossea e outros tecidos de origem como placenta e sangue de corddao umbilical. Em
todos os trabalhos as MSCs derivadas de todos os tipos de tecidos apresentaram
capacidade imunomodulatéria sendo uma importante alternativa para a medicina
regenerativa. Os varios tipos de protocolos aplicados em cada um desses trabalhos
e a heterogenicidade das populacées de MSCs sao considerados obstaculos para
se comparar os efeitos imunomodulatérios de cada populagdo celular. O trabalho
aponta como maior capacidade de imunomodulacdo as MSCs derivadas de medula
Ossea e outras fontes como as derivadas de tecido adiposo (125).

Reckhenrich et al. 2014 realizou um estudo com fios de sutura com
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas e analisou a capacidade
dessas células aderidas promoverem cicatrizacdo. Apds o isolamento, cultivo e
caracterizacao das MSCs foi realizada a adesao das células nos fios de sutura. Foi
utilizado fios de sutura Vicryl de 3cm. Em cada fio foi adicionado 5x10°% MSCs na
cavidade dos fios, que ficaram incubados por 24 horas a 37°C e 5% de CO? em meio
de cultura. Ap6s o periodo de incubacao foram realizados testes de microscopia,
quantificacao da atividade metabdlica e criopreservacao para avaliar se as células

estavam fixas e viaveis nos fios de sutura (171).

Os resultados de microscopia demonstraram que houve uma adesao e
distribuicdo homogénea das células nos fios. Houve também uma forte interacao
intercelular formando um complexo tridimensional entre as células e os fios. O teste
de atividade metabdlica demonstrou que houve uma queda significativa da atividade
das células aderida aos fios de sutura apés 8 dias quando comparada a atividade no
primeiro dia. No teste para comparar a atividade metabdlica dessas células no fio de
sutura e apo6s a utilizacdo do fio ndo houve diferenca significativa. No teste de
criopreservacdo, as células aderidas aos fios de sutura, mantiveram 78% da sua
atividade metabdlica apés ficarem 8 dias congeladas e serem descongeladas (171).

A primeira grande diferenga quando comparamos o trabalho de
Reckhenrich et al. 2014 (171) com o estudo aqui descrito é o tamanho do fio de
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sutura, 3cm em um e 30cm no outro. Essa diferenca € importante quando
imaginamos esse fio de sutura com células aderidas como uma possivel ferramenta
utilizada em cirurgias e tratamentos para ajudar na cicatrizagdo. Os fios de 3cm nao
poderiam ser utilizados e assim ha a necessidade de obtermos a fixacdo de células-
tronco em fios de sutura de tamanhos maiores e que as células figuem aderidas com
homogenicidade em toda a extensao do fio. No trabalho de Reckhenrich et al. 2014
foram colocadas 5x10° células em cada fio de 3cm através da injecdo das células,

com seringa, dentro da cavidade do fio.

Os testes da atividade metabdlica e o da criopreservagcdo sdo muito
importantes para determinar se as células que foram aderidas continuam
apresentando atividade e também se apds serem descongeladas voltam a
apresentar sua atividade normal. Os resultados demonstraram que nao houve queda
na atividade metabdlica das células ap6s a utilizacao do fio e houve uma pequena
queda da sua atividade apds ser descongelada. O fato de as células continuarem
apresentando viabilidade e atividade metabdlica apds serem descongeladas é de
grande importancia quando pensamos que o fio de sutura com células-tronco
aderidas podera ser no futuro um produto que possa ser guardado (criopreservado)

por mais tempo para ser utilizado em um futuro préximo.

Outro trabalho realizou testes de proliferacdo e viabilidade de células-
tronco pluripotentes quando utilizadas junto com suturas bioativas no reparo de
tendao, em testes in vitro. As suturas utilizadas foram de 10cm com 10ug/mL de PLL
(poly-L-lysine) e 2x108 células. Para avaliar a adesao das células nos fios de sutura
foi utilizada a técnica Live and Dead e para determinar como ocorreu a transferéncia
das células para o local de reparo o estudo realizou os testes com marcador DAPI
(4’,6-diamidino-2-phenylindole). O teste Alamar blue ainda foi utilizado para
determinar a proliferagéo e atividade metabdlica das células aderidas aos fios (172).

O teste Live and Dead demonstrou que a grande maioria das células
estavam vivas e viaveis e poucas células haviam morrido. O teste DAPI apresentou
resultados positivos para a adesdo das células nos fios de sutura, sendo que
controle negativo ndo demonstrou a presenca de células; também demonstrou que
houve transferéncia das células do fio para o tenddo. O teste com Alamar blue
comprovou que as células se mantiveram vivas ao se transferirem para o tendao e

continuaram com atividade metabdlica (172).
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O trabalho desenvolvido por Adams et al. 2014 (173) analisou 0 processo
de recuperacao de tendbdes de Aquiles em 3 grupos animais distintos. Um grupo
controle, um grupo com sutura do tendao e injecdo de MSCs (1x10°) e outro grupo
com fio de sutura carregado de MSCs (1x10°). A adeséo das células nos fios de
sutura foi realizada imediatamente antes da utilizacdo dos fios de sutura, sendo que
as células (1x108) estavam em 25uL de meio de cultura e foram colocadas em um
segmento de 2cm do fio. O estudo ndo apresentou a forma de adesdo dessas
células nos fios, somente mencionando que os fios (2cm) foram carregados com
células imediatamente antes do procedimento cirtrgico. O trabalho demonstrou que
houve uma melhor recuperacdo dos tenddes dos grupos onde as MSCs foram
utilizadas, indicando uma menor formacao de cicatriz. Porém houve uma melhor
recuperacado (28 dias) no grupo onde foi dada a sutura seguida de injecao das

células.

Podemos observar que vérios estudos tentam realizar algum tipo de
tratamento com células-tronco aderidas a fios de sutura. Em todos os trabalhos se
busca uma adesdo adequada das células ao material (fio de sutura) e também que
essas células figuem ativas e viaveis quando aderidas para poderem se transferir e
atuarem no local da lesdo. Um teste muito importante, realizado por um dos
trabalhos (171), foi o teste de metabolismo celular das células congeladas apos
alguns dias (8 dias). Esse teste demonstrou que nao houve queda da atividade
celular apés o descongelamento, colaborando para uma possivel adesao das células
nos fios de sutura e armazenamento desse fio criopreservado. Um possivel
armazenamento que mantenha as mesmas condi¢des de metabolismo e agéo
dessas células atuarem é de grande importancia pensando, no futuro, em um

possivel produto para diversos tipos de tratamento.

A medicina regenerativa tem como principal foco ndao somente melhorar e
acelerar o processo de cicatrizacdo tecidual, mas sim, depois de uma leséo, tentar
restaurar as fungdes “nativas” dos tecidos lesionados. Para chegar a uma
cicatrizagdo mais eficiente muitos estudos vem utilizando scaffolds e biomateriais

que possam carrear células ou fadrmacos na intencao de ajudar nesse processo.

