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Resumo: A fibrose hepatica € a consequéncia das doengas cronicas do figado, e quando nao tratada evolui
para a cirrose, cujo Unico tratamento efetivo é o transplante do érgéo. Estudos prévios demonstraram que
a membrana amnidtica humana (MA), reduziu a fibrose biliar inibindo sua progressdo para a cirrose
hepatica. Acredita-se que um dos mecanismos desta a¢do seja a modulacdo dos macrofagos M1 e M2,
células que atuam na progressdo e regressdo da fibrose, respectivamente. O objetivo deste estudo foi
analisar o efeito da MA na expresséo de genes relacionados aos macrofagos M1 e M2 na fibrose hepética
por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR). Duas semanas apds a inducao da
fibrose pela ligadura do ducto biliar (LDB), um fragmento de MA foi aplicado ao figado. Quatro semanas
apos a aplicacdo da MA, amostras do figado foram submetidas a extracdo do RNA, sintese de cDNA e RT-
gPCR. Foi observado aumento significativo da expresséo dos genes CD206, e IL-12b apds a aplicacdo da
MA em relagdo as amostras de figado sem a presenca da mesma, sugerindo que a MA pode estimular a
expressao do gene CD206, que esta associado ao macréfago M2, e reparacéo da fibrose, mas também
pode ter o potencial de estimular a expresséo do gene IL-12b, associada ao macrofago M1. Estes resultados
sugerem a presencga de ambos o0s subtipos de macréfagos durante a regressédo da fibrose biliar, a qual foi
evidenciada previamente pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando os mesmos grupos experimentais.
Assim, estudos futuros com outros genes contribuirdo para o melhor entendimento da acao antifibrotica da
MA por meio do aumento de M2 no tecido hepético.
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Abstract: Hepatic fibrosis is the consequence of chronic liver diseases, and if untreated, it progresses to
cirrhosis, for which the only effective treatment is organ transplantation. Previous studies have shown that
human amniotic membrane (AM) reduced biliary fibrosis, inhibiting its progression to liver cirrhosis. It is
believed that one of the mechanisms for this action is the modulation of macrophages M1 and M2, cells that
act in the progression and regression of fibrosis, respectively. The objective of this study was to analyze the
effect of AM in the expression of genes associated with macrophages M1 and M2 in hepatic fibrosis by
guantitative real-time PCR (RT-gPCR). Two weeks after the induction of fibrosis by bile duct ligation (BDL),
a fragment of AM was applied to the liver. Four weeks after the application of AM, liver samples were
subjected to RNA extraction, cDNA synthesis and RT-gPCR. A significant increase in CD206 and IL12b
gene expression was observed after AM application compared to the liver samples without it, suggesting
that AM may stimulate CD206 gene expression, which is related to macrophage M2, and fibrosis repairs,
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but it may also have the potential to stimulate the expression of gene IL-12b, related to macrophage M1.
These results suggest the presence of both macrophage subtypes during biliary fibrosis regression, which
has been previously shown by our research group, using the same experimental groups. Thus, future studies
with other genes will contribute to a better understanding of the antifibrotic action of MA by increasing M2 in
liver tissue.

Keywords: Gene expression; hepatic fibrosis; macrophages; amniotic membrane.

1 INTRODUCAO

Os macrofagos estao localizados em varios tecidos, sendo células fagociticas do
sistema imune inato e desempenham um papel central na modulacéo da inflamacéo. A
grande maioria € derivada dos mondcitos circulantes do sangue, que tem origem em
células progenitoras da medula d&ssea, sendo essenciais na imunidade, no
desenvolvimento e homeostase dos tecidos (KOO; GARG, 2019). Os macréfagos
residentes no figado sdo conhecidos como células de Kupffer, atuando tanto na
manutencdo da homeostase do 6rgdo, quanto apoés injarias cronicas ao figado. Eles
constituem uma populagédo heterogénea de células imunes que exibem uma notavel
plasticidade, e podem se diferenciar em dois subtipos funcionais, exercendo a¢des tanto
na progressao (macrofagos do tipo 1 - M1) quanto na resolucédo da fibrose hepatica
(macréfagos do tipo 2 - M2) (LI et al., 2016). Estas células apresentam uma alta
diversidade de liberagéo de citocinas e marcadores de superficie celular. O macréfago
M1 tem como marcador de diferenciagdo o 0xido nitrico sintase 2 (Nos2), mas também
€ caracterizado pela expressao dos genes das citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,
IL-6, IL23 e IL-12b. J& 0 macréfago M2 tem como marcador de diferenciacéo a arginase
(Argl), e também é identificado pela expressdo dos genes IL-10, CD206, CD163,
quitinase 3 like 3 (Ym-1), entre outros (TACKE; ZIMMERMANN, 2014; WERMUTH;
JIMENEZ, 2015; GIMENES et al., 2016).

