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1. RESUMO

As células progenitoras endoteliais (CPEs) foram descritas por Asahara et al. (1997),
isoladas a partir do sangue periférico e s@o células originadas da medula déssea. Estas
células podem ser reconhecidas pela expressdo de marcadores como o CD34, CD133,
VEGFR2 e o CD31, pela capacidade de internalizacdo de acLDL e de formar estruturas
semelhantes a vasos quando cultivas em matrizes tridimensionais. Quando ocorrem lesdes
endoteliais, elas podem ser mobilizadas da medula migrando para o sangue periférico e
atuar no local da lesdo arterial, podendo se diferenciar em células endoteliais maduras e
promover a re-endotelizacdo do vaso lesionado. Contudo, estas células estdo presentes na
medula éssea e no sangue periférico em quantidade muito pequena, 0,1 e 0,01% do total de
células respectivamente, o que leva diversos grupos de pesquisa buscarem selecionar e
cultivar estas CPEs visando aumentar seu nimero para melhor caracteriza-las in vitro e in
vivo. Em nosso trabalho, buscamos estabelecer um meio de cultura capaz de sustentar o
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras endoteliais isoladas a
partir de medula 6ssea de camundongos C57bl/6, e de caracterizar seus vérios estagios de
diferenciacdo destas células em diferentes tempos de cultura. Para tal, células
mononucleares foram isoladas da medula de camundongos C57b1/6 por gradiente de Ficoll-
Paque PLUS e cultivadas por 3, 7 e 14 dias em meios de cultura diferentes acrescidos de
diferentes fatores de crescimento (VEGF, IGF, bFGF e EGF) com concentracdes variadas.
Dentre todos os meios testados, o DMEMI1-M1 (DMEM com vermelho de fenol acrescido
de VEGF, IGF e bFGF) foi o que apresentou melhores resultados para os ensaios de
proliferacdo, de viabilidade celular por DAPI, Azul de Tripan e MTT. A partir deste meio
foram realizados testes para verificar a expressdao de marcadores celulares (CD133, CD34,
VEGFR-2 e CD31) por imunocitoquimica, imunofluorescéncia, Western Blotting e
citometria de fluxo. Os resultados de imunocitoquimica e imunofluorescéncia foram
positivos para todos os marcadores, em todos os periodos analisados. A andlise por Western
Blotting confirmou a expressdao destes marcadores, com aumento na expressao de 3 para 7
dias de cultura. Por citometria de fluxo analisamos o perfil destas células em cultura de 7

dias comparando com as células in vivo, e conseguimos visualizar um aumento
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principalmente na freqiiéncia de células que expressam VEGFR-2, um indicativo de que o
meio utilizado estd selecionando células progenitoras. A internalizagdo de acLDL que
também indica CPEs foi positiva apés 7 e 14 dias. As células cultivadas em Matrigel®
formaram estruturas semelhantes a vasos apés 7 dias de cultura. Nossos resultados indicam
que fomos capazes de estabelecer um meio de cultura eficiente na selecdo e proliferacdo de
CPEs, inibindo sua diferenciacdo inicial em células endoteliais, o que nos permitird utilizar
esta técnica de cultura para expandir o nimero de CPEs obtidas da medula 6ssea e poder

utilizd-las no tratamento de lesdes arteriais e em diferentes processos de terapia celular.

Palavras-chave: célula progenitora endotelial, cultura de células, proliferacdao, meio de

cultura, terapia celular.
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2. ABSTRACT

Endothelial progenitor cells (EPCs) were described by Asahara et al. (1997) isolated from
peripheral blood, these cells are derived from bone marrow. EPCs can be characterized by
the expression of cellular markers like CD34, CD133, VEGFR2 and CD31, internalization
of acLDL and formation of structures similar to vessels when culture in tridimensional
matrices. In the presence of endothelial lesion, they can be mobilized from bone marrow,
migrating to peripheral blood and subsequently the endothelial lesion site. They can
differentiate into mature endothelial cells and participate in the re-endothelization of the
damaged vessel. However these cells are rare in bone marrow and peripheral blood 0,1 and
0,01%, respectively, several research groups are trying to develop strategies to isolate and
cultivate these cells to better determine their characteristics in vitro and in vivo. In our study
we tried to establish a culture medium able to sustain growth and proliferation of EPC
obtained from C57bl/6 mice bone marrow and characterize the stages of differentiation that
they could present in different times of culture. In order to do it, we isolated mononuclear
cell from bone marrow using a Ficoll-Paque PLUS gradient and cultivated then for 3, 7 and
14 days using culture mediums with different compositions and concentrations of growth
factors (VEGF, IGF, bFGF, EGF). Cellular growth determined by DAPI, trypan blue
counting and MTT was more significant with the medium we named DMEMI1-M1 (with
VEGF, IGF and DbDFGF). Results obtained with immunocitochemistry and
immunofluorescence with this medium was positive in all culture times. Western blotting
demonstrated the expression of VEGFR2, CD34 and CD133 in 3 e 7 day, with a litte
increase after 7 days. Flow citometry analysis of cells after 7 days in culture demonstrated
an increase in cells expressing VEGFR2, indicating the selection of EPC with this medium.
Internalization of acLDL and formation of structures similar to vessels were observed after
7 and 14 days in culture and confirms differentiation of mononuclear cells into EPC. So, in
conclusion, our results indicate that we developed a culture medium able to sustain
proliferation and differentiation of EPCs, inhibiting their terminal differentiation what will

allow us to use this culture technique to increase the number of EPC from bone marrow
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obtained and in the future use these cells in the treatment of arterial lesions in different

process of cellular therapy.