Para entender um pouco mais de como ocorreu 0 processo de reparo
tecidual nos diversos grupos estudados, foram realizadas as andlises

histopatoldgicas (coloracdo HE). A area estudada foi o ceco, regido inicial do
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intestino grosso. Diferentemente do intestino delgado, o intestino grosso nao possui
microvilosidades em seu epitélio, porém encontramos uma grande quantidade de
glandulas intestinais exdcrinas, também chamadas de glandulas de Lieberkihn.
Nessa regidao do intestino ainda encontramos muitas células caliciformes, que
contribuem para a lubrificacdo da superficie epitelial, células-tronco mesenquimais,
células de Paneth e um epitélio classificado como simples colunar. Na lamina prépria
e na submucosa podemos observar alguns nddulos linfaticos que estéo
correlacionados com o acumulo de bactérias no local. Abaixo da lamina prépria ha

uma camada muscular.

Podemos comparar os resultados histopatolégicos dos grupos GF/AT-
MSCs 7, 14 e 21 dias com o grupo GF, onde o fio de sutura utilizado para a
formacao da fistula era convencional, sem a adesdao de AT-MSCs. Neste grupo,
apdés 21 dias, a analise histopatolégica demonstrou que nado houve
reestabelecimento arquitetdbnico e a lamina prépria estava expandida entre as
glandulas, com alguns infiltrados inflamatorios. O processo de angiogénese foi muito

discreto nesse grupo assim como o processo de colagenizagao.

Ficou evidente que houve uma melhor cicatrizacdo no GF/AT-MSCs 21
dias, onde foi utilizado o fio de sutura com AT-MSCs aderidas. Neste grupo as
glandulas intestinais ja estavam bem alinhadas e apresentavam padrao
arquitetbnico, com auséncia de processos inflamatérios entre as glandulas
apresentando assim melhor recuperacdo histolégica. Os processos angiogénicos
foram menores que os encontrados nos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias, resultado este
encontrado nos testes de imunohistoquimica, onde o VEGF também apresentou
fraca imunomarcacdo. No grupo 21 dias também houve intensa formacado de
colageno, resultado também encontrado na imunohistoquimica com imunorreagcao

moderada do colageno tipo | neste grupo.

No grupo GF/AT-MSCs 7 dias havia um desarranjo da arquitetura das
glandulas intestinais, que foram menos evidentes no grupo 14 dias. O processo
inflamatério foi intenso em ambos os grupos, com uma diminuicdo desse processo

entre as glandulas intestinais com mais evidéncia no grupo 14 dias.

Com os resultados histopatol6gicos entendemos que mesmo apos 21 dias

do processo de cicatrizacdo, esse processo aconteceu de forma diferente nos
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grupos onde o fio de sutura com AT-MSCs foi utilizado. Nesses grupos, houve uma
cicatrizagdo mais eficiente, principalmente no grupo 21 dias. O reestabelecimento da
regido estudada, principalmente pela troca de colageno tipo Il por colageno tipo |,
resultado demonstrado na imunohistoquimica, fez com que houvesse uma lamina
prépria muito préoxima a do grupo controle (GC). A diminuicdo do processo
inflamatério entre as glandulas e também na lamina prépria, no grupo 21 dias, se faz
importante para a homeostase da regido afetada. Entende-se que as AT-MSCs
desempenharam um papel fundamental imunomodulando a resposta imune,

ajudando e controlando o processo de cicatrizagao como um todo.

As fibras de colageno sédo de grande importancia para reestabelecer uma
melhor cicatrizagdo, que apresente uma restauracdo mais proxima do normal. As
fibras de colageno nao sao formadas por uma molécula simples, e sim, por uma
familia de moléculas que caracterizam cada um dos 28 diferentes tipos de colageno
descritos até hoje. O colageno é formado por trés cadeias polipeptidicas
apresentando em pelo menos uma regido uma repeticdo da sequéncia de
aminoacidos. No colageno tipo I, a regido de glicina-X-Y se repete formando a tripla-
hélice (145).

Durante o processo de cicatrizagcédo, na fase de proliferacéo, se inicia uma
formacao do colageno tipo Il que gradativamente é substituido por um colageno tipo
|. Como observamos nos resultados houve intensa imunorreatividade do COL1 no
GC enquanto o COL3 estava com fraca imunorreatividade, seguindo o padrao de
colageno para a regidao estudada. Com o avango do processo de cicatrizagdo os
resultados demonstraram que houve uma imunorreatividade fraca de COL1 no grupo
GF/AT-MSCs 7 dias e uma marcacao moderada nos grupos GF/AT-MSCs 14 e 21
dias. Ja para o COL3 os grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias apresentaram
imunorreatividade moderada com uma marcacgéo fraca no grupo 21 dias. Assim, os
resultados confirmam uma maior presenca de colageno tipo Ill no inicio do processo
de cicatrizagdo com uma conversao gradual para colageno tipo | ao longo do
processo de cicatrizacdo. Essa conversdo é importante pois devemos encontrar

colageno tipo | em maior quantidade no intestino (ceco) normal.

A familia das proteinas MMPs é responsavel pela degradacdo de matriz
extracelular durante a remodelagao tecidual em um processo de cicatrizagdo normal.

As principais proteinas desta familia sdo as MMP-2 e as MMP-9, estudadas neste
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trabalho. Elas sdo produzidas normalmente por fibroblastos, células endoteliais e
adipécitos (174). No grupo controle observamos uma imunomarcagao fraca tanto da
proteina MMP-2 quanto da MMP-9, resultados estes importantes, pois em condigdes
normais a expressdao das MMPs deve ser controlada para que nao ocorra uma
degradacgao excessiva da matriz extracelular e consequentemente uma elevacao da

migragao celular descontrolada.

Para a proteina MMP-2 encontramos imunorreagdo significativamente
intensa, no grupo GF/AT-MSCs 7 dias, moderada no grupo GF/AT-MSCs 14 dias e
fraca no grupo GF/AT-MSCs 21 dias. Ficou demosntrado assim a agao dessa
proteina no processo de cicatrizagdo inicial, na tentativa de uma remodelacao
tecidual e uma queda de sua atividade importante no final do processo de
cicatrizacdo. Entretanto, encontramos intensa imunomarcagdo no grupo GF/AT-
MSCs 21 dias e moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias para a proteina
MMP-9. A alta atividade da MMP-9 no grupo 21 dias pode elevar as taxas de
degradacao da MEC aumentando a migracao celular, que pode estar correlacionada
com a modulagao das AT-MSCs.

Como néo foram encontrados sinais de alteracbes morfoldgicas nos
resultados histopatolégicos entendemos que a alta atividade das MMP-9 no grupo
GF/AT-MSCs 21 dias nao deve estar relacionado com a participacao desta proteina

em metastases tumorais.

