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Resumo

Introducao: Cirrose e hepatite fulminante ocasionam diminuicdo severa da funcao
hepatica. Recentes avangos em terapia celular podem ser uma alternativa de tratamento.
Objetivo desse estudo é analisar se MSCs obtidas de tecido adiposo (TA), sangue de
cordao umbilical (SCU) e medula éssea (MO) se diferenciam em hepatécitos funcionais.
Materiais e Métodos TA foi obtido de lipoaspiragdo, SCU do Banco Publico de Cordao
Umbilical e MO da Unidade de Transplante de Medula Ossea. Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido foi obtido de todos. TA foi submetido a digestao por colagenase, SCU
e MO ao gradiente de Ficoll. As células obtidas foram cultivadas (DMEM meio baixa
glicose, SFB) por 3 dias. As células aderentes foram tratadas com tripsina e cultivadas
com meio acima, caracterizadas na quarta passagem por citometria de fluxo, microscopia
confocal e diferenciadas para linhagem mesoderrmal para confirmacao da diferenciagao
em MSCs. Tumorigénise foi avaliada por atividade da enzima Telomerase (TEA) e
cari6tipo. Diferenciacdo para hepatécitos: 1,0 x10° MSCs foram semeadas em DMEM,
HGF, bFGF, nicotinamida (7 dias), quando receberam meio de maturacdo (oncostatina,
dexametasona e ITS) por 36 dias. A hepatogénese foi analisada por morfologia,
expressao génica (PCR-TR dos genes albumina (Alb), Alpha- fetoproteina (AFP), tirosina
amino-transferase (TAT) e glutamina sintetase (GS) nos dias 9, 18, 25 e 36);
funcionalidade (deteccdo da reserva de glicogénio, marcagcdao PAS), absorcdo de
Indocianina Verde e transplante (Tx) em camundongos BALB/SCID submetidos a hepatite
fulminante (injecdo peritoneal de tetracloreto de carbono, CCL,). Tx: Infusédo de MSCs
indiferenciadas e diferenciadas em hepatdcitos derivadas de TA e MO 48 hrs ap6s injegao
de CCL4. Animais, sacrificados no 7° e 15° dias p6s Tx. Avaliacdo da regeneracao:
analise histopatolégica e marcagédo para albumina e ch19 humanos. Resultados: MSCs
foram obtidas das trés fontes. Andlises de telomerase e de cari6tipo auséncia de
tumorigénese. MSCs adquiriram morfologia cubdide, semelhantes a hepatocitos.
Expressdo de albumina subiu progressivamente (3.7 no dia 9; 10 no dia 25). AFP
inicialmente alta (4.5 dia 9; 5.0 no dia 18), diminuindo depois do dia 18 (3.0 dia 25 e 1.5
dia 36). GS aumentou 3 vezes mais durante processo de diferenciagdo. TAT foi maior que
6.6 (dia 25 e 36). Houve armazenamento de glicogénio e absorcdo de ICG. Apesar de
ambas as MSCs diferenciadas e indiferenciadas serem capazes de regenerar o
parénquima hepatico, as indiferenciadas foram mais efetivas. @ Os hepatdcitos
regenerados foram positivos para albumina e ck19 humanos. Conclusées: Embora
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MSCs das trés fontes sejam capazes de se diferenciarem em hepatocitos funcionais,
quando transplantadas, as MSCs indiferenciadas foram mais efetivas. A demora na fase
inicial de expansao das MSCs-SCU faz com o tecido adiposo € a medula éssea sejam

fontes de células tronco mais adequadas para a regeneracao hepatica.
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Abstract

Introduction: Liver cirrhosis and fulminant hepatites greatly diminishes liver function. Cell
therapy could be a new tool for treatment. This study aimed analyze whether
mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from adipose tissue (AT), umbilical cord blood
(UBC) and bone marrow (BM) could differentiate into functional hepatocytes. Material and
Method: Adipocyte tissue (AT) was obtained from lipoaspiration, umbilical cord blood from
Umbilical Cord Blood Bank and bone marrow (BM) from BM Transplantation Unit donors.
All patients and donors signed free informed consent. AT was submitted to collagenase
digestion, UCB and BM to Ficoll gradient. Cells were cultured (DMEM low glucose
medium, SFB) for 3 days. Detached adherent cells, at passage four, were characterized
as MSCs by flow cytometry, mesodermal lineages differentiation. Tumorigenicity was
analyzed by telomerase enzyme activity and karyotype analyses. Hepatocyte
differentiation protocol was: DMEM, HGF, bFGF, nicotinamide for 7 days; addition of
maturation medium (oncostatin, dexamethasone and ITS) during 36 days. Hepatogenesis
was analyzed by morphology and gene expression (RT-PCR) of albumin, AF, TAT and GS
genes on day 9, 18, 25 and 36. Functionality by glycogen storage detection, indocyanine
green (ICG) absorption and transplantation procedure. Undifferentiated-MSCs and
hepatocyte-like cells derived from AT and BM-MSCs were injected 48 hrs post fulminant
hepatitis performed by CCI4 intraperitoneal injection in BALB/SCID mice. Animals were
sacrificed at 7 and 15 days post transplantation for histopathological analyses. Human
MCs origin was demonstrated by human albumin and CK19 markers positivity. Results:
Despite UCB-MSCs expansion was low, all MSCs acquired cuboid form as hepatocyte-like
cells, stored glycogen and absorbed ICG demonstrating functionality. Albumin expression
gradually increased (3.7 on day 9, 10 on 25). AFP expression was high at the beginning
(4.5 day 9; 5.0 on day 18), decreasing after day 18 (3.0 and 1.5 on day 25 day 36). GS
expression increased 3 times during the differentiation process. TAT expression was
greater than 6.6 on day 25 and 36. Transplantation results showed that meanwhile
undifferentiated MSCs (U-MSCs) and derivate hepatocyte —like cell from BM and AT
regenerated liver injury, U-MSCs was better. Regenerated hepatocytes were positive for
human albumin and CK19. Conclusion: AT, BM and UCB-MSCs differentiated into
functional hepatocytes, when transplanted, AT and BM-MSCs promoted better liver
regeneration and might be a useful tool for regenerative medicine in liver injuries improving
cell therapy in this field.
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O figado possui uma capacidade regenerativa notavel em resposta a uma lesao
aguda, mas em situagdes onde a lesdo hepatica € muito severa como nas hepatites
fulminantes, ou nas hepatopatias crénicas em decorréncia da histéria natural das doencas
de base, sua capacidade de regeneracao fica comprometida. Em tais condigcdes, o figado
€ incapaz de manter a sua funcionalidade, sendo o transplante de figado a opcao
terapéutica mais adequada. (Puglisi et al, 2011). No entanto, o baixo nimero de doadores
de dérgaos é um fator limitante consideravel. De acordo com os dados da Associagao
Brasileira de Transplante de Orgéos até junho de 2013, na nossa regido ha 739 pacientes
na fila, aguardando uma doacéo. O tempo de espera esta ao redor de 18 meses, o que
para alguns pacientes é incompativel com a vida. A espera por um érgao diminuiu com a
aplicagdo do escore MELD. O transplante de figado entre doadores vivos contorna
parcialmente a escassez de 6rgaos para transplante.

No final da década de 70, surgiram alguns estudos utilizando infusdo de
hepatdcitos isolados, na tentativa de regenerar tecido hepatico em pacientes portadores
de hepatopatias, com insuficiéncia hepatica grave (Mito et al, 1979; Overturf et al, 1999;
Shafritz, 2000; Spangrude et al, 1988). Estes experimentos, inicialmente realizados em
ratos, demonstraram que hepatdcitos maduros, cultivados em tecido hepatico danificado,
sao capazes de proliferar até o aparecimento de areas de tecido hepatico normal
(Overturf et al, 1999; Spangrude et al, 1988). Estas células, com capacidade de
proliferagéao e diferenciacdo apresentavam a mesma morfologia ja descrita por Kinosita e
Faber (1956) e também foram chamadas de células ovais por Shiojiri et al, 1991.
Dependendo do micro ambiente onde estas células se encontram, podem originar
hepatocitos, epitélio biliar, pancreético e intestinal tendo recentemente sido caracterizada
como célula tronco de linhagem hepatocitica (Arkadopoulus et al, 1998; Onodera et al,
1994; Sell et al, 1984; Baumann et al, 1999; Matsusaka et al, 2000; Roskans et al, 1998;
Strain, 2000).

Atualmente, as técnicas para o isolamento de hepatécitos maduros nem sempre
apresentam resultados positivos quanto a sua viabilidade e ndo h& procedimentos
padronizados para avaliar a qualidade das mesmas. Além disso, os hepatdcitos adultos
podem ser expandidos por no maximo duas vezes in vitro, na presenga de HGF, sendo
que também sao dificeis de manter em cultura e de criopreservar, podendo sofrer danos
no processo de congelamento e descongelamento (Dianat et al, 2013).
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Nos ultimos anos, com o advento da medicina regenerativa, varios estudos, a
partir de células tronco, vém demonstrando a viabilidade de diferenciacdo para outras
linhagens destas células(Huebert et al, 2014). As células tronco apresentam grande
capacidade de autogeracao, proliferacdo, expansao e diferenciacdo podendo inclusive
reconstituir tecidos lesados e até formar um novo 6rgao (Guillot et al, 2007; Oertel et al,
2008). As principais fontes de obtencao de células tronco sdo o embrido e a linhagem
hematopoiética. As de origem embrionaria sdo células primordiais totipotentes, onde a
capacidade de autogeracdo e diferenciacdo sao infinitas, podendo se diferenciar em

células das trés linhagens germinativas.

A utilizacado de células embrionarias em protocolos terapéuticos ainda esbarra em
varios problemas a serem resolvidos. A dificli manipulacdo, necessidade de
compatibilidade, possibilidade de derivarem para teratocarcinogénese devido a
totipoténcia e aos questionamentos éticos, com relacdo aos métodos utilizados em sua

obtengao, dificultam a sua utilizagao clinica em médio prazo.

A inter-relacdo entre as linhagens hematopoética e hepatocitica é motivo de
estudo ha varios anos. A prépria ontogenia da linhagem hematopoiética, que tem o figado
como um dos locais de hemopoese no periodo entre a 12% e 16 semanas de vida fetal é
prova desta inter-relagdo (Chui et al, 1975). Em 1985, Grossi et al demonstraram em
camundongos a presenga persistente de tecido hematopoiético no figado, nas duas
primeiras semanas apos o nascimento. No final da primeira semana, houve reorganizagao
das células hematopoiéticas que apresentavam distribuicdo difusa de células das
linhagens eritréide, mieléide e linféide que se organizaram em pequenas colbnias, ja
comprometidas com uma determinada linhagem entre os corddes e parénquima hepatico.