Keywords: endothelial progenitor cell, cell culture, proliferation, culture medium, cell
therapy.
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3.INTRODUCAO

3.1 — Células Progenitoras Endoteliais e Células Endoteliais

Em 1997, Asahara et al. descreveram pela primeira vez, uma populacdo de células
CD34+, isoladas a partir de sangue periférico humano, com capacidade de se diferenciar in
vitro em células com fenodtipo endotelial. Estas células foram chamadas de “células
progenitoras endoteliais” (CPEs), sendo descritas como uma populacdo de células
pluripotentes imaturas com capacidade de proliferar, migrar e diferenciar-se em uma
linhagem de células endoteliais, mas ainda sem as caracteristicas de células endoteliais
maduras (Kawamoto e Asahara, 2007). As CPEs tem importante papel em processos
fisiolégicos e patoldgicos, estando envolvidas na formacao e reparo do endotélio e podendo
originar células endoteliais maduras que participam da neovasculogénese e da angiogénese
(Eggermann et al., 2003), o que fez das CPEs uma das descobertas mais fascinantes no
campo da biologia vascular na ultima década.

As células progenitoras endoteliais sdo células que apresentam um potencial restrito
de diferenciacdo quando comparadas as células tronco embriondrias e sua capacidade de
proliferagdo possui um ndmero limitado de divisdes (Tongers, 2010). Apesar destas
restricdes, as CPEs podem ser expandidas em cultura a partir de células mononucleares
(CMNs) obtidas da medula 6ssea (Lin et al., 2000), sangue periférico (Asahara et al.,
1997), sangue de corddo umbilical (Ingram et al., 2004, Smadja et al., 2006 a,b) além do
figado fetal e gordura (Peichev et al., 2000).

Duas populacdes de CPEs foram descritas por Hur et al. (2004) baseadas em
ensaios in vitro. A primeira populacdo constituem as chamadas “early EPCs” (Hur et al.,
2004) - células progenitoras endoteliais precoces — que também recebem o nome de células
progenitoras endoteliais circulantes — CPECs ou células angiogénicas circulantes — CACs
(Gulati et al, 2003). Elas sdo derivadas de mondcitos e sdo capazes de assumir
caracteristicas endoteliais, como ligar-se a lecitina e internalizar o LDL acetilado
(lipoproteina de baixa densidade) (Hristov e Weber, 2004). Apresentam morfologia

fusiforme e pico de crescimento entre a 2° a 3° semana de cultura, morrendo apds
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aproximadamente 4 semanas em cultura (Hur et al, 2004). Autores como Yoder et al.
(2007) preferem chamar as CPEs precoces de células angiogénicas (CAs) pelo fato de nao
apresentarem fendtipo endotelial in vitro e por aumentarem a neovascularizacdo de forma
pardcrina, principalmente através da secrec@o de citocinas angiogé€nicas, que auxiliam no
recrutamento das células endoteliais (CEs) maduras residentes, induzindo sua proliferacdo e
sobrevivéncia.

A segunda populagdo de CPEs identificada em cultura representa as células
endoteliais de crescimento (endothelial outgrowth cells - EOCs) ou células progenitoras
endoteliais tardias (Hur er al.,, 2004), células endoteliais de crescimento tardio (late
outgrowth endothelial cells — late OECs) (Yoon et al., 2005) ou ainda células formadoras
de coldnias endoteliais — CFCE (Hirschi et al., 2008). Estas células apresentam morfologia
em forma de paralelepipedo (ou coblestone) e aparecem apds 2 a 3 semanas em cultura,
com crescimento exponencial de 4 a 8 semanas e sobrevivem até no maximo 12 semanas
em cultura (Hur et al., 2004). Elas possuem caracteristicas tipicamente endoteliais tanto in
vitro quanto in vivo e contribuem de forma mais direta com a neovasculariza¢do fornecendo
novas CEs e consequentemente novos vasos, gracas ao seu alto potencial proliferativo,
sendo consideradas, portanto, CPEs verdadeiras (Timmermans et al., 2007).

As CPEs podem ser caracterizadas ainda pela capacidade de internalizar o LDL
acetilado (Voyota et al., 1984) e pela ligacdo a lecitina UEA (Ulex europaeaus agglutinin I)
além da formagdo de colonias e da formacgdo de estruturas semelhantes a vasos ou capilares,
resultados observados em ensaios in vitro ou in vivo.