Em condigbes normais, a expressdo dos receptores TLR geralmente é
baixa na mucosa intestinal, apresentando um aumento significante da expressdo em
varios tipos de células nas doencas inflamatérias intestinais. Na resposta
inflamatoria, as células imunes liberam grande quantidade de oxigénio reativo,
porém, em resposta a estimulacdo dos receptores TLR, as AT-MSCs induzem a
expressdao de uma proteina chave (MnSOD — Manganés superoxido dismutase)
contra o stress oxidativo nas mitocéndrias, protegendo as células e aumentando sua
sobrevivéncia nos locais onde se encontram feridas e processos inflamatorios e
consequentemente realizando efeitos terapéuticos (175). Esta hipétese também é
demonstrada por Wang et al. 2009 que demonstra que a ativacdo da via do TLR4
protege as MSCs do stress oxidativo que leva a apoptose celular (176).



86

A migracao adequada das MCSs para os locais onde ha necessidade de
reparo € considerada muito importante para a utilizacdo dessas células em terapias
que sejam eficazes. Um estudo sugere que a manipulacdo e estimulagéo das vias
TLR aumentam a migracao, infusdo e proliferagdo das MSCs nos locais da lesé&o
(177).

Assim, nos nossos resultados observamos uma imunorreatividade baixa
do TLR4 no grupo controle (GC), com um aumento da imunorreatividade para
moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias e forte no grupo GF/AT-MSCs 21
dias. A baixa imunorreativadade, no grupo controle, segue os padrdes encontrados
na mucosa intestinal sendo que o aumento da expressdo do TLR4 nos demais
grupos pode estar relacionado com a modulagéo realizada pelas AT-MSCs aderidas
ao fio de sutura. Este aumento de TLR4 poderia ser responsavel pelo aumento na
sobrevivéncia dessas células no local, diminuindo a proliferacdo e migracdo de
neutrofilos para a area e consequentemente do processo inflamatorio no local da

lesdo.

O VEGF é um mitégeno especifico para a formacéao de células endoteliais
vasculares. Existem 5 isoformas da molécula VEGF e elas apresentam seu potencial
de expressdo elevado em resposta a hipdxia, ativacdo de oncogenes e por uma
grande variedade de citocinas. A inducdo e ativacdo do VEGF induz a uma
proliferacdo das células endoteliais, migragao celular e inibicdo da apoptose. A
expressao desregulada do VEGF pode levar e contribuir para o desenvolvimento de
tumores sélidos havendo ainda muitas doencas que séo caracterizadas por uma

angiogénese anormal (178).

A principal isoforma do VEGF, VEGF-A, apresenta baixos niveis de
expressdo em varios tecidos adultos normais e altos niveis em alguns tipos de
epitélios normais, como o do cértex adrenal, o do pulmao, o do glomérulo renal,
entre outros. O VEGF-A também é muito expresso principalmente em processos de
cicatrizacdo e inflamacdes cronicas. Os efeitos do VEGF-A no organismo podem ser
muitos e seus efeitos podem ser imediatos (segundos a minutos), ou mais tardio
(horas a dias). E possivel se observar vasodilatacdo e permeabilidade vascular
aumentada como acgao imediata do VEGF-A. A vasodilatacdo ocorre primeiramente

nas artérias musculares induzindo a sintese de Oxido nitrico pelas células
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endoteliais, fazendo com que as células da musculatura lisa adjacente relaxem,

resultando na queda da presséo arterial (43, 179).

Como efeito prolongado, a acdo do aumento dos niveis de VEGF-A, faz
uma reprogramacao nas ceélulas endoteliais causando um aumento na producao de
um grande numero de diversas proteinas envolvidas e relacionadas a angiogénese.
Entre essas proteinas podemos citar as relacionadas com a coagulacao e fibrindlise
(fatores teciduais, uroquinase), algumas proteases (MMPs), transportadores de
glicose, proteinas mitdégenas e algumas moléculas de adesdo (VCAM, e-selectina)
(43, 180).

No trabalho aqui apresentado observamos imunorreagcdo moderada tanto
no GC quanto nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias e uma imunorreagéo fraca no
grupo GF/AT-MSCs 21 dias. A marcacao moderada nos grupos 7 e 14 dias podem
estar correlacionadas com o processo de cicatrizagdo, aumentando ainda a
expressado da proteina MMP9. Ja, a fraca imunomarcagédo no grupo de 21 dias nos
faz entender que como o processo inflamatorio diminuiu e o processo de
cicatrizacdo ja estava em fase avancada, houve queda na marcacao do VEGF
relacionadas a estes motivos. Como citado acima, uma expressdao aumentada do
VEGF pode desencadear alguns tipos de tumores ou mesmo outros tipos de
doencas, assim, a queda da marcacado no grupo 21 dias € vista como importante
para nao desencadear outros processos prejudiciais ao organismo.

A IL-6 é uma citocina de atuagdo tanto na resposta imune inata quanto
adaptativa, sendo um importante marcador inflamatério. Ela €& sintetizada e
secretada pelas células endoteliais, fibroblastos, mondcitos, entre outras células e
também é estimulada por outras citocinas como a IL-1 e TNF-a. A IL-6 esta
envolvida em resposta a fase inflamatéria aguda, geralmente apresentando niveis
baixos no organismo, exceto em infeccoes e traumas (181). Os resultados
apresentados nesta tese, demonstraram uma imunomarcacdo fraca no GC e
significantemente moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7, 14 e 21 dias dessa
citocina. Como a regido da fistula apresenta uma resposta inflamatéria aguda
entendemos que os niveis de IL-6 aumentados nos grupos 7, 14 e 21 dias estéao
diretamente relacionados a este processo inflamatério. Um aumento dos niveis de

TNF-a também aumenta a estimulagéo da IL-6. A fraca imumarcacédo no GC se deve
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aos baixos niveis de IL-6 em organismos normais que nao apresentam processo

inflamatério agudo, infecgdes ou traumas.

O TNF-a desempenha um papel importante na regulagdo de doencgas
inflamatérias intestinais como na Doenga de Crohn. A homeostase entre a
microbiota intestinal e os tecidos do hospedeiro é mantida por varios mecanismos,
incluindo a secregdo de anticorpos IgA, que ajudam a neutralizar toxinas e
bloqueiam a ligacdo dos patdgenos ao epitélio intestinal. A grande maioria dos
receptores da familia TNF s&o expressos pelas células do sistema imune, sendo que
alguns estéo ligados a sobrevivéncia celular e outros com a inflamacao. Além disso,
também desempenham um papel fundamental na formacao de foliculos linfoides e
na producado de IgA nos tecidos intestinais, necessario para manter a microbiota
local e eliminar possiveis patégenos oportunistas (150).

Em nossos resultados observamos uma imunorreacdo significantemente
moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7, 14 e 21 dias e fraca no GC. O aumento dos
niveis de marcacdo do TNF-a estdo correlacionados com o processo inflamatério
agudo e assim como na IL-6 esses niveis se mantém moderados ao longo dos 21

dias no processo de cicatrizacdo estudado neste trabalho.