A célula tronco de linhagem hepatocitica foi descrita pela primeira vez em 1937 por
Kinosita et al que detectaram a presenga de uma célula pequena oval em figado de rato
submetido a um corante carcinogénico. A célula oval apresenta pequeno nucleo ovéide
com alta relacdo nucleo-citoplasmatica. Tem capacidade de proliferagdo em regido
periportal do figado de rato e de infiltracdo do parénquima, na vigéncia de lesdo hepética
(Faber et al, 1956). Em 1991 Shiojiri et al designou estas células de células ovais,
dependendo do micro ambiente onde estas células se encontram, podem originar
hepatdcitos, epitélio biliar, pancreético e intestinal tendo recentemente sido caracterizada
como célula tronco de linhagem hepatocitica. As células ovais do figado expressam CD
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49F e CD 29 (06 e B1 subunidades de integrinas) confirmando sua origem hepatica
(Suzuki et al, 2000), mas podem também apresentar marcadores de superficie presentes
em linhagem hematopoiética como c-kit ligante e CD34" sugerindo a origem comum
destas linhagens (Arkadopoulus et al, 1998; Baumann et al, 1999; Blakolmer et al 1995;
Lemmer et al, 1998; Matsusaka et al, 2000; Omori et al, 1997; Onodera et al, 1994;
Petersen et al, 1998; Roskans et al, 1998; Sell et al, 1984, Strain et al, 2000).

Recentemente, observou-se que ratos submetidos a transplante de medula 6ssea
,na vigéncia de quadro de faléncia hepatica aguda, apresentavam regeneracdo Também
se descreveu apos transplante de medula de doador do sexo masculino em paciente do
sexo feminino, aparecimento de hepatécitos com cromatina sexual masculina, no figado
da paciente transplantada. (Alison et al, 2000; Peterson et al, 1999; Thiese et al, 2000).
Em 2003, Kollet et al demonstraram que a injuria hepatica levaria a um aumento do fator
estimulante de crescimento de hepatécitos (HGF), e de fator 1 derivado de estroma (SDF-
1) que em sinergismo com CXCR4, determinaria a migragdo das células precursoras
CD34" da medula 6ssea para o figado lesado, reparando o tecido. Recentemente, varios
grupos vém descrevendo que a trans-diferenciacdo das células precursoras
hematopoiéticas da medula éssea para outras linhagens ocorre por fusdo celular e nao
por diferenciagdo propriamente dita (Alvarez-Dolado, et al 2003; Wang et al, 2003;
Willenbring et al, 2004).

As células de linhagem hematopoiética sdo utilizadas ha varios anos em
procedimentos de terapia celular. O transplante de medula 6ssea é realizado ha 40 anos.
A dificuldade na sua utilizacdo em terapia celular regenerativa se relaciona com a
necessidade de total compatibilidade ao sistema de histocompatibilidade, HLA, e a
dificuldade em se conseguir doadores compativeis, mesmo com a existéncia dos grandes

bancos internacionais de medula 6ssea.

A obtencao de células tronco periféricas, mobilizadas através do fator estimulante
de crescimento de linhagem granulocitica (GCSF), parece nao ser efetiva nos protocolos
de diferenciagéo para outras linhagens. Elas seriam mais comprometidas com a linhagem
hematopoética. Entretanto, trabalhos sobre mobilizacdo de pacientes hepatopatas com
infusdo de fator estimulante de crescimento de linhagem granulocitica (GCSF) vém sendo
publicados desde 2004. A estreita inter-relacao entre a linhagem hematopoética e a
hepatica faz com que este procedimento ainda hoje seja objeto de estudo (DeSilvestro et
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al, 2004 Huiling et al, 2004; Quintaba-Bustamante et al, 2006; Khan et al, 2008; Lemoli et
al,2006; Yanaki et al, 2005; Spahr et al, 2008). O G-CSF estimularia a mobilizacédo e
liberagéo para periferia, de células tronco da medula 6ssea, relacionadas com linhagem
hepatocitica. Estas células se dirigiriam ao figado lesado, mediadas por sinalizadores de
migracao trans-endotelial (SDF1, CXCR4) aonde se diferenciariam em hepatécitos. Este
procedimento ja foi relado na literatura em camundongos demonstrando regeneracao
hepatica (Banas et al, 2009; Quintana-Bustamante et al, 2006, Lee et al, 2004; Liu et al
2006, Kakinuma et al, 2007; Taléns-Visconti et al, 2006 e 2007).

Nas ultimas duas décadas, o sangue de corddao umbilical humano vem sendo
exaustivamente estudado. A facilidade de obtencdo, coleta, manipulacdo e as
caracteristicas de suas células precursoras indicam que elas possam ser bem utilizadas
em terapia celular. Kakinuma et al 2003 e Newsome et al, 2003, demonstraram
recentemente que o sangue de corddo pode ser utilizado para reconstituir linhagem
hepatica sem fusdo. A imaturidade da linhagem linféide do sangue de cordao umbilical
humano permitindo a sua utilizagdo em transplantes sem a total compatibilidade ao
sistema de histocompatibilidade, HLA, e o advento dos bancos publicos de sangue de
cordao, facilitaria a sua utilizagdo em terapia regenerativa. O aparecimento de novas
técnicas possibilitou uma melhor avaliagdo das células transplantadas, demonstrando a
presenca de células do doador em outros 6rgaos que ndo a medula (cérebro, figado,
coragao, pele, pulmao, rim). Este fato deu origem a hipétese de que, células tronco de
linhagem hematopoiética possuiriam plasticidade para, além de reconstituir linhagem
hematopoiética, se diferenciarem em outras linhagens (Chiu et al, 2003; Beltrami et al,
2007 ).

Recentemente, estudos demonstraram que as células mesenquimais (MSCs),
teriam capacidade para se diferenciar em células originarias de linhagem mesodérmica
(osso, gordura, cartilagem, tenddes) assim como das linhagens endo e ectodérmica
podendo originar cardiomiécitos, neurénios, células hepaticas dentre outras (Anghileri et
al, 2008; Chang et al, 2007; Weir et al, 2008; Yamamoto et al, 2008). Apesar de sua
principal fonte de obtengcédo ser a medula 6ssea, pode ser obtida de outros tecidos como
sangue de cordao, figado fetal, liquido amnidtico, polpa dentaria e tecido adiposo.
Entretanto, a utilizagdo da medula Ossea, como fonte de obtencdo de células
mesenquimais, talvez na diferenciacdo para linhagem hepatocitica, ndo seja adequada.
Recente estudo publicado demonstrou que células mesenquimais derivadas de medula
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O0ssea nao foram capazes de regenerar o figado de ratos submetidos a uma hepatite
fulminante (Popp et al, 2007). A obtencdo de MSC de tecido adiposo gera uma maior
quantidade de células além de ser um procedimento de facil realizacao.

Estudos de caracterizagdo demonstraram que as MSCs nao expressam antigenos
de histocompatibilidade, HLA, classe Il, de moléculas co-estimulatérias CD80, CD86 e
CD40 nem marcadores da linhagem hematopética CD45, CD3, CD31. Expressam em
pouca quantidade HLA classe |. Possuem também capacidade de imunomodulagao.
Dependendo do estimulo imunossuprimem ou estimulam. As células mesenquimais
mediariam secrecao de fatores antiproliferativos, inibindo a proliferacao de linfécitos T e a
acao citotéxica. Atuam também em linfécitos NK e impedem a maturacdo e a funcéo de
células dendriticas. Na presenca de Interferon gama, as mesenquimais acabam liberando
para superficie os antigenos HLA classe | intranucleares aumentando a imunogenicidade
(Locatelli et al, 2007; Chamberlain, et al, 2007). Devido a capacidade de imunomodular
resposta imune e conduzir regeneracao tecidual, varios estudos em modelos animais
estao avaliando a potencialidade destas células no tratamento de doengas auto-imunes,
como esclerose multipla, diabetes, lupus eritematoso sistémico, dentre outras (Locatelli et
al, 2007). A utilizagcdo das MSC no tratamento da doenga enxerto versus hospedeiro vem
demonstrando resultados animadores (Locatelli et al, 2007). A facil obtencao de tecido
adiposo através de procedimentos de lipoaspiragdo torna as células mesenquimais
derivadas de tecido adiposo em fonte ideal para terapia celular de diferenciagdo. O
estabelecimento nos ultimos anos de uma politica publica de bancos de sangue de cordao
facilita também a sua utilizagdo como fonte de MSC.
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2.0bjetivos
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2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a capacidade das células mesenquimais obtidas de sangue de cordao
umbilical (SCU), tecido adiposo (TA) e medula 6ssea (MO), humanos, em se
diferenciarem em hepatécitos.

Verificar se as células diferenciadas sao funcionais através da analise da
capacidade de estocarem glicogénio e de absorverem indocianina verde e através de

experimento animal onde camundongos serdo submetidos a hepatite fulminante.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar a efetividade das fontes de obtencdo de células mesenquimais no
processo de diferenciagdo para a linhagem hepatica.

Verificar se as a capacidade das células mesenquimais indiferenciadas e
diferenciadas em células semelhantes a hepatocitos teriam capacidade de regenerar
parénquima hepatico de camundongos SCID/Balb-c submetidos a hepatite fulminante.
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3. Material e Métodos
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3.1 Fontes de obtencao de células mesenquimais
As células mesenquimais foram obtidas das seguintes fontes: tecido adiposo de

03 pacientes, do sexo feminino, higidas submetidas a cirurgia de lipoaspiracdo com
anestesia geral e ou local; sangue de corddo umbilical humano de 03 gestantes
doadoras, do banco publico de sangue de corddo do Hemocentro da Unicamp, que nao
tenham atingido volume ou celularidade suficientes para serem congeladas para o banco
e de medula éssea de 03 doadores do servico de transplante de medula 6ssea do
Hemocentro da Unicamp. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Unicamp e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi aplicado a todos
os pacientes submetidos a lipoaspiracao que tenham concordado com a doacdo, aos
doadores de medula éssea e as maes doadoras de sangue de cordao umbilical.