A fibrose hepética € uma temivel consequéncia das doencas crbnicas que
acometem o figado, sendo causada por diferentes injarias incluindo consumo de alcool
excessivo, infecgdo viral, desordens genéticas, metabdlicas, toxicas ou biliares, como
as colestases, que sao causadas por calculos biliares ou tumores que obstruem o fluxo
biliar do figado para o duodeno (LI; CRAWFORD, 2004; KRENKEL et al., 2018). Ela €
caracterizada pela excessiva deposi¢cdo de matriz extracelular (MEC) no parénquima
hepatico, distorcendo sua arquitetura e prejudicando a sua funcédo. A fibrose quando
nao tratada progride e os septos fibréticos terminam por envolver nédulos de hepatécitos
em regeneracdo, 0 que caracteriza o estagio final da doenca, a cirrose hepéatica
(KRENKEL et al., 2018). A cirrose € a principal causa de hospitalizacdo por doencas
hepaticas, sendo a 82 causa de morte no Brasil e 142 no mundo (NADER.; MATTOS;
BASTOS, 2014; GIMENES et al., 2016). Os pacientes com cirrose também exibem um
elevado risco de desenvolver hipertensao portal, falha irreversivel do figado e carcinoma
hepatocelular (YANG et al., 2011).
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Apesar de consideraveis avancos no entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares, e da engenharia de biomateriais, que vao tornando cada vez mais plausivel
a regressado da fibrose, atualmente ainda existem poucas opcdes de tratamento para
esta doenca. Estudos como de Biswas e Sharma (2016) ressaltam que existem poucos
agentes farmacologicos desenvolvidos para o tratamento da fibrose, e os que sdo
aprovados para administragdo agem em doencas especificas, desempenhando sua
acao na fibrose dependendo da causa e do grau desta. Assim, o Unico tratamento efetivo
€ o transplante do figado, o qual ainda apresenta limitagbes como o baixo numero de
doadores, necessidade do uso de terapia imunossupressora, suscetibilidade a rejeicao
imunoldgica, além de fatores legais, éticos, econémicas e religiosos (AZZAM et al.,
2007). Neste contexto, estratégias para reduzir a fibrose hepética, evitando ou
prolongando a necessidade de transplante sao essenciais.

O emprego da membrana amniética (MA) representa uma alternativa terapéutica
para a fibrose hepética (SANT'ANNA et al., 2011). A MA constitui-se ha camada mais
interna das membranas fetais, que juntamente com a placenta é descartada apos o
parto. Assim, apresenta-se em alta quantidade e sua colheita ndo envolve procedimento
invasivo, ético ou religioso. As células amniéticas humanas tém origem embrioldgica
precoce, assim expressando marcadores de células tronco pluripotentes e sendo
capazes de se diferenciar in vitro nos tecidos das trés camadas germinativas (PAROLINI
et al., 2008). Além das células, a camada mesenquimal apresenta uma rica rede de
fiboras de colageno, elastina, acido hialurénico, lamininas e fibronectina, que
proporcionam propriedades como estabilidade, flexibilidade, e permeabilidade,
permitindo que ela seja utilizada como scaffold e substrato para proliferacéo de células
e formacdo de tecidos (BOURNE; BENIRSCHKE, 1960; NIKNEJAD et al., 2008;
MAMEDE et al.,, 2014). A MA tem sido utilizada com sucesso em vestibuloplastia
(TSUNO et al., 2014), recessdes gengivais (SHETTY; CHATTERJEE; BOSE, 2014),
defeitos na mucosa oral (KAR et al., 2014), reconstru¢éo vaginal (SEIFELDIN et al.,
2015), queimaduras (REILLY et al., 2017), ulceras de pele (DEHGHANI et al., 2017) , e
defeitos 6sseos da calvaria (FENELON et al., 2018). Esses estudos provaram que o
transplante de fragmentos de MA fresca e intacta é biocompativel, e exerce efeitos anti-
doloriferos, antibacterianos, anti-inflamatérios e antifibroéticos, auxiliando o processo de
re-epitelizacéo e reparo dos tecidos danificados (LIU, 2010; MANUELPILLAI et al., 2012;
MAYMO et al., 2018).