Todos esses resultados confirmam que as células-tronco, em um futuro
proximo, juntamente com fios de sutura, podem se tornar uma nova forma de terapia
ou até mesmo um auxilio aos tratamentos existentes. Os fios de sutura com células
aderidas poderdo propiciar uma melhor cicatrizacdo e diminuir o tempo de
internacdo dos pacientes com DC, assim como os gastos hospitalares. A melhor
cicatrizacdo e recuperacdao dos pacientes podera auxiliar em uma melhora na
qualidade de vida, favorecer o atendimento de um numero maior de pacientes em

um espago de tempo menor.

Ainda, pensando em uma maior utilizagdo do fio de sutura com AT-MSCs
aderidas, podemos deslumbrar sua utilizagdo em cirurgias eletivas, sendo que as
células aderidas teriam o papel de evitar, por exemplo, a formacao de trajetos
fistulosos em alguns tipos de cirurgias. O fio de sutura com AT-MSCs aderidas seria
utilizado ndo em um tratamento, mas sim como uma terapia preventiva.

Outra possibilidade seria a utilizacdo da mesma técnica de adesdo das
células nos fios para se aderir essas células em outros biomateriais aumentando a
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possibilidade de utilizacdo das células como alternativa de tratamento. A técnica
poderia ser utilizada para ades&o de células em polimeros, scaffolds entre outros

materiais.
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CONCLUSAO

Nos grupos estudados os que apresentaram melhores resultados de
cicatrizacdo foram os que utilizaram o fio de sutura com AT-MSCs aderidas. Entre
esses grupos, o0 grupo 21 dias obteve uma melhor cicatrizacdo com
reestabelecimento da morfologia do tecido, principalmente da organizagéo
arquiteténica e diminuicdo do processo inflamatério. O grupo 14 dias apresentou
melhores resultados que o grupo 7 dias.

A imunohistoquimica demonstrou que houve uma formacao de colageno
tipo Il no inicio do processo de cicatrizacao (grupo 7 dias), com a troca gradual por
colageno tipo | com o avango do tempo e do processo de cicatrizagdo (grupos 14 e
21 dias).

A alta angiogénese no inicio da cicatrizagdo foi constatada tanto pela
analise histopatoldégica quanto pelos resultados imunohistoquimicos. A queda dessa
atividade também foi demonstrada no grupo 21 dias. Essa atividade é importante no

processo de reparo e tende a diminuir com o reestabelecimento da homeostase.

As AT-MSCs desempenharam um papel importante em todo o processo
de cicatrizagdo, imunomodulando a resposta imune e ajudando na reparacao

tecidual da lesao como um todo.
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ANEXOS

1. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para coleta de tecido
adiposo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliacdo do processo de cicatrizagdo e agdo imunomodulatdria de células tronco mesenquimais
estromais de tecido adiposo humano quando aderidas a fios de sutura, no tratamento de fistulas
gastrointestinais
Numero do CAAE:

Vocé estad sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como
participante e é elaborado em duas vias, uma que deverad ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assind-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de
decidir participar. Se vocé ndo quiser participar desta pesquisa, ou se desistir da doagdo ou retirar
sua autorizacdo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo no
atendimento nos hospitais da UNICAMP.

Justificativa e objetivos:

O objetivo dessa pesquisa é avaliar e entender, do ponto de vista celular e molecular, como
o processo de cicatrizacdo de feridas, chamadas de fistulas enterocutaneas, em modelo animal,
ocorreu apds o tratamento das feridas com fios de sutura contendo células-tronco de tecido adiposo
aderidas. Para isso, células obtidas da gordura proveniente de lipoaspira¢do estética, de individuos
sem doengas conhecidas, serdo diferenciadas em células da linhagem mesenquimal (MSC — AT) e
serao aderidas aos fios de sutura. Apds a adesdo os fios serao utilizados na avaliagdo de uma melhor
cicatrizacdo de feridas (fistulas) em modelo animal.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a doar uma pequena quantidade da
gordura lipoaspirada durante a sua cirurgia e que seria jogada no lixo ao final, para ser utilizada nesta
pesquisa. A doagdo da gordura ndo ird causar nenhum tipo de desconforto e risco para o doador

Esta gordura sera dissolvida por uma enzima para ser possivel obter as células que serdo
cultivadas. As células que irdo aderir ao plastico da garrafa de cultura irdo ser diferenciadas em
células mesenquimais estromais, um tipo de célula tronco. A gordura ndo serd armazenada, mas
estas células mesenquimais serdo congeladas para que possam ser utilizadas durante todo o tempo
desta pesquisa.

Seguindo as orienta¢des da Resolucdo 441/2011 CNS/MS o eventual armazenamento deste
material, se necessario, tera caracteristicas de armazenamento em banco biorrepositor. Portanto, se
nao forem totalmente utilizadas neste projeto, permanecendo congeladas, poderao ser utilizadas em
outros projetos da Instituicdo, onde houver necessidade de utilizar células mesenquimais estromais
obtidas de gordura humana, desde que estes novos projetos tenham sido submetidos e aprovados
no Comité de ética Médica e quando necessario pela CONEP.
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Portanto, estou ciente que se nao quiser participar desta pesquisa ou desistir da doa¢do nao
haverd qualquer prejuizo para o meu atendimento nos hospitais da UNICAMP.

Fui também orientado (a) e estou ciente que minha doacdo é livre e voluntaria, podendo
desistir da doacdo a qualquer momento. Estou ciente também que ndo receberei nenhuma
remuneracdo, compensacao material ou financeira ou privilégio pela doacao da gordura. Fui também
informado (a) que ndo ha beneficios decorrentes da doagdo da gordura, nem imediatos e nem a
longo prazo. Este estudo pretende desenvolver um novo biomaterial para aplicagdo como implante
dentério/ortopédico, que apresente além de melhores propriedades mecénicas, pela formacdo do
revestimento superficial, biocompatibilidade e melhor “osteointegracdo” (integracdo com o osso do
local a ser implantado).

Estou ciente que serdo mantidos tanto o sigilo de meus dados quanto a minha privacidade,
em todos os momentos da realizacdo da pesquisa, inclusive no momento da publicacdo. Nenhuma
informacdo sera dada a outras pessoas que ndo estejam diretamente ligadas a equipe de
pesquisadores deste projeto.

() Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material biolégico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera
ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

( )Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento
do meu material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

O descarte do material armazenado serd autorizado nas seguintes situagGes: Sera tratado
com hipoclorito de sédio, identificado como material infectante e recolhido pelo setor de
limpeza para ser enviado para o aterro sanitdrio, onde sera tratado por termodesinfeccdo em
equipamento de micro-ondas e transformado em residuo comum para ser descartado no
préprio aterro.

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material armazenado
deverdo ser dados a:
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Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé poderd entrar em contato com o pesquisador
Bruno Bosch Volpe, Banco de Sangue de Corddao Umbilical e Placentdrio — Hospital das Clinicas (HC) —
Unicamp na Rua Carlos Chagas 480 - Cidade Universitaria Zeferino Vaz, Bardo Geraldo, CEP 13083-
878, Campinas - SP, telefone (19) 3521-7003 / 3521-7497 (das 8 as 17 horas), emalil
brunoboschvolpe@gmail.com.