3.2 Extracao de células mesenquimais e cultura celular

3.2.1 Tecido adiposo

O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com PBS (“phosphate-buffered
saline”) para remover traves de tecido conjuntivo e hemacias. Para cada 10 g de tecido, a
proporcao das substancias para o tampao de digestdo, que foi adicionado a seguir, é
20mg de colagenase tipo 1A, 200mg de albumina sérica bovina (BSA), 20ml de DMEM
baixa glicose e 10pl de gentamicina. A mistura foi tratada em banho-maria a 37°C por 30
minutos, agitando o recipiente a cada 5 minutos. Apo6s a digestdo completa do tecido, a
reacao foi interrompida com 10 ml de soro fetal bovino (SFB). A seguir, foi centrifugada
por 15 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi desprezado e o pellet re-suspenso em 10
ml de DMEM baixa glicose com 10% do volume de SFB. Apés 24 horas, o meio de cultura
foi trocado por 3 dias consecutivos e depois a cada 2 dias até que as células aderidas ao
plastico atinjam a confluéncia de 70 a 80% da superficie da garrafa de cultura. Foi
realizada entdo a passagem das células, ou seja, elas foram retiradas da garrafa por
adicdo de uma solucdo de tripsina a 0,05% e 1mM de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e expandidas até a 42 passagem da cultura, quando foram caracterizadas como
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (Esquema 1).
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Esquema 1. Obtencao de células-tronco mesenquimais a partir de tecido
adiposo

Lipoaspiragao
|

| Lavagem com PBS estéril |

| Digestao com colagenase I - 30-90min, 37C° |

|

| Filtragem com membrana de nylon 100u |

| Centrifugagao 200g 10 min |

[ Tampao de lise de eritrécito ( para remoggo) - pH 7,3 |

| Lavagem com PBS estéril |

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

| Repique: 60-70% de confluéncia / Plaqueamento: 4x10e3/cm2 até 15 passagens |

!

| Protocolo de diferenciagao linhagem especifica I

/ S

Tecido | Osso | | Cartilagem | |Neur6nio| Outros
adiposo tecidos

3.2.2 Sangue de Cordio e Medula Ossea

O sangue de cordao coletado e medula éssea foram diluidos 1:2 em meio DMEM
baixa glicose e as células mononucleares foram separadas por centrifugacao a 700g
(1500 rpm) por 30 minutos e TA, em gradiente de Ficoll-Hypaque de densidade 1.077g/ml.
Apo6s a centrifugacao, o anel celular na interface entre as fases organicas (Ficoll-Hypaque,
fase inferior) e aquosa (fase superior) foi recolhido com pipeta Pasteur e transferido para
um tubo limpo. As células mononucleares foram lavadas duas vezes por meio de
centrifugacao a 1500 rpm por 10 minutos. O botdo de células foi ressuspenso em meio
DMEM baixa glicose suplementado com 10% de SFB e as células foram incubadas em
estufa umidificada a 37°C contendo 5% de CO2. ApGs 24 horas, o meio de cultura foi
trocado por 3 dias consecutivos e depois a cada 2 dias até que as células aderidas ao
plastico atingiram a confluéncia de 70 a 80% da superficie da garrafa de cultura. As
células entao foram retiradas da garrafa por adicdo de uma solucao de tripsina a 0,05% e
1mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), a esse procedimento da-se o nome de
passagem. As células foram expandidas até a 42 passagem da cultura.
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3.3 Caracterizacao das MSCs

3.3.1 Imunofenotipagem das MSCs através de citometria
de fluxo

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

Foram utilizadas 1x10° células diluidas em 100uL de PBS e 5uL de anticorpo
especifico em cada reagcdo de marcagao. Esta mistura foi mantida a 4°C por 30 minutos e
protegida da luz. As células marcadas foram lavadas duas vezes com PBS por meio de
centrifugacdo a 1500rpm por 5 minutos e fixadas em 500uL de paraformaldeido 1%.
Foram mantidas em geladeira até 0 momento da aquisicao.

Os controles negativos foram realizados a partir de amostras de células sem
marcacao para verificagdo de auto-fluorescéncia e para os controles positivos, células
marcadas com isotipos controles correspondentes para verificagdo de marcagao
inespecifica. Foram adquiridos 10.000 eventos no citdmetro de fluxo FACScalibur e a
analise dos dados foi realizada utilizando o programa CellQuest.

3.3.2 Diferenciagcao Mesodérmica “in vitro”

Para comprovar a obtengédo de células mesenquimais, as células obtidas pelos
procedimentos acima foram diferenciadas em tecido &ésseo, adiposo e cartilaginoso,
utilizando protocolos e meios especificos conforme descrito na literatura (Chang et al,
2007; Hisanaga et al, 2008). Na Tabela 1 os meios de cultura e suplementos para indugao
de adipogénese, osteogénese e condrogénese sao descritos.
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Tabela 1. Meios de cultura e suplementos para indug&o da linhagem
mesodérmica.

Diferenciacdo Meio Suplementos
DMEM Dexametasona — 3x10% M
Adipagénese Alta 3-isobutil- metilxantina — 4 5x10* M
Concentragio de
Glicose Insulina — Sug/ml
10%FSB Indometacina — 3x10* M
DMEM
. Dexametasona — 5x109 M
Osreogénese Baixa ’
Concentragio de Acido Ascorbico — 2.8x10-% M
Glicose .
p-glicerol-fosfato — 102 M
10%FSEB
Acido Ascorbico — 50 ug/'ml
DMEM TGF p3— 25ng/ml
Condrogénese Baixa Insulina — 6,2 5ug/ml
Concentragio de
Clicose Dexametasona —1mM
10%F5B Albumina Humana-

3.3.2.1 Diferenciacao condrogénica

Para a diferenciacdo em condrdcitos, cerca de 1x106 células mesenquimais na
42 passagem de expansao, foram transferidas para um tubo Falcon de 15ml com o meio
indutor e centrifugadas a 800rpm por 5 minutos para permitir a formacéao do botéao celular.
O meio indutor da diferenciagdo condrogéncia consistiu em meio DMEM baixa glicose
sem SFB, suplementado com 100ng/mL de Transforming Growth Factor- B3 (TGF-B3),
100nM de piruvato de sédio, 1mM de dexametasona, 50nM de &cido ascoérbico, 0,5X
insulina-transferrina-selenium A (ITSA) e 0,2% de albumina humana. A cada trés dias
metade do meio de cultivo foi trocado, o qual foi utilizado para extracdo de proteina. O
tempo necessério para a diferenciacao condrogénica varia de 14 a 25 dias. Durante este
periodo foram coletadas amostras de células para extragcdo de RNA total, analise de
expressao de genes especificos, confeccdo de laminas para andlise morfolégica e
citoquimica com o objetivo de acompanhar o processo de diferenciacao.
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3.3.2.2 Diferenciacao osteogénica

Para a diferenciacdo em ostedcitos, 1x105 células/cm2 mesenquimais na 42
passagem de expansdo, foram colocadas em placas de cultura contendo meio indutor
constituido de meio DMEM baixa glicose suplementado com 10% de SBF, suplementado
com 0,1mM de dexametasona, 200 mM de acido ascérbico e 10 mM de B-glicerolfosfato.
A cada trés dias foi trocado o meio de cultivo, o qual foi utilizado para extracdo de
proteina. O tempo necessario para a diferenciacdo osteogénica varia de 25 a 30 dias.
Durante este periodo foram coletadas amostras de células para extracdo de RNA total,
analise de expressao de genes especificos, confeccdo de laminas para analise
morfoldgica e citoquimica com o objetivo de acompanhar o processo de diferenciacao.

3.3.2.3 Diferenciacao adipogénica

Para a diferenciacdo em adipdcitos, 1x10° células/cm? mesenquimais na 42
passagem de expansdo, foram colocadas em placas de cultura contendo meio indutor
constituido de meio DMEM baixa glicose suplementado com 15% de SBF, suplementado
com 1mM de dexametasona, 10mg/ml de insulina, 0,45mM de 3-isobutil-metilxantina
(IBMX) e 100 mM de indometacina. A cada trés dias foi trocado o meio de cultivo, o qual
foi utilizado para extracdo de proteina. O tempo necesséario para a diferenciacao
adipogénica é de 14 dias. Durante este periodo foram coletadas amostras de células para
extragdo de RNA total, andlise de expressao de genes especificos, confeccdo de laminas
para analise morfolégica e citoquimica com o objetivo de acompanhar o processo de
diferenciagéo.

3.3.3 Citoquimica das MSCs
A andlise citoquimica das células mesenquimais diferenciadas foi realizada por
meio da marcagdo com corantes celulares especificos e observacdo por microscopia
Optica convencional.
Para a diferenciagcdo adipogénica, as de células foram coletadas, fixadas com
uma solugdo de formaldeido 1X durante 30 minutos e coradas com uma solugao de Oil
Red O a 0,3% durante 20 minutos e contracoradas com hematoxilina. O Oil Red O

permite a visualizagdo de acumulo intracelular de lipideos.
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Para a diferenciacao osteogénica, as células coletadas foram fixadas em etanol
50% durante 15 minutos a 4°C e coradas com uma solucédo de Alizarin Red S 1% sob
agitacdo constante por 45 minutos. O corante permite observar a calcificacdo na matriz
extracelular.

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

matriz extracelular rica em proteoglicanos.

3.3.4 Investigacao de capacidade tumorigénica

3.3.4.1 Atividade da enzima telomerase

A verificagcao da atividade da enzima telomerase foi realizada com células em 3
passagens distintas: 42, 82 e 122, A metodologia adotada seguiu protocolo do kit
TRAPeze® Telomerase Detection Kit, S7700 (Chemicon International, USA). O
procedimento consiste em dois sistemas enzimdticos utilizando a rea¢cdo em cadeia da
polimerase (PCR). Na primeira etapa da reacédo, a telomerase adiciona um numero de
repeticoes teloméricas (GGTTAG) para a terminacdo 3' de um oligonucleotideo de
substrato (TS). Na segunda etapa, o material é amplificado por PCR usando o TS e
primer reverso (RP), gerando uma escada de produtos com base de 6 incrementos a
partir de 50 nucleotideos: 50, 56, 62, 68, etc. Utiliza-se um modelo (TSK1) para
amplificacdo de um padrao interno de 36 pb positivo, 0 que torna possivel quantificar a
atividade da enzima telomerase com mais precisao e identificar amostras falso-negativos

que contém inibidores de Taq polimerase.

3.3.4.2 Citogenética
A obtencdo das metafases cromossdémicas foi obtida através de células em ativo
processo de divisdo celular, em culturas com 70% a 80% de confluéncia. Tratadas com
colchicina (10pg/mL) em concentracao de 100uL/mL, adicionada diretamente a cultura e
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incubadas overnight a 37 °C. As células foram removidas da placa com uso de solugao de
tripsina/EDTA por 3 min a 37 °C, lavado com tampéao PBS 1X, coletado em tubos cénicos
de 15mL e agrupadas por centrifugacdo a 1200g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o botao celular ressuspenso em 5mL de solucdo de KCI 0,075 mol/L a 37
°C por 12 min. As células foram fixadas com solugdo de metanol/acido acético (3:1) e
analisadas pela técnica de bandeamento G.

As laminas foram analisadas sob um microscopio 6tico em objetivas de 10x e
100x. Imagens das metafases individuais foram capturadas e cariotipadas utilizando um
sistema automatizado de imagem de citogenética ASI (Applied Spectraltral Imaging,
Printed - Israel), através do Software BAND VIEW® 5.5.

3.4 Diferenciacao para linhagem hepatocitica

3.4.1 Concentracao celular
Foram semeadas 1x10° células/cm® mesenquimais obtidas da quarta passagem
de expansao/po¢o em placas de cultura revestidas com colageno tipo 1 (Becton e
Dickson, San Jose, California).

3.4.2 Meio de cultura

As MSCs-TA, MSCs-SCU e MSCs-MO antes de serem submetidas ao protocolo
de diferenciagdo, foram semeadas em discos de cultura contendo coldgeno tipo I. Ao
atingirem confluéncia eram submetidas a privacao de soro por 2 dias na presenga de
20ng/mL de EGF e 10ng/mL bFGF. Apés as ceélulas foram submetidas ao meio de
diferenciagdo que consistia de 20ng/mL de HGF, (PeproTech, Inc Rocky Hill - New
Jersey — USA); 10ng/mL de bFGF, 0.61¢g/L de nicotinamida (US Biological, Swampscott -
Massachusetts — USA); 20ng/mL de oncostatin humano (PeproTech, Inc Rocky Hill -
New Jersey — USA), 1pumol/L de dexametasona (CALBIOCHEM, CN Corporation, La
Jolla - California — USA) e 50mg/mL de ITS premix (GIBCO ,Invitrogen Corporation,
Grand Island - New York - USA. O meio era trocado duas vezes na semana. A cultura
teve duracéo de 36 dias.
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3.4.3 Confirmacao da diferenciacao e da funcionalidade
das células diferenciadas, “hepatocyte —like”.