Especificamente na fibrose hepética, os estudos pré-clinicos do nosso grupo
demonstraram que a MA aplicada ao figado no mesmo momento da inducdo da doenca
inibiu a progressao da fibrose hepatica biliar para o estagio avancado, a cirrose, mas
néo foi capaz de prevenir a instalacdo daquela (SANT'ANNA et al., 2011). Em um estudo
posterior do nosso grupo foi verificada diminuicdo no grau de fibrose, reducéo de 50%
na deposicdo de coladgeno e dos miofibroblastos ativados apds aplicagdo da MA, duas
semanas de realizada a inducéo da fibrose biliar, sugerindo que um dos mecanismos
de acdo da MA na fibrose biliar estabelecida seja a reducéo das citocinas fibrogénicas
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TGF-B1 e a IL-6 (SANT'ANNA et al., 2016). Entretanto, outros mecanismos também
podem estar envolvidos na acao antifibrética da MA, incluindo o aumento da atividade
das metaloproteinases (enzimas que degradam a matriz extracelular), e mais
recentemente a alternéancia dos subtipos de macréfagos presentes no figado (SUN;
KISSELEVA, 2015; JU; TACKE, 2016; BISWAS; SHARMA, 2016; EBRAHIMI;
NADERIAN; SOHRABPOUR, 2018). A hipo6tese do presente estudo é que a membrana
exerca sua acao antifibrética pelo aumento de expressédo de genes relacionados aos
macrofagos M2, os quais estdo envolvidos na regressdo da doencga. Assim, o objetivo
deste estudo foi analisar o potencial da MA em modular a expressdo de genes
associados aos macréfagos M1 e M2 na fibrose hepatica do tipo biliar por meio da
técnica de RT-gPCR.

2 METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP/UNIVAP), no 2.077.418, de acordo com a Resolucéo no 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, e pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNIVAP), no
AQ7/CEUA/2017 de acordo com a LEI 11.794/2008, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA).

2.1 Colheita da placenta

Cinco placentas humanas foram obtidas por meio de ceséarias eletivas de
pacientes com gestacao normal, do Hospital Santa Casa de S&o José dos Campos apés
0 consentimento prévio da parturiente por meio do Termo de Consentimento livre e
esclarecido, e posterior aos resultados laboratoriais negativos para hepatite B e C, sifilis
e HIV. ApGs a coleta, o transporte da placenta para o Laboratério de Histologia e Terapia
Regenerativa, seguiu as normas padronizadas em estudos anteriores, como controle de
temperatura e armazenamento em 10-15 °C, entretanto, sem contado direto com o gelo
(SANT’ANNA et al., 2011; BRITO, 2015).

2.2 Processameno da MA

Uma vez a placenta no laboratério, todos os procedimentos para o processamento
da MA foram realizados em condi¢des estéreis e sob uma capela de fluxo laminar. A
primeira etapa foi destacar manualmente a MA do cérion e lava-la amplamente com
solucao fisiolégica contendo 100U/ml de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina e
anfotericina. Logo apos, a MA foi cortada em fragmentos de 6cm x 9cm, com marcacdes
para identificacdo de sua face mesenquimal. Os fragmentos foram armazenados, por
um periodo maximo de 24 horas apds o processamento da membrana amnidtica,
separadamente, em frascos de 50 ml, em temperatura ambiente, contendo meio de
cultura DMEN, para manutencéo da integridade da MA, sem adicdo de soro e fenol-
vermelho, em condi¢des estéreis até o momento da aplicagdo nos animais (WOLBANK
et al., 2007; SANT'ANNA et al., 2011; BRITO, 2015).
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2.3 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 19 ratos machos Rattus Norvegicus, Albinos, Wistar, com peso
aproximado de 200 a 2509, os quais apos o periodo de aclimatizagao foram divididos,
aleatoriamente, nos grupos: grupo normal (n=3), os animais nao foram submetidos a
nenhum procedimento, sendo usados como normalizadores na RT-qPCR; grupo LDB
(n=6), onde os animais foram submetidos a ligadura do ducto biliar (LDB) e sacrificados
apos seis semanas e grupo LDB+MA, (n=10), onde os animais foram submetidos a LDB
€ apos duas semanas da ligadura, um fragmento de membrana amniotica (MA) humana
fresca foi aplicada ao redor de todos os lobos do figado.