Em caso de denuncias ou reclamacgbes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
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UNICAMP das 08:30hs as 13:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126;
CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail:
cep@fcm.unicamp.br. O CEP é constituido por um grupo de profissionais de diversas areas, com
conhecimentos cientificos e ndo cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada da
pesquisa para proteger seus direitos.
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Mesenchymal stromal cells from adipose tissue attached to
suture material enhance the closure of enterocutaneous
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Abstract

Background aims. Surgical treatment for enterocutaneous fistulas (EF) frequently fails. Cell therapy may
represent a new approach to treatment. Mesenchymal stromal cells (MSCs) have high proliferative and
differentiation capacity. This study aimed to investigate whether MSCs could adhere to suture filament (SF),
promoting better EF healing. Methods. MSCs,

1 x 10°, from adipose tissue (ATMSCs) were adhered to a Polyvicryl SF by adding a specific fibrin glue formulation.
Adhesion

was confirmed by confocal and scanning electron microscopy (SEM). A cecal fistula was created in 22 Wistar rats by
incising

the cecum and suturing the opening to the surgical wound subcutaneously with four separate stitches. The animals were
randomly allocated to three groups: control (CG)—five animals, EF performed; injection (IG)—eight animals 1 x 10°
ATMSCs injected around EF borders; and suture filament (SG): nine animals, sutured with 1 X 10° ATMSCs attached to
the filaments with fibrin glue. Fistulas were photographed on the operation day and every 3 days until the 21st day
and analyzed by two

observers using ImageJ Software. Results. Confocal and SEM results demonstrated ATMSCs adhered to SF
(ATMSCs-SF). The average reduction size of the fistula area at 21st day was greater for the SG group (90.34%, P <
0.05) than the IG (71.80%) and CG (46.54%) groups. Conclusions. ATMSCs adhered to SF maintain viability and

proliferative capacity. EF submitted to ATMSCs-SF procedure showed greater recovery and healing. This approach
mightbe a new and effective tool for EF treatment.

Key Words: cell therapy, Crohn disease, enterocutaneous fistula, mesenchymal stem cells, suture filaments



Introduction

A digestive fistula is an abnormal connection bet-
ween the digestive tract and the abdominal cavity
(internal fistula) or the skin surface (enterocutaneous
fistula) through which digestive secretion drainage
occurs [1]. There are several specific types of fistula,
depending on the part of the digestive tract involved.
Approximately 85€90% result from surgical com-
plications [1]. Digestive fistulas are responsible for
electrolyte disturbances, infections, sepsis, skin
lesions, gastrointestinal bleeding, intestinal obstruc-
tion and malnutrition [2]. Conventional treatment
may be medical, surgical or nutritional. Although a
great number of enterocutaneous fistulas close
spontaneously, healing time is dependent on the
location and nutritional status of the patient and may
be associated with a high recurrence rate.

Recent studies have shown that stem cell therapy
could represent a new approach in this area. Stem
cells are characterized by the ability to differentiate
into different lineages and by their great capacity of
proliferation and self-renewal. They are classified as
totipotent when capable of differentiating into any
type of tissue in the human body [3]. Embryonic
stem cells, when manipulated before the morula
phase, may be an example of these cells. When
manipulated during the morula and blastocyst pha-
ses, they can differentiate into almost all tissue types
in the human body (except placenta and attach-
ments) and are classified as pluripotent [3]. Adult

stem cells (e.g., hematopoietic stem cells from bone
marrow, umbilical cord blood as examples) may be
classified as multipotent, on their capacity of differ-
entiating into various lineages. Moreover, some groups
have discovered many stem cells types that can be
found in some sources of hematopoietic stem cells as
unrestricted somatic stem cells, very small embryonic-
like stem cells and mesenchymal stromal cells (MSCs),
rendering great plasticity and prolif- erative potential
[4,5].
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MSCs can be obtained from a variety of sources, such as
bone marrow, umbilical cord blood and adi- pose tissue
[6e15]. Some studies have shown their capacity to
differentiate into mesodermal lineage (adipocytes,
osteocytes, chondrocytes) and even car- diomyocytes,
hepatocytes and myogenic and neuro- genic lineages
[16€22]. In addition to being easy to obtain, MSCs can
also release various biomolecules (the paracrine effect),
can exert immunomodulation properties, have great
proliferative capacity and can also differentiate into other
lineages (plasticity), rendering these cells viable for use in
cell therapy [23e€27]. Moreover, MSCs may act as
immunomodulators, probably by promoting cell-to-cell
contact and release of soluble factors [28]. MSCs were
chosen for this study because of their immunomodulatory
capacity, which enables, allogeneic or xenogenic
transplantation without the use of immunosuppressive
agents [29,30]. Delivery of stem cells to the target organ
may be accomplished through methods such as topical
application, injection or use of carriers [31,32]. In our
laboratory, we have developed a method of attaching
stem cells to the surface of suture filaments, which can
be used as suture material in various situations, such as
in the treatment of enterocutaneous fistulae, in an
attempt to improve healing and reduce closure time.
This study describes the use of such a suture filament
with attached MSCs derived from adipose tissue to
improve the healing of a cecal fistula in a rat model.
Male rats were chosen for the experiments to prevent
eventual hormonal bias and to standardize the groups.
We reviewed the literature and found an article in
which the fistula model was performed and maintained
with a Kehr drain [33], which would not be an ideal
model for our experiment because it would be better if
the fistula were totally closed. Thus, we decided to
perform the procedure as described in the Methods
section. To our knowledge, this model is the

first to be described in the literature.

Methods

MSC isolation and characterization

Adipose tissue was obtained from patients undergo- ing
lipoaspiration. The Ethics Committee of the



Faculty of Medical Sciences (University of Campi-
nas) approved (CEP-No. 839/2008) all procedures,

and all patients signed informed consent.

AT underwent collagenase digestion with 20 mg
collagenase type 1A buffer (Gibco Invitrogen, Grand
Island, NY, USA), 200 mg bovine serum albumin
(Gibco Invitrogen), 20 mL low-glucose Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco Invitrogen)

for each 10 g of adipose tissue for 45 min, at 37°C and
shaken every 5 min. After the washing protocol, cells
were plated at a density of 1 X 106/25 cm? flask in 5
mL of low-glucose DMEM medium (Gibco Invi-

trogen) supplemented with fetal bovine serum (Vitro-
Cell Embriolife, Campinas, Sao Paulo, Brazil) for 3
days, incubated at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% COs. At 80% of confluence, trypsin/

ethylenediaminetetraacetic acid (Gibco Invitrogen) was
added into the culture glass to detached adherent cells,
which were not discarded. Adherent cells were washed
gently with the same medium and then harvested. At
the fourth passage, the AT adherent cells were de-
tached with trypsin/ethylenediaminetetraacetic — acid,
and their morphology was analyzed by light micro-
scopy, characterized by flow cytometry, confocal mi-
croscopy analysis and differentiation to mesodermal
lineage. The cells were submitted to specific protocols
for chondrogenic, adipogenic and osteogenic lineage
differentiation, the minimal criteria defined by Inter-
national Society for Cellular Therapy [34]. MSCs ge-
netic stability was also analyzed by telomerase enzyme
activity and cytogenetic analysis.