A diferenciacdo para linhagem hepatocitica foi confirmada através de analise
morfoldégica por microscopia Optica e da andlise funcional através de trés métodos:
método de Acido Periddico de Schiff (PAS), que analisa a presenca de depdsitos de
glicogénio, uma das principais funcbes hepéticas; pelo método da absorcdo de
indocianina verde, corante absorvido exclusivamente por hepatécitos, observado por
microscopia Optica; e através da expressao de genes relacionados com o processo de
diferenciacéao hepatocitica (albumina, glutamina sintetase e tirosina amino transferase) por
PCR em tempo real (RT-PCR). Os genes gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH)
e hipoxantina guanina fosforribosil transferase (HPRT) foram utilizados com controle
interno. Os estudos funcionais com a coloragdo de PAS e a absorg¢do de indocianina
verde foram realizados nas diferentes fases da cultura de diferenciacéo, aos 9, 18, 25 e

36 dias de cultura.

3.4.4 Desenho do experimento

SCU TA MO
| |
MSC MSC MSC
Diferenciagao Diferenciagdo Diferencia¢do
para hepatdcitos para hepatdcitos para hepatécitos
Cultura de Cultura de Cultura de
Expansao Expansdo Expansdo
Experimentacao Experimentacdo
animal animal 30




3.5 Experimento animal: Transplante em camundongos
SCID/Balb-c

3.5.1 Camundongos

Os experimentos foram realizados com camundongos imunossuprimidos
SCID/Balb-c, livres de patégenos especificos, do Biotério de Camundongos Isogénicos do
Departamento de Imunologia do ICB/USP e de coldénias do CEMIB. Foram utilizados
animais de sexo masculino com idade entre 8 e 12 semanas de vida. Os niveis de
imunoglobulinas dos camundongos foram determinados pelo método de Immunoblot
(Gordon et al, 1991) apresentando nivel de imunoglobulina sérica inferior a 2,5 uL/mL. Os
animais foram mantidos sob condicdes assépticas pré-determinadas pelo CEMIB em
isoladores contendo de 4 a 6 animais, no biotério do Hemocentro UNICAMP, onde foram
fornecidos maravalha e agua previamente esterilizadas e ragdo, sendo as colbnias
monitoradas pela Secdo de Controle de Qualidade Sanitaria do CEMIB, com
metodologias descritas por Gilioli et al, 1996 e Gilioli et al, 2000. Todos os procedimentos

com os camundongos foram realizados em ambiente estéril de fluxo laminar.

3.5.2 Anestesia
Para a realizagdo dos experimentos, os animais foram anestesiados previamente
com Ketamina, 80mg/Kg de peso do animal e Xylazina 10 mg/kg de peso do animal,
diluido em PBS estéril, via intraperitoneal.

3.5.3 Agente hepatotoxico
No intuito de descobrir qual seria 0 agente hepatotdéxico mais adequado para
realizagcdo da hepatite fulminante pré-transplante nos camundongos, foi realizado um

experimento inicial para padronizagcado da dose e averiguagao das lesdes provocadas pelo
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tetracloreto de carbono (CCl,) e Paracetamol apds 24 e 48 horas da administracdo desses
agentes hepatotdxicos.

Os animais foram submetidos a anestesia previamente ao procedimento e foram
separados em 7 grupos com 3 animais cada: Controle negativo, CCl, 250uL/kg peso de
animal (24 horas), CCl, 250uL/kg peso de animal (48 horas), CCl, 500uL/kg peso de
animal (24 horas), CCl, 500uL/kg peso de animal (48 horas), Paracetamol 300uL/kg peso
de animal (24 horas) e Paracetamol 300uL/kg peso de animal (48 horas). Para preparo
das solucbes dos agentes hepatotdxicos, foi utilizado como veiculo oleoso azeite de oliva
quantidade suficiente para 100uL de solugédo/animal. Nos controles negativos nao foi
administrada nenhuma solucdo. Ap6s o tempo determinado para cada grupo (24 ou 48
horas), os animais foram sacrificados por destroncamento espinal, os figados foram

retirados e encaminhados para confecgao das laminas histopatologicas.

3.5.4 Infusao celular
As células foram injetadas em veia orbitaria dos camundongos e totalizando
1x10° células/camundongo. Devido a dificuldade de expanséo das células derivadas de
sangue de cordao umbilical, os experimentos contaram somente com as células derivadas
de tecido adiposo e de medula 6ssea. Os animais foram subdivididos em 10 grupos
conforme quadro abaixo, segundo as células a serem infundidas e o tempo para sacrificio
apés transplante. O grupo de controle negativo (CCL4) recebeu o agente indutor de leséo,

mas nao houve infusao celular.

Quadro 1. Infusdo Celular

Avaliacao TA MO CCL,
Hep MSCs Hep MSCs

Sacrificio D 07 3C 3C 3C 3C 1C

Sacrificio D 15 2C 2C 2C 2C 2C

Legenda: TA: tecido adiposo humano; MO: medula 6ssea; MSCs: células tronco
mesenquimais; C: camundongo SCID/Balb-c.
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3.5.5 Primeiro experimento

O experimento foi realizado com 5 grupos:
G1 (Controle negativo): 1 animal

G2 (MSCs-MO): 2 animais;

G3 (MSCs-TA): 2 animais;

G4 (HEP-MO): 2 animais;

G5 (HEP-TA): 2 animais

O peso dos animais variou da seguinte forma: 05 animais com peso médio de
19,29, 2 animais com peso médio de 24g, 03 animais com peso médio de 10,7g. Os
animais de 19,29 receberdo 9,6uL de tetracloreto + 90,4pL de azeite, via intra peritonial.
Os animais de 249 receberam cada um 12uL de tetracloreto + 88uL de azeite, via intra
peritonial. Os animais de 10,7g receberam 5,34L de tetracloreto + 94,66uL de azeite, via
intra peritonial. Ap6s 48h da injegcdo de CCL,, foram infundidas as células DMEM na
concentracdo 1 x 10%100pL/animal. Os animais foram sacrificados apés 07 dias do
transplante de células.

3.5.6 Segundo experimento
O experimento foi realizado com 5 grupos de animais:

G1 (Controle de CCL4)= 02 animais;
G2 (MSCs-MO) = 03 animais;

G3 (MSCs-TA)= 03 animais;

G4 (HEP-MO)= 03 animais;

G5 (HEP-TA)= 03 animais.

O peso dos animais variou da seguinte forma: 01 animal com 15g, 2 animais com

peso médio de 18g, 01 animal com 25g. O animal de 15g recebeu entdo 7,5uL de
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tetracloreto + 92,5uL de azeite, via intra peritonial. Os animais de 18g receberam cada um
9,0uL de tetracloreto + 91,0uL de azeite, via intra peritonial O animal de 25g recebeu
12,5uL de tetracloreto + 87,5uL de azeite, via intra peritonial. Apo6s 48h da indugéo da
lesdo hepatica, foram infundidas as células suspensas em DMEM na concentracdo 1 x
10%/150pL/animal. Um animal de cada grupo foi sacrificado no 7° dia pés infusdo, o
restante pés 15 dias.

3.6 Determinacao da presenca de células humanas no
processo de regeneracao hepatica

A determinacdo da presenca de células humanas no processo de regeneragao
hepética foi realizada através da analise histopatoldgica dos animais transplantados. Os
animais foram sacrificados por destroncamento espinal e o figado de cada camundongo
foi coletado. As amostras foram fixadas em solugéo de formalina tamponada durante 24
horas e depois processadas em banhos sucessivos de &lcool e xilol por 1 hora em cada
banho a 60°C e imersas em dois banhos sucessivos de parafina na mesma temperatura.
Posteriormente foram emblocadas e cortadas em micrétomo com espessura de 5um até
fixacdo e confeccdo dos blocos em parafina para realizagdo dos cortes histologicos. As
laminas foram confeccionadas e coradas com corante para albumina humana (Santa
Cruz®, diluicdo do reagente 1/600 em EDTA) e CK19 humano (Santa Cruz®, diluicdo do
reagente 1/200 em Citrato de Sodio). Essas laminas foram analisadas por microscopia
Optica.

3.7 Analise estatistica

A expansao celular nas culturas e a porcentagem de células diferenciadas foram

analisadas pelo teste estatistico de Wilcoxon.
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4. Resultados
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4.1 Caracterizacao das MSCs

4.1.1 Imunofenotipagem das MSCs por Citometria de

Fluxo

As células analisadas apresentaram homogeneidade quanto ao seu

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e possuiam o mesmo perfil de expressdo dos
marcadores descrita; CD90 (99,60% +0,25), CD105 (99 , 61%), CD73 (97,85%%3,71) e
CD29 (99,52%*2,27), sendo que o marcador CD90 apresentou marcacao mais intensa

em todos os experimentos, enquanto os marcadores CD34 (0,85%%0,31), CD45
(2.31%=x2,79) e HLA-DR (0.96%0,95) mostraram baixa expressao (Figura 04).

Figura 1. Imunofenotipagem por citometria de fluxo
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Legenda: A: Dot-Plot das células e a regido na qual as MSC se encontram, mostrando

caracteristica homogénea dessa populagdo. B: Painel de histogramas dos marcadores
positivos (CD105, CD90, CD29 e CD73) e de marcadores negativos (HLA-DR, STRO-1, CD45,
CD14 e CD34) em vermelho indica o marcador especifico e em branco esta representado o

controle (IgG com fluoro cromo) C: Tabela com as medias das porcentagem dos marcadores

positivos e negativos das MSC.
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4.1.2 Analise Morfoldgica
A partir do terceiro dia de cultura ja foi possivel observar células aderidas
na placa de cultura, com morfologia fusiforme semelhante a fibroblasto, compativel com
células mesenquimais (figura 1- A, B, C). Na quarta passagem, foi possivel observar uma
populacdo homogénea com morfologia fibroblastica, citoplasma extenso e achatado e

prolongamentos ndo ramificados (Figura 2A).

Figura 2. Analise morfoldgica- diferenciacdo para MSCs

TA SCU

Legenda: A: Células aderentes obtidas de tecido adiposo na quarta passagem de
expansao apresentando morfologia fibroblastéide (aumento de 10x). B: Células aderentes
obtidas de sangue de cordao umbilical, apés a quarta passagem de expansao,
apresentando morfologia fibroblastéide, aumento de 10x. C: Células aderentes obtidas de
medula Ossea, apdés a quarta passagem de expansdo, apresentando morfologia

fibroblastoide, aumento de 10x.
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Figura 3. Microscopia éptica e de imunofluorescéncia

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

40x.
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4.1.3 Diferenciacao para linhagem mesodérmica

Quando estas células foram submetidas aos protocolos de diferenciagao
com meios especificos para as linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica
(linhagem mesodérmica) descritos em materiais e métodos, foram capazes de se
diferenciar em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos, demonstrando sua multipoténcia
celular e comprovando que realmente séo células tronco mesenquimais. (figura 3 A, B e
C).