2.4 Modelo experimental de indugao da fibrose hepatica e colagdo da MA

Para a indugao da fibrose, os animais foram anestesiados com isoflorano a 3%,
por via inalatéria, em camara propria, e a anestesia foi mantida pela inalagao de mistura
de oxigénio (O3) e isoflorano a 2,0%. A intervencgao cirurgica se iniciou com tricotomia e
desinfeccao da regidao abdominal, seguida de uma incisao na linha mediana e exposi¢cao
do ducto biliar comum, o qual foi duplamente ligado com fio de sutura Seda 4-0 (Ethicon
— Johnson & Johnson). A primeira ligadura foi realizada na jungédo dos ductos hepéaticos
e a segunda ligadura, acima da entrada do ducto pancreatico, conforme relatado por
Chen, et al. (CHEN et al., 2009). O ducto biliar comum foi entdo seccionado entre as
ligaduras. Logo apds, a incisao abdominal foi fechada em dois planos com fio de sutura
seda 4-0 (tecido muscular) e 3-0 (tecido epitelial) (Ethicon— Johnson & Johnson). Assim,
0s animais tiveram total, permanente, obstrucao biliar (BRITO, 2015). Nos animais do
grupo LDB+MA,, antes do fechamento da parede abdominal, um fragmento de MA foi
colocado no figado com o seu lado mesenquimal em contato com a superficie do figado.
Apos este procedimento, o abdémen foi fechado. Nos cinco dias apds a cirurgia, cada
animal recebeu antibioticoterapia (Duotril 2,5% 0,04mg/g), € uma vez por semana,
aplicou-se vitamina K (5mg/kg) para a prevengéo da mortalidade por hemorragias,
ambos administrados por via subcutanea.

2.5 Eutanasia e obtencado das amostras

Apoés quatro semanas da aplicagdo da MA, os animais foram eutanasiados com
overdose do mesmo anestésico utilizado para a sedagéo, e amostras do figado foram
coletadas dos lobos medial e direito, colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas
em tubos criogénicos em freezer a -80°C no Laboratério Central Analitica — IPD/UNIVAP
para a analise de RT-gPCR, a qual foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular da
mesma Instituicdo. Assim para as analises da expressao génica foram utilizadas 12
amostras do figado (grupo LDB, n=6), e 20 amostras do figado (grupo LDB +MA,, n=10).

2.6 Andlise da expresséao génica

2.6.1 Extracdao, purificacédo e quantificacdo do RNA
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A extracédo do RNA foi realizada segundo o protocolo estabelecido para o SV Total
RNA Isolation System-Promega®. As caracterizagbes quantitativas e qualitativas das
amostras de RNA extraidas foram realizadas pelo método de espectroscopia de
absor¢cdo no ultravioleta no equipamento NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer
v.3.0.1, Labtrade) e eletroforese em gel de agarose a 1%, respectivamente.

2.6.2 Sintese do CDNA

A sintese de cDNA foi realizada pelo sistema de pré-amplificacdo ImProm-//™
Reverse Transcription System- Promega®.

2.6.3 RT-qgPCR

Os genes IL-10, CD163, IL-12b e CD206 que estao associados aos macrofagos
M1 e M2 foram selecionados para serem analisados pela RT-qPCR. Os iniciadores para
amplificacdo destes e para o gene enddgeno B-actin foram desenhados no software
Primer Express (verséo 3.0) (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (Tabela 1).
A deteccdo de alteracbes de expressdo génica pela RT-gPCR foi realizada no
equipamento ABI PRISM 7500 Sequence Detection Systems (Life Technologies, USA).
Para a RT-qPCR foi utilizado o kit GoTag® gPCR Master Mix Promega®.

Tabela 1 - Primers utilizados para analisar a expressao de genes de macréfagos M1 e

Genes Forward = Reverse Amplicon | Penalidade
IL-10 GAGGCCTGAAGAACATTCGA | CACCAGGCCTCCTCTTGATCT 75 126

CD163 | TGCTCAGGCCACAGGAA GACCGGAACATGGGATTTC 55 29

IL-12b | TGCTGGTGTCTCCACTCATG | GCCAGTCCACCTCTACAACAT | 69 96

CD206 | GCCGAGCCATGAGAACA CCATCCTTCCCTTTCATCAC 57 38

b-Actin | ACCCACACTGTGCCCATCT AGACGCAGGATGGCATGAG 56 32

Fonte: Os autores.

2.6.4 Andlise dos resultados e estatistica

Apos a realizagdo da RT-gPCR, os dados das analises de expressédo foram
calculados pelo método Delta Delta Ct, que permite analisar os valores de QR
(quantificacao relativa) para cada um dos genes analisados. Os valores médios dos Cts
obtidos para os genes alvos foi comparado com a média dos Cts do gene enddgeno e
normalizados pela média das amostras normais, resultando nos valores de QR ou fold
change. Os thresholds definidos foram os mesmos em todas as corridas de RT-qPCR.
O fold change (27(- Delta Delta Ct)), que consiste no valor da expressdao do gene
normalizado (2°(- Delta Ct)) nas amostras do grupo experimental dividido pela
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expressdo do gene normalizado (2°(- Delta Ct)) na amostra do grupo controle (tecido
normal), foi calculado para cada gene. Este célculo é dado pela formula: 2°(-DDCt). Em
seguida foi realizado o teste ndo paramétrico de MannWhitney na comparacao entre 0s
valores de QR das amostras pertencentes ao grupo LDB e ao grupo LDB+MAy.As
medianas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes com
p<0,05. Esta andlise e a construcdo dos gréficos foram realizadas no software
GraphPad Prism versado 5.00 (GraphPad Software, CA, USA).