Mesodermal lineages differentiation protocols

Osteogenic differentiation was performed with
fourth-passage cells cultured in osteogenic medium,
Iscove’s Modified Dulbecco’s Eagle Medium
supplemented with 0.1 mmol/L. dexamethasone
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 mmol L-
glycerolphosphate (Sigma-Aldrich), and 0.2 mmol
ascorbic acid (Sigma-Aldrich) for 3 weeks. The me-
dium was changed twice weekly. Osteogenic
morphology was confirmed by light microscopy, and
cells were stained by alizarin red.

Adipogenic differentiation was performed with
fourth-passage cells cultured with adipogenic me-
dium: Iscove’s Modified Dulbecco’s Eagle Medium
supplemented with 0.5 mmol/L 3-isobutyl-1-methyl-
xanthine (Sigma-Aldrich), 1 mol/hydrocortisone
(Sigma-Aldrich), 0.1 mmol/L indomethacin (Sigma-
Aldrich) and 10% rabbit serum (Sigma-Aldrich) for 3
weeks. Medium was changed twice weekly. Adipo-
genic morphology was confirmed by light microscopy,
cells were stained using oil red O.

Chondrogenic differentiation was performed with
fourth-passage cells that were transferred into a
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15-mL polypropylene tube and centrifuged at 1,000
rpm (F0685 Fixed-Angle Rotor, Avanti 30; Beckman
Coulter, Inc, Brea, CA, USA) for 5 min to obtain a
pelleted micromass at the bottom of the tube. The
micromass was then cultured in chondrogenic medium,
high-glucose DMEM (Bio-fluid, Rock-ville, MD, USA)
supplemented with 0.1 mmol/L. dexa- methasone, 50
g/mL ascorbic acid, 100 g/mL sodium pyruvate (Sigma-
Aldrich), 40 g/mL proline (Sigma- Aldrich), 10 ng/mL
transforming growth factor 1 and 50 mg/mL ITS
(insulin, transferrin, selenium) premix (Becton,
Dickinson, and Company, Franklin Lakes, NJ, USA,
6.25 g/mL insulin, 6.25 g/mL transferrin,

6.25 ng/mL selenious acid, 1.25mg/mL bovine serum
albumin and 5.35 mg/mL linoleic acid) over 3 weeks.
Medium changes were performed twice weekly.
Chondrogenic morphology was confirmed by light
microscopy, and cells were stained by sirius red,
resorcin and fuchsine.

Genetic stability analyses

The telomerase repeat amplification protocol (TRAP)
assay procedure was performed according to the
manufacturer’s instructions using TRAPeze Telo-
merase Detection Kit (Chemicon International, Mil-
lipore, Billerica, MA, USA). Adipose tissue MSC
samples of passages 4, 8 and 12 were analyzed. The
polymerase chain reaction products were electro-
phoresed on a 12.5% polyacrylamide gel and visual-
ized with the aid of ethidium bromide. The products
were visualized and measured by the Analysis System
120 (ADVIA 120 Hematology System; Siemens AG,
Munich, Germany) and Kodak digital science 1D
3.02 software, with CCD imaging system (Eastman
Kodak, Rochester, NY, USA). Activity in the TRAP
assay was detected as aladder of products with six base
increments (starting at 50 nucleotides), and the rela-
tive telomere activity was calculated semi-quantita-
tively by densitometry ofthe digitized image usingthe
UN-SCAN-IT gel Version 6.1. Negative control was
performed with samples heated to 85°C to inactivate
the telomerase enzyme and 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethyl-ammonio]-1-propanesulfonate lysis buffer. A
sample was scored as telomerase activityepositive
when positive TRAP results were obtained from at
least one protein concentration.

For karyotype analysis, MSCs treated with trypsin were
submitted to centrifugation, 1200 rpm, for 10

min. The pellet was resuspended in 0.075 mol/L KCI, 5
mL, 12 min, at 37°C. Cells were fixed with methanol/
acetic acid (3:1) and karyotyped using G-banding; the
slides were analyzed under a light microscope at 10X
and 100X magnifications. Images of the individual
metaphase spreads were captured and karyotyped using
an automated imaging system for cytogenetic analysis.

Cell adhesion in suture filaments procedures

Quality control experiments to determine the ideal
number of cells and the quality of their adhesion in
the suture filaments were performed before the
beginning of this study. Previous studies were carried
out in our group (Larissa Berbet, student. Evaluation
of Fibrin Glue adhesion capacity by adding mesen-
chymal stromal cells on polyurethane scaffolds, an
experimental study. 2009) to demonstrate the effec-
tiveness of adding commercial fibrin glue MSCs on
biomaterials and suture filaments. The adhesion
potential of the glue impaired the migration of the
cells to the tissues. Thus, the adhesion procedure in
this study was performed with a specific fibrin glue
formulation. Cell adhesion in the suture filaments
were previously demonstrated and confirmed by
confocal fluorescent microscopy and scanning elec-
tron microscopy (SEM) animal experiments because
the SEM technique kills the cells. Suture filaments
with adhered cells from animal experiments were not
submitted to SEM analyses but to confocal fluores-
cence microscopy, carried out with live/dead assay
marks for green living and viable cells and red dead
and unviable cells to confirm the viability and
adhesion of the cells.
Cell adhesion in suture filament animal experi- ments
was performed on poly-vicryl suture filaments. MSCs
from adipose tissue were attached to the su- ture
material by the addition of specific fibrin glue. Specific
fibrin glue was obtained with 20 uL of fibrinogen, 30
uLL of thrombin and 10 uL of calcium chloride. After
the fibrin glue was ready, the suture material was
divided into 30-cm segments, which
were placed in Petri dishes. MSCs (1 X 10%),
checked by hemocytometer counter, were then
dropped over the suture, and fibrin glue was added.
The culture medium described earlier was then
added to the plates. Cell growth was observed every
24 h. Cells were labeled before the procedure using
thelive/dead assay technique. Samples were analyzed
by confocal and scanning electron microscopy.

Confocal fluorescence microscopy

Adipose tissue MSCs were stained using live/dead
assay. To each sample, 2.5 uL of calcein and 10 uL of
propidium iodide were added and left to rest for 30
min at room temperature. The samples were then
washed with phosphate-buffered saline (PBS) and
taken to a microscope and photographed.

SEM

After 1 day of cell seeding, the stem cells attached to
the suture were processed for SEM studies. The



materials were rinsed twice with PBS and fixed in
2.5% glutaraldehyde for 3 h. Stem cells attached to
the suture were then dehydrated with upgrading
concentrations of ethanol (60%, 70%, 80%, 90%
and 100%) for 15 min each. The stem cells attached
to the suture were then sputter coated with gold and
observed under SEM.

Animal experiments

The animal experiments were performed in 10-week-
old Wistar rats in which an enterocutaneous cecal
fistula was created. The study was submitted and
approved by the Ethics Committee on animal and
also by the Faculty of Medical Sciences Ethic com-
mittee (No. 2545-1). Twenty-two animals were used
in the experiments. The rat colony was monitored by
the Quality Health Section of the Center for Exper-
imental Medicine and Surgery as described by Gilioli
etal. [35, 36].