Figura 4. Diferenciagao para linhagens mesodérmicas

Linhagem Linhagem Linhagem
adipogénica osteogénica Condrogénica

Legenda: A: Apos a diferenciagdo adipogénica, as MSCs das trés fontes apresentaram coloragao
vermelha citoplasmatica em pequenas vesiculas quando submetidas a coloragdo com Oil Red.
Elas perderam sua morfologia fibroblastica e adquiriram forma redonda e com inUmeras vesiculas,
caracterizando o acumulo de lipideos. B: a imagem apresenta regides avermelhadas em volta das
células diferenciadas, as quais se supdem que sejam depdsitos de minerais provenientes da
formacdo de uma matriz extracelular mineralizada, semelhante a do tecido 6sseo. As células
fibroblasticas alteraram seu formato para células alongadas e alinhadas, recobrindo toda placa de
cultura e em alguns lugares formando aglomerados celulares. C: Apéds trés semanas, as MSCs
induzidas para diferenciacdo condrogénica foram coradas com Alcian blue. As células das trés
fontes apresentaram expansdo no tamanho celular com significativo aumento do citoplasma,
tornando-se arredondadas e achatadas. E possivel observar uma coloracéo celular azulada.
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4.2 Investigacao da capacidade tumorigénica

4.2.1 Atividade da enzima Telomerase

O resultado da andlise da atividade da enzima telomerase foi possivel
observar o padrdo de normalidade com 100% de atividade da telomerase em P4 e o
decréscimo de atividade nas passagens mais tardias, P8 e P12 para as células
mesenquimais derivadas de TA, SC e MO (Figura 4 A e B).

Figura 5. Atividade da enzima telomerase
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Legenda: As células foram testadas em trés diferentes passagens, “in vitro” (P4, P8 e P12) em
relagéo a expressao da atividade da enzima telomerase através de “TRAP assay’. A atividade de
telomerase foi detectada utilizando duas bandas de concentracdes diferentes. O ensaio tem como
controles positivos internos TSR8 e uma linhagem celular como control +. O controle negativo foi
realizado com amostras do mesmo periodo a ser analisado, aquecidas 85°C, no intuito de
negativar a enzima telomerase. O tampéo de lise CHAPS também foi utilizado como controle
negativo. As MSCs na P4 demonstraram a presenca de bandas com 56 bp e 50 bp que se
relacionaram com uma atividade de 100%. Houve diminui¢do das bandas no decorrer das
passagens, P8 e P12, com respectiva diminuicao na atividade de telomerase.
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4.2.2 Citogenética

O resultado da analise de estabilidade cromossémica das MSCs derivadas de
tecido adiposo, sangue de cordao umbilical e medula 6ssea demonstrou que ndao houve

anomalias e os cromossomas se mantiveram estaveis, conforme demonstrado na Fig. 6.
Figura 6. Caridtipo
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4.3 Diferenciacao para Linhagem hepatocitica

4.3.1 Morfologia

As células mesenquimais das trés fontes (TA, SC e MO) perderam a
morfologia semelhante a fibroblastos e se transformaram em cubdides, com
caracteristicas de hepatdcitos, a partir do nono dia de cultura na presenga do meio de
diferenciagéo da fase | do protocolo de diferenciag¢ao. (Figura 7)
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Figure 7. Diferenciacdo hepatocitica: aspectos morfoldgicos

Tecido Adiposo DO D18

Medula Ossea
D18 D25

SCuU

D18 D25

4x L 20

Legenda: DO: As trés fontes apresentam células com caracteristicas fibroblastoides.
D18: No dia 18 as trés fontes foram capazes de se diferenciar e as células mudaram de forma, perdendo o aspecto
alongado fusiforme, adquirindo aspecto cubdide, nicleo central com aumento de citoplasma, semelhantes a hepatécitos.
D25: No dia 25 do processo de diferenciagdo na presenga de oncostatin M dexametasona e ITSA, as células cubdides
semelhantes a hepatdcitos proliferaram.
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4.3.2 Estudos funcionais
As analises funcionais demonstraram que as MSCs diferenciaram-se para
linhagem hepatica e a funcionalidade destas células.

Figura 8. Avaliacao de depdsitos de glicogénio (coloracéao de PAS) e absorcao de

indocianina verde (ICG).

SCuU

Legenda: A partir do dia 9 de cultura, na vigéncia do meio de diferenciagao, as células
das trés fontes quando submetidas a coloracao de PAS, comegaram a adquirir coloragao
avermelhada indicando a presenca de depédsitos de glicogénio. 2: Houve aumento
progressivo com o tempo de cultura e no dia 25 elas comegaram a se agrupar,
proliferando em “clusters” semelhantes a hepatdcitos. 3: As células durante o processo de
diferenciagado, a partir do nono dia de cultura, foram submetidas ao corante cationico,
organico e atoxico, indocianina verde, que s6 € metabolizado por hepatocitos maduros,
sendo considerando excelente marcador de funcdo hepética. As células captaram o
corante, apresentando coloracdo esverdeada a microscopia O6ptica e de fase,
demonstrando que as células diferenciadas assim como hepatocitos apresentaram
capacidade de captar a indocianina verde.
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4.3.3 Analise de expressao génica por RT-PCR:

A andlise da expressdao dos genes relacionados com o0 processo de
diferenciagéo para hepatécitos demonstraram que os resultados foram semelhantes ao
esperado para esse processo. A albumina apresentou aumento de expressdo durante
todo o processo de diferenciacdo. A alfa fetoproteina (AFP) aumentou no inicio do
processo de diferenciacdo diminuindo no final do processo. Houve aumento de
expressao de 4.5x no dia 9 e 5.0x no dia 18 da cultura de diferenciacdo, em hepatécitos
derivados de MSCs-TA. Houve diminuicdo apos (3.0x no dia 25 e 1.5 no dia 36). Os
hepatdcitos derivados de SCU-MSC, o aumento ocorreu no sétimo dia da cultura de
diferenciacédo caindo apés. Para os hepatécitos derivados de MSCs-MO o valor maximo
(3.0) foi encontrado no dia 9. A glutamina sintetase (GS) apresentou uma elevacdo na
expressao de 3x a expressao inicial, durante o processo de diferenciacdo nos hepatécitos
derivados das trés fontes. A tirosina amino transferase (TAT), que esta relacionada com
hepatdcitos maduros (aparece apenas no final do processo de diferenciagado) apresentou
baixa expressao no inicio do processo, aumentando a expressao de forma importante nos

dias 25 e 36 da cultura (6,6 x nos dias 25 e 36) nos hepatdcitos derivados das trés fontes.

44



Figura 9. Andlise da expressao génica dos genes, albumina, alfa feto proteina,
glutamina sintetase e tirosina amino transferase.
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Legenda: 1: A expressdao do gene albumina apresentou aumento progressivo durante todo o
processo de diferenciagdo com todas as fontes. 2: AF apresentou expressao elevada no inicio do
processo (4.5 dia 9), diminuindo apds dia 18 (3.0 dia 25) em todas as fontes. 3: GS apresentou
aumento 3x de expressdo durante o processo de diferenciacdo. 4: TAT, marcador de final de
diferenciacao, apresentou expressao elevada nos dias 25 e 36 quando as fontes foram SC e TA,
MO houve aumento no dia 18, diminuindo nos dias 25 e 36, o que nao era esperado.
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4.4Experimento Animal

4.4.1 Agente hepatotoxico

O CCL4 mostrou-se mais eficaz na indugdo de lesdo hepatica aguda com relagao
ao Paracetamol, que nao apresentou alteragdo durante o periodo analisado.

Figura 10. Paracetamol (300ug /kg peso)

Legenda: A e B correspondem a corte histolégico de figado de animal submetido a
injecao de paracetamol a 300ug/kg peso apos 24 e 48 horas, respectivamente. 100% dos
hepatdcitos encontram-se com morfologia e aspectos normais (400x).
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Figura 11. CCL,4 (250 e 500 pg /kg peso)

Legenda: A: Necrose confluente extensa, acometendo zonas 2 3 acinares. Em todos os
campos observados a veia centro apresentava necrose. B: Além das caracteristicas
descritas na figura A, o corte histoldgico apresenta presenga de células balonizadas e
necrose zonal correspondendo a 50% dos campos lidos.

4.4.2 Transplante de camundongos

No primeiro experimento, perdeu-se 03 animais: 02 do grupo de HEP-TA e 01 do
MSCs-TA. Essa perda pode estar vinculada a trés motivos: excesso de droga anestésica,
volume de solugéo celular infundido (100uL), temperatura da solugao celular (estava em
banho de gelo). O segundo experimento ocorreu sem intercorréncias.

47



Figura 12. Transplante de MSCs de TA e MO indiferenciadas (7° dia)

Legenda: Cortes histologicos de figado demonstrando; A1) Controle CCL4, presenca de
células balonizadas, zonas 3 e 2 acinares, 40X. A2) Controle CCL4 presenga de células
balonizadas e infiltrado linfocitario periportal, 40X. B1) Regeneracdo das lesdes,
demonstrando presenga de hepatdcitos de morfologia normal, 20x. B2) Tecido
regenerado, hepatdcitos com morfologia normal, 40x. C1) 100% do tecido regenerado pés
transplante, hepatécitos com morfologia normal, 20x. C2) 100% do tecido regenerado,
hepatdcitos com morfologia normal, raras células balonizadas.
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Figura 13. Transplante de MSCs de TA e MO indiferenciadas (15° dia)

Legenda: Cortes histoldgicos de figado demonstrando; A1) Controle CCL4,15 dias pés
infusdo, grande presenga de células balonizadas, zonas 3 e 2 acinares, necrose peri
acinar em 50% dos campos lidos. 20X. A2) Controle CCL4, 15 dias, presenga de células
balonizadas periacinar, 40X. B1) Regeneragédo das lesbes, demonstrando presenga de
hepatocitos de morfologia normal, 20x. B2) Tecido regenerado em todos os campos lidos,
hepatdcitos com morfologia normal, 40x. C1) 100% do tecido regenerado pds-transplante,
hepatocitos com morfologia normal, 20x. C2) Tecido regenerado, hepatocitos com
morfologia normal, raras células balonizadas, 40x.
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Figura 14. Transplante de MSCs diferenciadas em HEP obtidas de MO e TA (7°
dia)

Legenda: Cortes histologicos de figado demonstrando; A1) Controle CCL4, presenca de
células balonizadas, zonas 3 e 2 acinares, necrose zonal, 40X. A2) Controle CCL,4
presenca de células balonizada, 40X. B1) Regeneracdo das lesbes, demonstrando
presenca de hepatécitos de morfologia normal em 20% dos campos, mas ainda com
células balonizadase presenga de necrose confluente na zona 3 acinar. 20x. B2) Tecido
regenerado, hepatdcitos com morfologia normal, mas ainda com células balonizadas. 40x.
C1) Tecido regenerado pés-transplante, hepatécitos com morfologia normal, espago
periportal, porém mais de 80% das veias centro lobulares apresentam necrose. 20x. C2)
Tecido regenerado, hepatécitos com morfologia normal, presenca de micro abscesso e de
necrose na zona 3 acinar (80%) 40x.
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Figura 15. Transplante de MSCs diferenciadas em HEP obtidas de MO e TA (15°
dia)

Legenda: Cortes histologicos de figado demonstrando; A1) Controle CCL4,15 dias pés

infusdo, grande presenca de células balonizadas, zonas 3 e 2 acinares, necrose peri
acinar, 20X. A2) Controle CCL4, 15 dias, presenga de células balonizadas peri acinar,
40X. B1) Regeneragao das lesdes, demonstrando presenca de hepatdcitos de morfologia
normal em 100% dos campos observados, 20x. B2) 100% do tecido regenerado,
hepatédcitos com morfologia normal, 40x. C1) Tecido regenerado pds-transplante,
hepatdcitos com morfologia normal em 100% dos campos, 20x. C2) Tecido regenerado,
hepatocitos com morfologia normal, raras células balonizadas encontradas na periferia do
corte, 40x.
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4.4.3 Determinacao da presenca de células humanas no

processo de regeneracao hepatica.