3 RESULTADOS

A analise quantitativa de todas as amostras de RNAs extraidos realizada pela
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta, mostrou que a maioria dos RNAs
apresentaram razdes de 260/280 e 260/230 dentro do esperado, acima de 1.8 e
concentracdes em média de 925,35 ng/pL. Estes resultados demonstraram a auséncia
de contaminagdo por proteinas e reagentes. Todos os RNAs obtidos apresentaram-se
integros na eletroforese em gel de agarose, requisito para a realizagdo da analise de
RT-gPCR (Figura 1).

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de RNA, visualizado pelas
bandas 28S e 18S, de figado de ratos dos grupos normal, LDB e LDB+MA,. | e XX:
marcador de peso molecular de 100pb. Il a VI: amostras do grupo LDB. VIl a XVI:
amostras de RNA do grupo LDB+MA,. XVII a IXX: amostra de RNA do grupo normal.

Vi Vil Vil IX X Xl X Xl XIv XV Xvi Xvil Xvil X
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!
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e e e— e G— G —— —

Fonte: Os autores.

Na andlise de expressao do gene IL12B observou-se diminuicdo de expressdo em
quatro amostras (QR = 0,03 a 0,37), aumento de expressdao em duas amostras (QR =
12,28 e 24,41) e expressao normal em duas amostras (QR = 0,97 e 1,06) no grupo LDB
em comparag¢ao com o grupo de amostras de figado normal. No grupo LDB+MA,, quatro
amostras apresentaram diminuicdo de expressao (QR = 0,14 a 0,33), 10 amostras
apresentaram aumento de expressdo (QR = 5,59 a 11105,51) e cinco amostras
apresentaram expressao normal (QR = 0,67 a 1,60) em relacdo o grupo de amostras de
figado normal. Na comparacdo entre os dois grupos foi observado aumento de
expresséo significativa no grupo LDB+MAO em relagdo ao grupo LDB. (P = 0,0244) Na
andlise do gene CD206, no grupo LDB, oito amostras apresentaram diminuicdo de
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expressao (QR = 0,10 a 0,37), uma amostra apresentou aumento de expressao (QR =
4,20) e trés amostras apresentaram expressao normal (QR = 0,86 a 1,59). No grupo
LDB+MA,, sete amostras apresentaram diminuicdo de expressédo (QR = 0,11 a 0,45),
nove amostras apresentaram aumento de expressao (QR = 4,19 a 1227,11) e em trés
amostras apresentaram expressao normal (QR = 0,57 a 1,83). Na comparac¢ao entre 0s
dois grupos foi observada diferenca significativa (P = 0,0219). Para o gene IL10, no
grupo LDB, quatro amostras apresentaram diminuicao de expressao (QR = 0,22 a 0,34),
duas amostras apresentaram aumento de expresséo (QR = 2,03 e 5,80) e seis amostras
apresentaram expressao normal (QR = 0,57 a 1,56).No grupo LDB+MA,, quatro
amostras apresentaram diminuicdo de expressdo (QR = 0,23 a 0,36), 10 amostras
apresentaram aumento de expressdo (QR = 2,03 a 1.660,46) e cinco amostras
apresentaram expressdo normal (QR = 0,51 a 1,74). Na comparagéo entre os dois
grupos nao foi observada diferenca significativa (P = 0,1046).Para o gene CD163, no
grupo LDB nove amostras apresentaram diminuicdo de expressao (QR = 0,06 a 0,49),
uma amostra apresentou aumento de expressdo (QR = 4,27) e duas amostras
apresentaram expressao normal (QR = 0,50 e 0,75). No grupo LDB+MA,, seis amostras
apresentaram diminuigdo de expressao (QR = 0,02 a 0,35), oito amostras apresentaram
aumento de expressdo (QR = 2,02 a 1068,85) e em cinco amostras apresentaram
expressao normal (QR = 0,51 a 0,86). Na comparacéo entre os dois grupos nao fol
observada nenhuma diferenca significativa (P = 0,1557). Desta forma, os resultados
mostraram diferenca significativa na expressé@o génica apenas para os genes IL-12b e
CD206, com aumento de expressado no grupo tratado com MA, quando comparado ao
grupo LDB (Figura 2).
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Figura 2 - Niveis de expressao dos genes IL-10 (A), CD163 (B), IL-12b (C) e CD206
(D), e dos grupos LDB e LDB+MA,. Os valores do nivel de expresséo (QR:
guantificacao relativa) foram plotados em uma escala logaritmica de 10. Médiana:
representada pela linha preta entre as amostras de cada grupo). Teste estatistico ndo
paramétrico Mann Whitney. (p< 0,05). * estatisticamente significativo.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo a aplicagdo da MA sobre o figado ocorreu somente apds duas
semanas da indugao da fibrose, ou seja, com a doencga ja instalada, estratégia esta que
é observada na realidade clinica dos pacientes com fibrose hepatica, que normalmente,
descobrem a doenga em estagios mais avancados. O modelo experimental da ligadura
do ducto biliar em ratos reproduz as caracteristicas patologicas da fibrose do tipo biliar
causada pela colestase (LI; CRAWFORD, 2004). A caracteristica da fibrose depende da
etiologia subjacente, sendo que na fibrose hepatica biliar causada pela colestase ha o
surgimento de lesdes em torno do epitélio do ducto biliar, devido ao estresse
biomecanico causado pela LDB. Isto desencadeia uma proliferagdo compensatoéria das
células epiteliais biliares, com ativacdo massiva de miofibroblastos, derivados,
principalmente, dos espagos porta do figado, e excessiva deposi¢gao de colageno ao
redor dos ductos que se expandem pelo parénquima hepatico (TAG et al., 2015;
DOOLEY et al., 2018). Neste tipo de fibrose as estruturas biliares expandidas interagem
tanto com os miofibroblastos, quanto com outras células do sistema imune, por exemplo,
macrofagos, por meio de citocinas fibrogénicas e pro-inflamatorias, iniciando e
estimulando a progresséao da patologia (DOOLEY et al., 2018; XU et al., 2019;).
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Mohamed et al. (2016) em seus estudos experimentais utilizando células troncos
mesenquimais originadas da medula 6ssea (BM-MSCs) para o tratamento da fibrose
hepatica induzida pela ligagdo do ducto biliar (LDB) respaldou, que ao contrario de
outros modelos de fibrose hepatica, a recuperagcao espontanea da fibrose devido a alta
capacidade de autorregeneracao do tecido hepatico nao é observada no modelo de
LDB, isto embasa ainda mais a escolha desta técnica para inducéo de fibrose hepatica
em nosso estudo devido seu alto potencial de acometimento e baixa irreversabilidade
espontanea.