Animals were anesthetized intraperitoneally with

80 mg/kg ketamine (Pantex Holland, Duizel,
Netherlands) and 10 mg/kg xylazine (Pantex
Holland) diluted in PBS. The cecum was accessed
through a standard 7-mm stab incision on the lower
left side of the abdomen, sparing the colon upon
exposure, and a 5-mm enterotomy was performed
and sutured to the abdominal wall to create an
enterocutancous fistula. To allow spontaneous
closure of the fistula, the opening in the cecum wall
was secured to the borders of the surgical wound
without maturation. At this point, the animals were
randomly allocated into one of three groups:

1. Control group (CG)—the fistula was secured to
the abdominal wound using four separate
stitches of plain 4-0 Vicryl (Poly J-304 poly-
glactin 910, Ethicon, Sio Paulo, Brazil).

2. Injection group (IG)—the fistula was secured to
the abdominal wound using four separate stitches
of plain 4-0 Vicryl (Poly J-304 polyglactin 910,
Ethicon), and a suspension containing 1 X 10°
mesenchymal stem cells from adipose tissue was
injected subcutaneously around the fistula.

3. Suture group (SG)—the fistula was secured to

the abdominal wound using four separate
stitches of 4-0 Vicryl (Poly J-304 polyglactin

910, Ethicon) in which 1 X 10° mesenchymal
stem cells from adipose tissue had been adhered.

Postoperative closure of the fistula was monitored
through photographic documentation starting on the
day of the operation and continuing through post-
operative days 3, 6, 9, 12, 15, 17, 19 and 21. The
animals were euthanized by CO, chamber. The
ImageJ (RSB, Bethesda, Maryland, USA) software

was used for the analysis of the fistula areas (mm?) of
each animal.

Sample size

Minimum sample size was calculated based on a
proposed reduction of 50% in the final area of the
fistula, considering an alpha value of 5% and a study
power of 80%. On the basis of these parameters,
minimum sample size was calculated to be five ani-
mals per group.

Image]

The fistula areas of each animal were analyzed by
ImagelJ software (Image Processing and Analysis in
Java). The photos were taken on the day of sur- gery
and during the post-operative period (PO) on days 3,
6,9, 12, 15, 17, 19 and 21. The photos were taken
with Panasonic Lumix digital camera (Pana- sonic,
Sdo Paulo, Brazil) with Leica lens (DC VARIO-
ELMARIT 1:2.85.9/5.5e22  ASPH,

Leica, Wetzlar, Germany). Images from the fistulae
were analyzed by two independent persons using the
Image] software.

Results

MSCs differentiation and characterization

Figure 1.1A shows adipose tissue submitted to
digestion and adherent culture, which led to expan-
sion of adherent cells with spindle-shaped
morphology, confirmed by light microscopy. Flow
cytometry immunophenotyping of these cells at the
fourth passage also demonstrated that the cells were
positive for CD90 (99.60%), CD105 (99.30%),
CD73 (97.87%) and CD29 (84.11%). The other
markers—CD45, HLADR, D34, CD14 and STRO-
1—were less than 1% (0.96 T 0.95%) and showed
low expression (Figure 1.3). Furthermore, they
differentiated into mesodermal lineage (chondro-
genic, osteogenic and adipogenic lineages), with
morphology confirmed by light microscopy (Figure
1.1BeD), demonstrating that these cells were MSCs.
The results obtained by light and confocal microscopy,
flow cytometry analyses and the capacity on
mesodermal differentiation demon- strated that the
adhered cells obtained from adipo- cyte tissue were
MSCs as establish by the International Society of Cell
Therapy criteria  [34].

Telomerase enzyme activity analyses demon- strated
that adipose tissue MSCs at P4 showed bands of 56
and 50 bp with related telomerase enzyme ac- tivity of
100%. The bands diminished at P8 and P12 with
reduction of enzyme activity, which
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Figure 1. (1) Morphologic analysis and mesodermal differentiation. (A) Light microscopy morphologic analysis showing adipose tissue

MSCs with fibroblastic morphology (magnification 10X). (B) MSCs differentiated into adipocytes, lipid vesicles stained with oil red O. (C)
MSC:s differentiated into osteocytes, calcium storage stained with alizarin red. (D) MSCs differentiated into chondrocytes stained with sirius
red, resorcin and fuchsin (magnification 10X). (2) Immunofluorescence microscopy. (A) MSCs stained in green positive for CD73 antibody.
(B) MSC:s stained in purple positive for CD90 antibody. (C) MSCs stained in red positive for CD105 antibody (magnification 40X). (3)
Flow cytometry analysis: MSCs at the 4th passage demonstrated 96.95% of the cells positive for CD90, CD105, CD73 and CD29. The
other markers, CD45, HLADR, CD34, CD14 and STRO-1, were <1%.
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demonstrated a low potential for instability of these (Figure 2.2). Telomerase enzyme activity and cyto-
cells (Figure 2.1). Karyotype analyses demonstrated no genetic results demonstrated that adipose tissue
chromosomal instability or  abnormality MSCs were genetically stable.
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Figure 2. (1) Telomerase enzyme activity: MSCs at fourth passage (P4) showed 56 and 50 bp bands related to 100% of telomerase enzyme
activity. Bands diminished at the eighth and 12th passages (P8 and P12), demonstrating that telomerase enzyme activity decreased. (2)
Karyotype: (A) MSCs at P8 karyotype analysis. (B) MSCs tenth-passage karyotype analysis. Cytogenetic analysis demonstrated no
chromosomal abnormities.



MSC adhesion to suture filaments

Quality control tests were performed before the an-
imal experiments and ensured that suture filaments had
a large quantity of viable adhered MSCs.

Confocal fluorescence microscopy results
demonstrated that cells were able to attach and
adhere to the suture filaments. Labeled cells adhered
to the suture, completely covering the filaments
(Figure 3.1).

SEM

SEM proved that some cells adhered on the surface of
the sutures, and others were detected between the
strands of the wires. The fibrin glue formed a “layer”
cell between the filaments of the suture (Figure 3.2).

1) Immunofluorescence microscopy
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Animal experiment

During the course of the experiment, none of the
animals in the control group achieved complete closure
of the fistula. The median percentage of reduction of
fistula area (mm’) on the 21st day was 47.10%

(T23%). Animals from the injection group displayed
increased healing compared with the con- trol group.
Fistula area reduction of on the 21th postoperative day
was significantly greater in this group than the

control, 80.71% (T26%) versus 47.10%; P < 0.05.
All animals in the suture group displayed increased
healing compared with the control group. Fistula area
reduction on the 2Ist post- operative day was
significantly greater in this group than the control

group 98.27% (T14%) vs. 47.10%; P < 0.05;
(Figure 4:1, 4.2, 4.3).
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Figure 3. (1) (A) Suture filament control, without fluorescence. (B) Viable MSCs labeled in green (control). (C) Suture filament completely
involved by viable cells, indicated by arrows (magnification 10X). (D) Suture filament completely involved by viable cells, indicated by arrow
(magnification 20X). (2) (A) Arrows show well-defined cells on the surface and between the suture filaments (magnification 500X). (B)
Arrows and circle show cells on the surface of the filament as a cell layer due to the addition of fibrin glue (magnification 2000X).