As laminas coradas com corante especifico para Albumina humana foram
positivas para as amostras dos camundongos que receberam transplante de MSC-MO,
MSC-TA, HEP-MO e HEP-TA.

A marcacao realizada com CK19 foi positiva para as laminas das amostras
dos camundongos transplantados com MSC de tecido adiposo e também de medula

0ssea, resultado este mais expressivo (+++).

Os controles negativos utilizados ndo apresentaram reatividade, conforme

esperado.

Figura 16. Confirmacdo da regeneragado hepatica por células humanas: analise
histopatolégica para Albumina humana.
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Legenda: A: Controle negativo. B e C: MSCs-MO (7 dias) foi o resultado mais expressivo (3/3+),
onde se observou que mais de 90% do corte apresentou positividade no leito sinosoidal.
Hepatécitos periportais corando positivamente para albumina humana em aproximadamente 50%
dos espagos porta. D: MSCs-TA apresnentaram positividade 1/3+ e os hepatocitos marcados
positivamente nado apresentam distribuicdo acinar, ndo sdo periportais (7 dias), E: HEP-MO,
apresentou positividade de 1/3+ (7 dias) e F: HEP-TA foi positivo em 1/3+ (7 dias).
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Figura 17. Confirmacdo da regeneragédo hepatica por células humanas: analise

histopatoldgica para Ck19 humana.

- P a 'l fﬂ
/ <
t( ﬂ*’ ‘Ql
‘
Y -'"
¥ N

Legenda: A: controle negativo. B: MSCs-MO (7 dias) que também apresentou o
resultado mais expressivo (3/3+), com 50% dos espacos porta apresentando células
coradas psitivamente em areas periportais e nos leitos sinusoidais de maneira difusa. C:
MSCs-TA também apresentou positividade, porém menos expressiva de 1/3+ (7 dias).
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5. Discussao
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Embora o figado apresente uma elevada capacidade de regeneragdo, a
insuficiéncia hepatica (aguda e crénica), leva a um quadro de cirrose irreversivel, fazendo
do transplante desse 6rgdo a Unica opgao para sobrevivéncia do paciente. No entanto,
muitas vezes essa alternativa € considerada limitada, devido a baixa disponibilidade de
doadores de 6rgaos em relacdo ao niumero pacientes aguardando pelo transplante, sendo
insuficientes para atender a demanda e também por ser um procedimento que apresenta
alta taxa de mortalidade (cerca de 40%).

Esses fatores levaram a realizagdo de pesquisas experimentais e clinicas na area
de medicina regenerativa. A partir desta perspectiva, espera-se muito sobre o uso de
células- tronco e o desenvolvimento de tecnologias para induzir a sua diferenciacdo em
células que possuam funcdes hepaticas. O transplante de células pode estimular a
regeneragao tecidual ou pelo menos garantir o funcionamento do figado até que o
transplante possa ser realizado, aliviando os sintomas do paciente. Esrefoglu et al (2013)
verificou que os transplantes de linhagens celulares envolvidas na regeneragao do figado

podem ser benéficos no tratamento da insuficiéncia hepética.

As células tronco sdo uma ferramenta promissora para a utilizagdo em terapia
celular devido a suas propriedades de autorrenovac¢ao e amplo potencial de diferenciagao
em varios tipos celulares. Nesse aspecto, ja foi demonstrado que as células
mesenquimais (MSCs) apresentam capacidade de diferenciagdo para linhagem
mesodérmica e outras linhagens. Alguns estudos relataram a habilidade dessas células
em se diferenciar para linhagem mesodérmica, como osteoblastos, condrécitos,
adipocitos, mioblastos e cardiomidcitos, além de varios outros tecidos derivados como
neural e hepaticos. Além disso, elas podem ser amplamente expandidas in vitro, sendo de
facil obtencao a partir de varias fontes, tais como a medula éssea, tecido adiposo, liquido
amniotico, cordao e o sangue de umbilical, placenta, dentre outros. Para fins terapéuticos
em aplicagdes clinicas, as MSCs se tornam uma boa alternativa de células tronco
(Prasajak et al, 2013).

Além disso, por ndo expressarem o MHC Il (Complexo de Histocompatibilidade
Maior classe Il) sdo consideradas imunomoduladoras, apresentando baixo risco de
rejeicdo, e como tal, fonte particularmente promissora de células para o tratamento de

doencas hepaticas agudas, doencgas degenerativas e imunoldgicas (Oshiya et al, 2010).
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A escolha das trés fontes de obtencdo de MSCs utilizadas nesse estudo deu-se
devido as vantagens que apresentam. A medula 6ssea foi a primeira fonte de obtencéo, é
considerada uma das principais fontes de células mesenquimais. No caso do sangue de
corddao umbilical, em comparacdo com as MSCs de outras fontes, as MSCs-SCU tém
vantagens quanto a coleta ndo invasiva. As células de tecido adiposo, coletadas por um
procedimento de lipoaspiracdo, apresentam grande heterogeneidade de células com alta
capacidade proliferativa (Seo et al, 2005).

As células mononucleares de medula 6ssea e de sangue de cordao umbilical e as
adiposas foram submetidas a cultura e pudemos isolar as células de interesse e
comprovar que eram realmente células mesenquimais. A caracterizacdo seguiu as
normas da Sociedade Internacional de Terapia Celular com relacdo a morfologia,
aderéncia ao plastico, imunofenotipagem e diferenciagao para linhagem mesodérmica. As
células apresentaram positividade para os marcadores CD 73, CD 13, CD 90, CD29 e CD
105 e foram negativos para os associados a linhagem hematopoética e ao sistema de
histocompatibilidade HLA, CD11b/14, CD19/17a, CD45, HLA-DR como esperado.
Mostraram também aderéncia ao plastico da garrafa de cultura., morfologia semelhnate a
fibroblasto e capacidade de se se diferenciaraem nas linhagens mesodermais
(adipogénica, osteogénica e condrogénica). Os resultados foram homogéneos e
reprodutiveis para as células das trés fontes, corroborando os resultados obtidos por
Gimble et al (2008), Taléns-Visconti et al (2006) e por Hu et al (2013).

A fim de destinar MSCs para uso clinico torna-se necessario a investigacao de
provavel capacidade de tumorigénese destas células durante o processo de expansao.
Esta analise foi realizada através de estudo de cariétipo e da andlise da atividade da
enzima telomerase. Na analise cariotipica das células mesenquimais das trés fontes
utilizadas neste estudo ndo foram encontradas anormalidades, os cromossomas se
mantiveram estaveis, em conformidade com o postulado por Fidler et al, 2012 que diz
que células ndo- metastaticas sdo mais estaveis fenotipicamente e genotipicamente,
quando comparadas as metastaticas, sugerindo que quanto antes for detectada a
instabilidade cromossdémica, menor a chance metastatica. Em 2005, Rubio et al relatou
pela primeira vez que as MSCs derivadas de tecido adiposo podem transformar-se
espontaneamente como resultado da cultura de longa duracédo in vitro. Essas células
demonstraram instabilidade cromossémica (Wong et al, 2009). As células humanas tém
dois pontos de controle que regulam a sua viabilidade in vitro, as fases de senescéncia e
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de crise. A senescéncia estd associada ao encurtamento dos teldbmeros. Se as células
ignoraram esta etapa, elas continuam a crescer, entrando em fase de crise, caracterizada
pela instabilidade cromossdmica generalizada, o que provoca a apoptose em massa nao
sendo indicadas para utilizagao clinica.

Os resultados da atividade da enzima telomerase demonstraram atividade normal
dessa enzima, que possui papel fundamental na perpetuacdo celular, participando
ativamente da mitose. Embora Robart et al (2009) tenha descoberto que doentes afetados
por uma enfermidade congénita rara, a disqueratose congénita, tinham niveis de
telomerase anormalmente  baixos, muitos desses pacientes morriam de
cancer gastrointestinal. Sabe-se que a agressividade das células tumorais esta
relacionada a altos niveis de telomerase e que a atividade dessa enzima esta presente na
grande maioria dos processos neoplasicos, ela pode ter um papel importante no
diagnéstico e tratamento do cancer, tornando-se um dos alvos para investigagéo e

terapia.

As células obtidas entdo foram submetidas ao processo de diferenciagao
hepatocitica, pelo protocolo de diferenciagdo para linhagem hepatocitica ja estabelecido
na literatura por Lee et al (2004) e Seo et al (2005), no entanto esse processo foi
realizado durante 36 dias, ao passo que o0s pesquisadores acima citados utilizaram
processos de 14 e 28 dias, respectivamente.

As MSCs foram submetidas a analise morfoldgica, génica e de funcionalildade. As
células comecaram a apresentar alteragdo na morfologia semelhante a fibroblasto, para
células com aspecto cuboide, tipica das células hepatociticas a partir do 18° dia, sendo
que no 25° dia todas as células em cultura ja apresentavam essa morfologia semelhante a
hepatdcito. Lee et al, em 2005, ao comparar a diferenciagdo de MSCs derivadas de
medula 6ssea e de sangue de cordao umbilical, verificou resultados mais tardios na
alteracdo da morfologia dessas células, que comecaram a alterar seu aspecto a partir da

62 semana.

A andlise da expressdo de genes classicamente envolvidos no processo de
diferenciagdo para linhagem hepatocitica demonstrou que: a albumina apresentou
aumento de expressao crescente durante todo o processo de diferencia¢éo, corroborando
os resultados de Taléns-Visconti et al (2006) no processo aplicado para MSCs-TA
diferenciadas a hepatécitos. A alfa fetoproteina (AFP) aumentou no inicio do processo de
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diferenciagdo diminuindo no final do processo, resultado normal por se tratar de um
marcador da fase inicial de diferenciagcdo hepatocitica. A glutamina sintetase (GS)
apresentou uma elevacao na expressdo durante o processo de diferenciagcdo nos
hepatdcitos derivados das duas fontes. A tirosina amino transferase (TAT), que esta
relacionada com hepatocitos maduros (aparece apenas no final do processo de
diferenciagdo) apresentou baixa expressdo no inicio do processo, aumentando a
expressao de forma importante no final da cultura nos hepatécitos derivados das duas
fontes. Esses resultados corroboram estudos que relatam a importancia de analisar a
expressao de genes que desempenham um papel fundamental na diferenciagcdo dos
hepatécitos e dessas células maduras, como albumina, alfa feto proteina, glutamina
sintetase e tirosina amino transferase (Seo et al, 2005; Kang et al, 2005). Neste trabalho o
processo de diferenciacdo para linhagem hepatocitica todas as MSCs (MO, SCU e TA)
foram capazes de se diferenciar em hepatdcitos, de acordo com os resultados ja obtidos
por Lee et al (2004), Taléns-Visconti et al (2006), Taléns- Visconti et al (2007).