Nossos estudos prévios (SANT'ANNA et al., 2011; 2016; 2017) demonstraram que
a MA reduziu a area de estruturas biliares expandidas, a deposi¢cdo de colageno, os
miofibroblastos ativados e as citocinas fibrogénicas no tecido hepatico. Os mecanismos
de regressao da fibrose hepatica tém sido objeto de estudos nos ultimos anos com o
intuito de desenvolver alvos especificos para novas terapias antifibréticas (SUN;
KISSELEVA, 2015; JU; TACKE, 2016; EBRAHIMI; NADERIAN; SOHRABPOUR, 2018).
Assim, neste estudo avaliamos um dos mecanismos da acdo antifibrotica da MA, ou
seja, sua possivel acdo sobre os macréfagos. Para isto foi analisada a expresséo do
gene IL-12b (para M1), e os genes IL-10, CD206 e CD163 (para M2). Os resultados
obtidos demonstraram, que no grupo tratado com a MA ocorreu aumento de expressao
significativa dos genes IL-12b e CD206 quando comparados ao grupo sem a aplicagao
da MA (grupo LDB). A expressao aumentada do gene CD206 sugere que a MA pode
estar alterando o microambiente do figado para um ambiente que facilite a reparacao
da fibrose, uma vez que este gene esta associado especificamente com os macréfagos
reparadores do tipo M2. Esta sugestdo pode ser suportada pela evidéncia dos
macrofagos, durante a patogénese da fibrose hepatica, alternarem entre diferentes
fenotipos ou diferentes estados de ativacdo, dependendo dos sinais que recebem de
diferentes ambientes teciduais (GUILLOT; TACKE, 2019). A transicdo de um fendétipo
inflamatério (tipo M1) para um fenétipo de cicatrizagao/reparo (tipo M2) induz a
progressao da fase de inflamagéo para a fase de reparagao tecidual, onde ha a
producdo de quantidades consideraveis de citocinas e fatores de crescimento que
promovem a proliferacdo de varios tipos de células envolvidas na reparacao de tecidos
danificados (WERMUTH, JIMENEZ, 2015; GIMENES, 2016; ZOU et al., 2018).