Figure 4. (1) Control group enterocutaneous fistulas (EF) development: (A) first day of fistula generation. (B) Twenty-first day of fistula
generation, demonstrating no healing of the fistula. (2) Injection group EF development: (A) first day of fistula generation. (B) Twenty-first
day of fistula generation, demonstrating almost complete healing of the fistula. (3) Suture group EF development: (A) First day of fistula
generation. (B) Twenty-first day of fistula generation showing complete healing of the fistula.

Discussion

Fistulas continue to cause high levels of morbidity and
mortality, although many important factors related to
their management are known. Recent im- provements
in clinical (e.g., infliximab) and surgical treatments
have decreased the need for complicated surgeries.
Nonetheless, these approaches have not led to a cure.
Fistula management in patients with Crohn disease is a
challenging problem; many pa- tients do not respond to
the available treatments. The reported incidence of
fistula in Crohn disease ranges from 17 to 50% of
patients [32,37,38], resulting in distressing
complications that reduce patient quality of life.
Recent studies have shown that

stem cell therapy could represent a new approach in
this area.

MSCs show great proliferative capacity; differ-
entiation into mesodermal and other lineages; and a
paracrine effect that leads to an immunomodulation
state by promoting cell-cell contact and releasing
soluble factors, all of which render MSCs a thera-
peutic alternative. Another advantage is that the cells
can be obtained autologously and, in the future,
perhaps through allogenic means via umbilical cord
blood bank units, which have sufficient quality con-
trol to be used as an MSC source [40]. The possi-
bility of accessing adipose tissue through liposuction
procedures renders this source an attractive
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Figure 5. Analyses of fistula area development comparing the
three groups demonstrated that when MSCs were used, there was
better fistula healing. The suture group results on the third day
were similar to the 21st control and injection group results.

alternative for obtaining MSCs. Additionally, lipo-
suction fat is available in large quantities and can be
obtained with minimal adverse effects for the patient
(local anesthesia) [29,30].

In our study, MSCs were successfully obtained from
adipose tissue according to the standards of the
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy. Ge- netic
stability analysis was performed by karyotype studies
and telomerase enzyme activity analysis. Fidler et al.
[41] reported that nonmetastatic cells are more stable
phenotypically and genotypically compared with
metastatic  cells, suggesting that the sooner
chromosomal instability is detected, the bet- ter the
chance of metastatic cell detection. Wong et al.
[39] described that MSCs could transform themselves
into malignant cells if submitted to long term in vitro
expansion, interaction with tumor stroma or genetic
manipulation. Human cells have two control points
that regulate their viability in vitro: senescence and
crisis stages. Senescence is associated with telomere
shortening; if cells ignore this step, they continue to
grow and can then initiate a crisis phase, characterized
by widespread chromosomal instability and causing
massive apoptosis. At this point, these cells are not
recommended for clinical use. Moreover, modulatory
behavior of these cells could lead to drug resistance.
MSC karyotypes from the three sources analyzed
demonstrated no abnor- malities, and chromosomes
remained stable [41].

Telomerase enzyme activity diminished with the
progression of each passage and showed normal ac-
tivity. The aggressiveness of the tumor cells is known
to be related to high levels of telomerase activity. This

enzyme is present in most neoplastic processes and
plays an important role in the diagnosis and treatment
of cancer, making it one of the important targets for
research and therapy [42]. Therefore, MSCs also
demonstrate genetic stability, due to telomerase
enzyme activity and karyotype analyses results, which
may permit their use in regenerative medicine.

The cells were capable of adhering to the suture
filaments, which was demonstrated by fluorescence
microscopy and SEM.

Recently, preclinical experiments were also re-
ported by Guyette ef al. [31] showing that MSCs could
be attached to suture filaments. Despite the authors
having maintained the suture filaments with the
attached cells in a bioreactor culture system, the cells
did not remain attached to the filaments, as demon-
strated by fluorescence microscopy analyses. However,
they were able to promote better healing and recovery
of the compromised heart area that was submitted to
the procedure. Nonetheless, because a large number of
cells did not remain attached to the filament, perhaps if
used for larger injuries such as enterocutaneous fistula,
the healing may not occur [31].

The animal experiments showed that when the
MSCs were injected or the suture procedure was
performed with filaments where the cells were
adhered, a faster and better recovery and healing of
the fistulas (injection and suture groups) was
observed (Figure 5). The injection group showed a
71.80% reduction of the fistula, a result similar to
those published by Garcia-Olmo et al. [32]. One of
the study groups underwent direct injection of cells
at the injury site to determine if this would be more
or less effective than treatment with stem cells
adhered to sutures. The suture group demonstrated a
reduction of 90.34% of the fistula area, probably
because of a larger number of the cells adhered to the
filaments using a fibrin glue procedure, which might
have migrated into the fistula area to promote better
healing and recovery to the injured area. Recently,
Kin et al. demonstrated that adipose tissue MSCs
adhered to fibrin glue demonstrated better prolifer-
ation and maintained viability until the 14th day of
culture [43]. The suture filament procedure could be
an effective treatment for enterocutaneous fistulas
and useful in other surgical situations.

Although some authors have reported a good initial
response using MSCs injected around an
enterocutaneous fistula in patients with inflamma-
tory bowel disease [43], the results have alsoshown
that in some cases, the fistulas returned. However,
these authors used stem cells to treat enter-
ocutaneous fistulas in a difficult clinical situation in
which a severe inflammatory process was active. Our
initial experiments did not aim to address this issue,
which we intend to investigate in future work.



The MSC mechanisms involved in faster healing and
better recovery of enterocutaneous fistulas must
being investigated. To date it is not completely un-
derstood whether stem cells act by directly migrating
to tissue and differentiating into collagen fibers or
whether, in addition to the well-known MSC
immunomodulation properties, they release inter-
feron-gamma, tumor necrosis factor alpha and
interleukin-1b into the damaged tissue, which might
regulate the immune response to promote faster
healing and recovery in the compromised area, which
could be a possible explanation for our results [44].
Suture filaments with adhered MSCs may represent a
new tool for various diseases, providing better healing
and recovery of fistulas, reducing the time of
hospitalization and improving quality of life.
More experiments are necessary to fully investigate the
intrinsic mechanisms involved in these effects.

Conclusion

MSCs were successfully obtained from adipose tis-
sue. MSCs were capable of attaching and adhering to
suture filaments in the presence of fibrin glue,
maintaining their viability and properties.

Suture filaments with adhered MSCs promoted
better recovery and healing of enterocutanecous fis-
tulas in a rat model of cecal fistula. This new tech-
nology may represent an interesting and effective tool
forregenerative medicine.
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