De modo geral, diferentes mecanismos contribuem para os efeitos terapéuticos
exercidos pelas MSCs, que podem se diferenciar em células hepaticas funcionais e
também produzem uma série de fatores de crescimento e citocinas que podem suprimir a
resposta inflamatéria, reduzir a apoptose de hepatdcitos, regredindo a lesdo hepatica e
proporcionando uma melhora da fungdo. A analise funcional das células diferenciadas,
semelhantes a hepatdcitos foi realizada através de deteccao de depdsito de glicogénio, da
absorcao de isocianina verde e regeneracdo tecidual apds transplante em animais
submetidos a lesdo hepatica induzida por tetracloreto de carbono.

Em nosso estudo, os resultados de funcionalidade das células submetidas ao
protocolo de diferenciagao foram precoces, ou seja, as células das trés fontes comegaram
a apresentar atividade semelhante a hepatécito ja no 9° dia de diferenciacéo, atingindo a
totalidade das células no 25° dia, estando de acordo com o resultado obtido por Schwartz
et al publicados em 2002, que hepatocitos maduros e funcionais depositam glicogénio,
sendo esta uma das principais fun¢des do figado. Esses resultados de inicio da atividade
das fungdes de um hepatécito ndo foram descritos por Taléns-Visconti et al em 2006, no
entanto, ossos resultados foram semelhantes aos apresentados por Seo et al em 2005,
que descreve que as células do seu estudo apresentaram funcionalidade a partir do
sétimo dia de diferenciacdo, e Bi et al (2013) relata um aumento significativo da
quantidade de células diferenciadas em hepatocitos funcionais a partir do nono dia.
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Quando comparamos nosso resultados com os de Lee et al (2004) verificamos que no
estudo de Lee, as células mesenquimais de medula 6ssea e sangue de cordao umbilical
quando diferenciadas para linhagem hepatocitica, comegcavam a estocar glicogénio na 42
semana de cultura e 50% das células da placa estocaram na 62 semana, de forma mais

tardia que 0s nossos.

As células também foram capazes de absorver o corante indocianina verde, que
um reagente é absorvido e eliminado exclusivamente pelos hepatécitos maduros, a partir
do 9° dia de diferenciacdo hepatocitica, corroborando os resultados descritos por Bi et al
(2013) e Yamada et al (2002).

No intuito de melhor avaliar a funcionalidade dos hepatdcitos obtidos através de
MSCs provenientes de medula éssea (MO-MSCs) e de tecido adiposo (TA-MSCs),
camundongos SCID/Balb-c submetidos a indugao de injuria hepatica utilizando-se como
agente hepatotoxico o tetracloreto de carbono (CCl4), agente quimico altamente tdxico
gue induz lesao hepatica aguda ja utilizado na literatura nos trabalhos de Sato et al, 2013
e Lee et al, 2012A foram transplantados com estas células e com as MO-MSCs e TA-
MSCs indiferenciadas quarenta e oito horas apés a indugao da hepatite fulminante. Em
nosso trabalho, os cortes histoldgicos feitos a partir das amostras de figado ap6s 48 horas
da injecao de CCl, quando corados com Hematoxilina & Eosina evidenciaram necrose
zonal em 50% dos campos lidos.

O transplante foi realizado apenas com MSCs derivadas de tecido adiposo e
medula 6ssea, devido a maior dificuldade de expansdo das MSCs-SCU ja descrita na
literatura por Kang et al (2005) e Scheers et al (2013).

Nesse estudo, utilizamos para o transplante, células semelhantes a hepatécitos
derivadas das duas fontes, assim MSCs indiferenciadas, e tanto as células diferenciadas
a hepatocitos quanto as indiferenciadas de ambas as fontes foram capazes de regenerar
o figado lesionado. Esses resultados corroboram os que foram encontrados por Seo et al
(2005) e Banas et al (2009).

Apesar de todas regenerarem a injuria hepatica em diferentes graus, as MSCs
indiferenciadas foram mais efetivas nesse processo. As células mesequimais
indiferenciadas apresentam maior habilidade migratéria ao local de injuria com relagao as
células diferenciadas, o que melhoraria 0 enxerto dessas células na regido lesionada.
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Além disso, a infusdo de MSCs aumenta a capacidade intrinseca dos hepatécitos em se
proliferar por estimular a produgcdo de citocinas proliferativas. A sua acao
imunomodulatéria também contribuiria na regeneracdo do tecido lesado por regular
citocinas anti-inflamatérias. Esses dados corroboram os resultados encontrados por Li et
al (2013) e por Seo et al (2005).

As anadlises anatomopatoldgicas realizadas nas amostras coletadas dos figados
dos camundongos sacrificados para os marcadores humanos albumina e CK19, um
marcador epitelial biliar encontrado em colangiécitos, corroboram o0s resultados
encontrados por Li et al (2013) que resume que esses marcadores podem ser
potencialmente utilizados para identificar e isolar células progenitoras hepaticas humanas,
estando os dados obtidos pelos métodos de coloragdo de acordo com os resultados
encontrados através de métodos de expressao génica. Seo et al (2005) descreve que nao
obteve resultados positivos para albumina apés 3 dias do transplante, somente ao 10° dia,

porém nossos resultados foram positivos ja ao 7° dia apds o transplante.

Diante desses resultados, o presente estudo enaltece as vantagens da utilizagao
de células tronco mesenquimais em terapia celular e a sua efetividade na regeneragéo de
lesdo hepatica aguda. Apesar da sua capacidade de diferenciagdo em hepatdcitos
funcionais, as células tronco mesenquimais indiferenciadas talvez sejam uma melhor
opcao, para regeneracao hepatica quando comparadas as células tronco mesenquimais
diferenciadas, além do fato que as células indiferenciadas proporcionam a

imunomodulagao, o0 que nao acontece com hepatécitos maduros.
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6. Conclusao
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As células mesenquimais obtidas de TA, SCU e MO foram capazes de se
diferenciar em hepatocitos, sendo que a expressao génica e a analise funcional indicaram

que essas células ndo apresentaram capacidade tumorigénica.

Neste trabalho, tecido adiposo e medula 6éssea se mostraram fontes mais
efetivas para utilizacdo em terapia celular, pois as células mesenquimais de sangue de
corddao umbilical humano levaram mais tempo para diferenciar-se em hepatécitos

funcionais e expandir.

Os experimentos animais demonstraram que tanto as células mesenquimais
indiferenciadas quanto as MSCs diferenciadas em hepatécitos foram capazes de
regenerar a lesdo hepatica. Embora todas tenham se diferenciado em hepatdcitos
funcionais, sendo uma promessa para regeneracao do figado e medicina regenerativa,
quando estas células foram transfundidas em animais submetidos a hepatite fulminante,
as células mesenquimais indiferenciadas das duas fontes utilizadas foram mais efetivas

gue as que as células “hepatdcitos like obtidas das MSCs-TA e MSCs-MO.

Talvez MSCs indiferenciadas sejam mais efetivas na regeneragao de lesoes
hepaticas graves, 0 que proporcionara mais rapidamente a utilizagdo destas células em
terapia celular.
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- TERMO DE CONSENTIMENTO -

Tecido Adiposo

Eu, ,

registro hospitalar: , RG: ,

autorizo a doacdo de 20 ml de tecido adiposo, coletados durante a cirurgia de
lipoaspiragdo a que serei submetida em / / . Este material sera

utilizado para pesquisa a serem realizadas na UNICAMP. Informo que fui devidamente
esclarecido (a) sobre todas as possiveis intercorréncias que possam decorrer deste
procedimento, ja descritas no termo de consentimento livre esclarecido de autorizacao
para cirurgia. Fui informado(a) que se ndo quiser autorizar esta doag¢ao, nao havera
nenhum prejuizo ao meu atendimento nestes hospitais (Complexo Hospitalar HC,
CAISM, Hemocentro da UNICAMP). Informaram-me de que o material coletado sera
utilizado na pesquisa “ Avaliacdo da capacidade de células mesenquimais obtidas de
sangue de corddo umbilical e de tecido adiposo humanos na diferenciagdo para
hepatdcitos”. O projeto consiste na extragéo de células do material coletado de tecido
adiposo (lipoaspiragdo)e de mononucleares de sangue de corddo umbilical humanos e
diferenciar estas células para linhagem mesenquimal.Estas mesenquimias obtidas das
duas fontes serdao diferenciadas em hepatocitos,células do figado e estudar a
capacidade destas células em regenerar figado de camundongos que serao
submetidos ahepatite fulminante. Portanto, ndo ha riscos ou perigo algum decorrente
da pesquisa do material doado para mim, assegurando a minha privacidade quanto
aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa. Todas as minhas perguntas foram
adequadamente respondidas e minhas duvidas esclarecidas. A opcdo de doacéao foi

tomada de modo consciente, livre e voluntario.

Doador:

Campinas, / /

Telefone para contato:
Pesquisaglor (Hemocentro): (19) 35218734
Comité de Etica da Unicamp: (19) 3521-8942
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#é BRASILCORD
BEE.LII:IP Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario — BSCUP “
S Hemocentro Campinas — Unicamp o
TERMO DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO M
Regisio Hospitabar - ooocoociiliiin i Data de nascimemto:............. o

Bartadora dos documentos de Tdenticade (BiF): ..o i BICPBL i

Concordo em colsborar com o Banco Pablico de Sanpue de Cordio Umbilical & Placentirio do Hemocentro da TNICAMP. Para
iss0, autorizo a colem apds o nascimento de men (minha) flho (3), do sanpue do cordio umbilicsl e ou da placenta Fui orientads que
A coleta dp 5ENFUS OCOME Ap0s © Mascimento do bebé e poders ser feita de duas formas: Durante o periodo de dequitagio placentsria,
quando o bebe ja fol entrepue ao pediara on profissional habilitado para o= primeires coidsdos & o medico esta apuardsndo = saida da
placenta do orgamisme matemo, o veis do corddo wmbilical, gue & uma continoagio da placenta, sera puncionsds, ou apds a
dequitacio placentiria, guando a placenta estiver fira do orpanismo da mie. Peortanto, como voce pode perceber, a coleta nio ird
interferir com o trabalho de parto de sen bebd & nem com a saide dele. Este material seria jogado fora, como ocome normalmente,
mas serd peardsdo em nitrogénio liquide, sendo nsado pars crisr um Banco Pablice de Sanpue de Cordio Umbilical gue pode ajudar
pessoas com almmes dpos de doengas do sansme.

Estou ciente que mesmo tendo concordsdo com 3 doagio, o sangue de cordSo 50 serd coletado se Do parto eu NA0 ApTEsEntar
alteracio clinics ou obstetrica que impegs a colets, se o trabalho de parto se desenvolver normalments sem risco para Mim @ O Para
meu {minhs) filho {3} & ecormer em horario de coleta.