Mamede e Sant'Anna (2019) demonstraram, por meio da imunoexpresssao do
CD68 (marcador geral de macréfago), uma diferenca extremamente significativa no
numero macréfagos presentes na regiao periportal do figado do grupo tratado com MA.
Eles hipotetizaram que o numero superior de macrofagos na regido periportal,
juntamente com a menor quantidade de colageno no grupo tratado com MA, poderia
sugerir a presenga de macrofagos restauradores capazes de expressar
metaloproteinases e citocinas anti-inflamatérias que reparam a fibrose hepatica. No
presente estudo esta hipétese pode ser suportada pelo aumento no nivel de expressao
dos genes associados ao macrofago reparador ou tipo 2 (M2), principalmente na
expressao do gene CD206, o qual demonstrou um aumento extremamente significativo,
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quando comparado ao grupo LDB. Além disso, a MA libera fatores imunomoduladores,
que estimulam a preseng¢a do macréfago com fendtipo pro-regenerativo na resolugao do
processo fibrético (SILINI et al., 2015).

Atualmente, estudos tém investigado o uso de células isoladas de diferentes
regides da placenta como uma fonte potencialmente util de células e tecidos para
transplante e medicina regenerativa, visando restaurar tecidos e érgaos (SILINI et al.,
2015). Entretanto, os estudos, in vivo, que associam os macréfagos como alvos da agao
anti-inflamatdria e reparadora dessas células estdo relacionados a fibrose pulmonar
(MURPHY et al., 2012; TAN et al., 2014). Na fibrose hepatica, apenas o estudo de
Manuelpillai et al., (2012), utilizando o transplante de células epiteliais amniéticas
humanas (hAEC) em camundongos com fibrose hepatica avangada induzida por
tetracloreto de carbono (CCls), apresentou expressao aumentada dos genes associados
a macrofagos M2, incluindo YM-1, IL-10 e CD206 nos animais tratados com hAEC.
Estes resultados corroboram com nosso estudo, no que se refere ao gene CD206, mas
difere, com relagéo ao gene da /L710. Essas diferengcas podem estar relacionadas ao
modelo experimental de inducao da fibrose (CCls x LDB), e a terapia utilizada (células
epiteliais amnidticas x membrana amnidtica). Por outro lado, Kubo et al. (2015)
utilizaram o transplante de células mesenquimais amniéticas humanas (hAMSCs), no
modelo de CCls e verificaram uma redugdo dos parametros histologicos da fibrose
(colageno e miofibroblastos), aumento de MMPs e de acordo com o nosso estudo,
auséncia de expressao diferencial significativa para o gene /L-10,

Xu et al., (2019) destacou que a citocina IL-10 € um mediador anti-inflamatorio e
antifibrético, exercendo influéncia sobre o sistema imune e apresentando uma relagao
com a citocina IL-12. Neste estudo, a inducao da fibrose foi feita com CCL4 e a terapia
adotada como tratamento foi a injegéo de células tronco da medula 6ssea nos ratos
ap6s a instalacdo da patologia. A expressao das citocinas IL-10 e IL-12 foram
quantificadas pelo método de ELISA, e foi inversamente proporcional, ou seja, IL-10
apresentou expressao aumentada no grupo tratado com as células e IL-12 apresentou
diminuicdo de expressao significativa. Em nosso estudo, ndo observamos a expressao
reduzida para o gene /L-12, contudo essas diferengas podem estar relacionadas ao
modelo experimental de inducéo da fibrose e terapia utilizada. Além disso, sabe-se que
a expressao proteica nem sempre corresponde a expressao génica podendo, portanto
explicar os resultados divergentes encontrados para o gene /L-12, onde provavelmente
nem todo o mMRNA expresso, detectado aumentado em nosso estudo, foi codificado na
proteina IL-12 evidenciado como redugao de expressao no estudo de Xu et al., (2019).
Segundo Eckert et al. (2015) e Ramachandran, Iredale e Fallowfield (2015) resultados
diferentes entre os estudos, com relagado aos tipos celulares e a expressao génica e
proteica nas células envolvidas durante a regressdo da doenga, ocorrem devido a
etiologia da fibrose hepatica, ou seja, a forma como ela foi induzida (CCls x LDB)
resultando em um padréao histopatolégico diferente.