Sei tambem que tante o sangue do cordSo como 3 placents, sera examinado para Ver sa nio apresentam infeccio ou outra doenga,
sendo depois congelados. O sanzue de cordio somente serd utilizado se aparecer Wna pessoa QuUe apresente WA doenga que possa s
beneficiar desse sangue armazensdo e que seja compstivel Ammimente este material @ uwtlizsdo para reconstitoir tecido
hematopoietico (ransplante de celulas ronco), podendo ser no fomre, nilizade em terapia celular em doencas hematologicas como

Fui informada que se 0 sangue do cordao for congelado, a8 equipe de enfermagem do BSCUP fara contsto felefonico a parir da 60
dias apos o parto, para saber se foi realizado o teste do pezinho (PELT) e e esta tudo bem comige & com o bebe.

Estou ciente gue e a quantidade de sangue de cordao coletado for menor qoe 50ml on apresentar baixa celulsridade. este nao sera
armazenado para o banco por oS0 ser vidvel para ransplante e nem para terapia celular. Enretanto, podera ser utilizado em pesquisas
relecicnadas a célulss tronco em sndsments na instimic3s, que tenham side sprovadas pelo Comitd de Efica em Pesquiza —
FCM Tnicamp. As pesquisas gue amalmente wilizam sanpue de cordio sio: “Célular bere pancradticas diferenciadas de células
mesenquimals de tecide adipose ¢ sangue de corddo wmbilical, na presenga de conafifing ¢ betaceldIma: Mmor producio de
insulina? Alternativa terapéutica para o Diabetes Mellius?™: “4valiapds da capacidade das células meuronais origindrias de cilulas
MmErengUimals provenienies de tfecide adiposo e de zampue de cordio umbilical Romaoes no regeneragde do nene dptico de
coelhos™:“Avaliagdo da capacidade de diferenciogdo de células fronco mesenquimais, obtidas de tecido adiposo ¢ de sangue de
corddo umbilical lumanos, na diferenciapdo para células de ducto Biliar™ “dvaliagdo da capacidade de célular mesenquimais
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PIM Im EREL W& Sl Lk

Banco de Sangue de Cordao UUmbilical e Placentario — BSCUP

ESCUP
e Hemocentro Campinas — Unicamp e

obtidas de sangue de cordde umbilical ¢ de tecido adipoze humanos na djfrenciaqdo pare hepardcios ™, “Tmvestigagde flimcional @
caracierizagio do emvoehimente de novos penes alve na hematopoese normal utiizande cfinlas CD34+ de cordfo wmbilical ™. As
AMOSTes armazenadss pars pesquiza serio desprezadas Apas © termuing destas.

Tenho ciéncis que serdo coletados aproximadsments 48ml 4o men sangue apds o parto, pars realizscio de sorologis para as
sepnintes doenges: sifilis, SIDA, hepatite B e ©, HTLV 1 e 2, deenca de Chagas, cisomegalovimes, toxoplasmose e tipagem HI 4
Estes exames 530 necessarios para melhor identificar o men sangwe. Caso alpums doencs seja enconirads, serei commumicada pels
equipe do Hemocentro Campinas e recebersl encaminhaments para ratamento medico denmo do complexo hospitalar BC, CATSM,
Heepital Estadnal de Sumaré & Hemocentmo Campinas.

Sera respeitado o sigilo @ confidencislidsde dos resaltsdos dos exames que ired fazer, nio sendo revelads minhs identidade 3 nio
$8T pars a equipe medica responsivel pelo atendimento. Esse respeito ao sigilo sera mantide no caso da utilizagio do sangue do
cord3o para transplante, em caso de publicacio dos resultados sobre o bance de sangne de cordio ou se for nlizado para pesquisa.

Antorizo 3 consulta do men pronmarie medico e do meu (minha) filho (2) pela equipe médica do BSCUP e do Servige de
Transplante solicitsnte, se houver necessidade dz obtencio do historico e ou dades climices no momento do Tansplanie onde 2 bolsa
coletada for utilizada O BSCUP fica sutorizado a mansfenr 3 midade cobetads, azsim como todos os dados 3 ela relacionados para os
Centros de Registro &/ou Servigos de Transplante solicimates.

Autorizy tarnbém, o descarte da bolsa se o periodo de validade vencer on se alpum exame detectar alpo que impecs sua wilizagio.

Estou ciente que minha dosgio é livie e vohuntizia podends desistir da doagSo 2 qualquer momento, inclusive na hora do parto,
nio havendo quzlquer prejuizo para ¢ meu atendimento nos hospirsis da UNICAMP, se en nio quiser participsr. Nio recebersi

Uma vez realizads a doacio, eston ciente que se porventurs alpusm de minhs familia necessitar deste marerial, ele j& podera wer
sido whilizado para ouiTa pessoa.

Quaisouer dirvidas podero ser esclarecidas pelos telafones ou enderegos dbaixo.

— = e T —— e
Fum Wial Brasl, 251 — Cldads Unlversitaris "Zefenng V" — Campinss — BP
Fone: (19} 352 1-7002

MATERNIDADE DE CAMPINAZ 32 B0RE2308-2981

HOSPITAL ESTADUAL DE SUMARE: SEE3-BM00 ramal 1146 5 do & - _FCH -

Fun Tesslila Visre de Camamgo, 1735 - Cldade Universitris "Zefeino Vaz® - Campinas - 5P

Ambulaicnio o Pré-natsl do CAISM: 3513535 Fame= (13) 352 TR

Comicsdo de Ebea oo CAIAM: 36217810

Aphicador Termis e om e NI e e s e e L e e e i L e e e e
Teahermanbie 1o Sl S n R e S e s Responsavel peld servign: (..o e ieees
Campinas,. ... £ |
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Banco de Sangue de
Cordao Umbilical e Placentario da UNICAMP

B, e
data de nascimento: ........cccccc...... Leveeeeeeeeeeiennns S , Portadora dos documentos de
Identidade (RG): . .oooieieieeriee s € CPF: e, ;
Registro Hospitalar (HC): .....coceviiiieiieeieeeee e yresidente a.....cooeeevvieeiieciieeeeee ,
BAITO .veeooosseseeeesssseseeesee s eeeseseesseeeeess et eeeeeee st eeeses et eeeeeseessseeeee st eeeeeee st eeeeeeee oo
(O30 F= o [ T ) 2= (o [o TR

Concordo em colaborar com o Banco Publico de Sangue de Cordao Umbilical e Placentario do
Hemocentro da UNICAMP. Para isso autorizo a coleta, apdés o nascimento de meu (minha) filho (a), do
sangue do cordao umbilical e ou da placenta. Fui orientada que a coleta do sangue ocorre apés o
nascimento do bebé e podera ser feito de duas formas. Durante o periodo chamado de dequitagao
placentaria, quando o bebé ja foi para o bergario e 0 médico estd aguardando a saida da placenta do
organismo materno, a veia do cordao umbilical que é uma continuagao da placenta e se encontra do
lado de fora do corpo da mae, sera puncionada, ou apds a dequitagdo, quando a placenta estiver fora
do organismo da mae. Portanto, como vocé pode perceber, a coleta nado ira interferir nem com o
trabalho de parto de seu bebé nem com a salde dele.. Este material seria jogado fora, como ocorre
normalmente, mas sera guardado em nitrogénio liquido, sendo usado para criar um Banco Publico de
Sangue de Cordao Umbilical que pode ajudar pessoas com alguns tipos de doengas do sangue.

Estou ciente que mesmo tendo concordado com a doagado, o sangue de corddo s6 sera
coletado se o parto ocorrer em periodo de coleta, se eu ndo apresentar alteragao clinica ou obstétrica
no dia do parto que impega a coleta e que o trabalho de parto se desenvolva normalmente sem risco
para mim e ou para meu (minha) filho (a).

Tenho ciéncia que serdo coletados 23 ml de sangue, apds o parto para realizagao de sorologia
para as seguintes doengas: sifilis, SIDA, hepatite (B e C), HTLV (1 e 2), doenga de Chagas,
citomegalovirus, toxoplasmose e tipagem HLA. Estes exames sdo necessarios para melhor identificar o
meu sangue.

Tanto o sangue do corddo como o da placenta, serdo examinados para ver se nao apresentam
infeccdo ou outra doenga, sendo depois congelados. O sangue de corddo somente sera utilizado se
aparecer uma pessoa que apresente uma doenca que possa se beneficiar daquele sangue armazenado
e que seja compativel. Atualmente este material é utilizado para reconstituir tecido hematopoiético
(transplante de células progenitoras), podendo ser, no futuro, utilizado em terapia génica nas doencas
hematolégicas como talassemia, anemia falciforme dentre outras.

Estou ciente que se a quantidade de sangue de cordao coletado for menor que 70 ml este nao
sera armazenado para o banco de sangue de cordao, podendo ser utilizado em pesquisas relacionadas
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a células tronco, em andamento na instituicdo, que tenham sido aprovados pelo Comité de Etica. As

amostras armazenadas para pesquisa serao desprezadas apds o término destas.

Se a coleta for maior ou igual a 70 ml, deverei retornar a UBS (Unidade Bésica de
Saude), ao PSF (Programa de Saude da Familia) ou a equipe do BSCUP entrara em contato
em aproximadamente 60 dias (2 meses) apods o parto, para fazer nova coleta de 23 ml do meu
sangue, repetindo os exames anteriores (sorologia e tipagem do sistema HLA).

Serei informada dos resultados dos exames realizados tanto com o meu sangue
quanto com o do meu (minha) filho (a), caso eu procure esta informacéo. Caso alguma doenca
seja encontrada, serei comunicada pela equipe do BSCUP e receberei encaminhamento para
tratamento médico dentro do complexo hospitalar HC, CAISM, Hospital Estadual de Sumaré e
Hemocentro da UNICAMP.

Sera respeitado o sigilo e confidencialidade dos resultados dos exames que irei
fazer, ndo sendo revelada minha identidade a ndo ser para a equipe médica responsavel pelo
atendimento. Esse respeito ao sigilo serd mantido no caso da utilizacdo do sangue do cordao
para transplante, em caso de publicacdo dos resultados sobre o banco de sangue de cordao
ou se for utilizado para pesquisa.

Autorizo a consplta do meu prontuario médico e do meu (minha) filho (a) pela equipe
meédica do BSCUP e do Servico de Transplante solicitante, se houver necessidade da
obtencao do histérico e ou dados clinicos no momento do transplante onde a bolsa coletada
for utilizada. O BSCUP fica autorizado a transferir a unidade coletada, assim como todos os
dados a ela relacionados para os Centros de Registro e/ou Servicos de Transplante
solicitantes. Autorizo também, o descarte da bolsa se o periodo de validade vencer ou se
algum exame detectar algo que impeca sua utilizagao.

Estou ciente que minha doacdo é livre e voluntaria, podendo desistir da doacéo a
qualquer momento, inclusive na hora do parto, ndo havendo qualquer prejuizo para o meu
atendimento nos hospitais da UNICAMP, se eu ndo quiser participar. Nao receberei nenhuma
remuneragcdo compensacao material ou financeira ou privilégio pela doacdo da unidade de
SCUP.

Uma vez realizada a doagao, estou ciente que se porventura alguém de minha familia
necessitar deste material, ele ja podera ter sido utilizado para outra pessoa.

Qualquer duvida podera ser esclarecida nos seguintes ramais telefénicos abaixo.
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