O estudo de Luo et al., (2019) investigou a agao da terapia usando transplante de
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células estromais mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSCs) sobre a fibrose hepatica
induzida por injecdo intraperitoneal de CCls em camundongos e 0s mecanismos
subjacentes baseados na regulagdo dos subtipos de macréfagos. Os resultados da
imunofluorescéncia dos marcadores de macrofagos Nos2 (M1) e CD206 (M2)
revelaram, que os M1 aumentaram drasticamente em figados de fibrose induzida por
CCls, mas diminuiram significativamente apés o transplante de BM-MSC, uma vez que
os M2 tiveram um aumento exponencial neste segundo grupo. Este resultado corrobora
com o aumento de expressao do gene CD206, marcador do M2, observada em nosso
estudo no grupo tratado com MA, sugerindo que a terapia tanto com BM-MSCs quanto
com MA contribui para promover a resolu¢ao da fibrose por meio da agao do M2.

Segundo os estudos de Li et al. (2016) é dificil distinguir estritamente os
macrofagos hepaticos em dois subgrupos funcionais, porque algumas das células
expressam moléculas tanto de M1 e quanto de M2, sugerindo que essa classificagao
nao é totalmente aplicavel. Por exemplo, ambos os tipos de macréfagos exprimem as
moléculas CD68 e CD163, logo, alguns estudos sugerem outro sistema de classificacao,
divididos por funcdo: macrofagos defensivos, similares ao M1 por produzirem citocinas
inflamatoérias IL-1, IL-6 e IL-23; macréfagos restauradores que estariam relacionados a
regressao da fibrose; e os reguladores, similares ao M2 devido a expressao de TGF-1
e IL-10, mas principalmente o alto nivel da IL-10, o que diminui o TGF 1, e permite
assim atuar no reparo da fibrose. Isto sugere que o efeito dos macréfagos na fibrose
hepatica é governado pelos niveis globais de diferentes citocinas. Entdo, segundo este
estudo, ndo é possivel distinguir completamente qual o tipo especifico de macréfagos,
pois um tipo pode se diferenciar em outro tipo. Adicionalmente, alguns macrofagos
podem, por exemplo, secretar citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias ao mesmo
tempo (MOSSER; EDWARDS, 2008; TACKE; ZIMMERMANN, 2014; LI et al., 2016,
GUILLOT; TACKE, 2019). Eckert et al. (2015) observaram a presen¢a de ambos 0s
macréfagos proximos aos septos fibréticos no figado com fibrose, o que indica uma
comunicagdo entre estes tipos, ainda ndo totalmente elucidada. Estes estudos podem
explicar a expressao aumentada que detectamos ap0s a terapia com a MA para o gene
IL-12b, gene envolvido com o M1 relacionado com o processo inflamatério hepatico.

Vérios fatores se somam e tornam estudos como 0 nosso importantes para o
estabelecimento de uma terapia eficaz e com minimos efeitos colateriais. Nosso estudo
foi pioneiro na avaliagdo de genes relacionados aos macrofagos, como alvos da agéo
antifibrética da membrana amnidtica na fibrose do tipo biliar resultante da obstrucdo do
fluxo biliar (colestase), desordem hepatica crénica, que quando nao tratada evolui para
cirrose biliar primaria e secundaria, as quais estdo associadas com intensa proliferacéo
de ductos biliares, excesso de colageno e também com resposta imune alterada, via
células do figado, incluindo as células de kupffer e o equilibrio entre os tipos de
macrofagos M1 e M2 (SATO et al., 2016).

E importante ressaltar que a MA foi aplicada na forma patch (i.e. fragmento de MA
intacta aplicada na superficie do figado), ndo sendo necessario um processamento
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complexo e custoso, caso suas células fossem isoladas, cultivadas e injetadas no érgao,
e ainda preservando todo o microambiente (estroma ou matriz) da MA, onde estdo os
fatores solUveis bioativos responsaveis pela acdo da membrana na forma de patch
(SILINI et al., 2013; SILINI et al., 2017). Adicionalmente, sua baixa imunogenicidade a
torna um material biocompativel permitindo seu transplante sem induzir rejeicédo
imunoldgica no hospedeiro (KUBO et al., 2001; NIKNEJAD et al., 2008; MAMEDE et al.,
2012).

5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a MA humana quando aplicada no figado cobrindo
sua totalidade estimulou a expressdo do gene CD206 associado ao macrofago
reparador M2. A expressao diferencial observada deste gene no figado pode ser um dos
fatores que contribuem para a reducao do grau de fibrose biliar apos a aplicagdo da MA
evidenciada em estudos prévios, evitando sua progressao para o estagio terminal da
doenca, a cirrose hepatica. Considerando que observamos que a MA também pode
estar relacionada com o aumento de expressédo do gene da citocina IL-12b associada
ao macrofago M1, recomendamos a necessidade da realizacdo da analise de um painel
de genes envolvidos nas vias de inflamacéo e reparo da fibrose, para a completa
elucidacéo da acgéo antifibrotica da MA no tecido hepatico.
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