Nos adultos, as CPEs encontram-se principalmente na medula éssea estando
intimamente associadas as células tronco hematopoiéticas e ao estroma, formando assim
um microambiente ideal para sua proliferacdo, migracdo e diferenciacdo em células de
linhagem endotelial, embora ainda ndo sejam caracterizadas como CEs maduras (Ribatti,
2004).

As células mononucleares da medula 6ssea compreendem diferentes populagdes de
células (células progenitores, monocitos e leucocitos) (Yang et al., 2010). Para se
caracterizar estas células € necessario identificar e estabelecer seus marcadores, ou seja, os

antigenos de superficie por elas expressos. O surgimento destas proteinas ao longo do
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processo de diferenciacdo celular ocorre de forma regular, apresentando aumento ou perda
gradual de expressdo das mesmas.

As CPEs podem ser identificadas pela co-expressdo de marcadores de células tronco
hematopoiéticas (CD34 e CD133) e marcadores de células endoteliais (VEGFR-2, CD31,
VWF e eNOS) (Urbich e Dimmeler, 2004). A heterogeneidade dos marcadores de superficie
provavelmente reflete os diferentes estdgios de desenvolvimento das CPEs que ocorre
durante o processo de maturacdo das células residuais da medula Ossea para células
maduras da parede vascular, podendo contribuir ainda para as diferencas funcionais das
mesmas (Zhang e She, 2007). Esta co-expressdo pode ser usada para tracar um perfil de
diferenciacao das CPEs, por exemplo, CD133 e CD34 sdo expressos em células primitivas,
indiferenciadas e a expressdo de CD133 diminui ao longo da diferenciacdo, a expressdo de
CD34 mantém-se enquanto que a dos marcadores endoteliais (CD31, vWF e eNOS)
aumenta (Tongers et al., 2010).

O marcador CD133 (Cluster of Differentiation 133) (ou AC133 em humanos e
Prominin-1 em ratos) € inicialmente expresso nos hemangioblastos e células progenitoras e
tem sua expressdo diminuida ao longo da diferenciagdo (Yin et al., 1997). Trata-se de um
polipeptidio glicosilado de 120kDa com 5 dominios transmembrana com uma por¢cdo N-
terminal extracelular e um residuo C-citoplasmatico (Miraglia et al., 1997; Yin et al.,
1997). Sua funcdo ainda ndo é conhecida, mas um subgrupo de células CD34" circulante,
expressando CD133, foi sugerido para representar uma populagdo de CPEs funcionais que
desempenha papel na angiogénese ou vasculogénese pds- parto, podendo se integrar em
sitios de neovascularizacdo e se diferenciarem em células endoteliais maduras (Peichev et
al., 2000).

A proteina transmembrana conhecida como CD34 ¢ um marcador expresso na
populacdo de células hematopoiéticas, bem como nas células endoteliais. A cadeia
intracelular do CD34 é um sitio de fosforilacdo ativado pela proteina C-quinase, o que
sugere importante funcdo na transducdo de sinais. E uma proteina altamente glicosilada
com cerca de 75 a 120 kDa e € possivelmente, uma molécula de adesdao com importante

N

funcdo no inicio da hematopoiese mediando a ligacdo das células tronco a matriz
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extracelular da medula 6ssea € comumente utilizada para o isolamento e manipulagdo das
células tronco humanas (Healy et al., 1995).

O VEGFR-2 (receptor do fator de crescimento do endotélio vascular 2, conhecido
como Flk1 — quinase do figado fetal tipo 1, em ratos e KDR — receptor do fator de
crescimento endotelial vascular, em humanos) é um receptor tirosino-quinase especifico
tipo III para o fator de crescimento endotelial, caracterizado pela presenca de um dominio
tirosino-quinase citoplasmatico, um dominio transmembrana e sete dominios de
imunoglobulinas extracelulares. Seu gene € expresso nas células progenitoras endoteliais e
em células endoteliais adultas e células tronco hematopoiéticas (Holmes et al., 2007). O
papel critico do VEGFR-2 no desenvolvimento vascular € realcado pelo fato de que ratos
VEGFR-2-/ - morrem devido ao desenvolvimento defeituoso das células endoteliais e
c€lulas hematopoiéticas (Shalaby ef al., 1995).

O CD31 ou PECAM-1 (molécula de adesao das células endoteliais e plaquetarias) é
uma molécula sinalizadora, com diversos papéis na biologia vascular incluindo
angiogénese, funcdo plaquetdria e trombotica, resposta mecano-sensitiva das células
endoteliais e regulacdo de multiplos estdgios de migracdo dos leucdcitos através da parede
dos vasos sanguineos. Ele € expresso em todas as células de comportamento vascular em
diferentes graus, em subtipos de leucdcitos, em plaquetas e células endoteliais, onde
encontra-se amplamente concentrada nas jungdes de células adjacentes (Woodfin et al.,
2007).

Segundo Chun-Ling (2003), as células-tronco hematopoiéticas, as CPEs e as células
endoteliais circulantes (CECs) expressam alguns marcadores em comum, tais como: o
VEGFR-2, CD34, CD31 e Tie-1. Murasawa e Asahara (2005) observaram que, assim como
as CPEs, as CTHs expressam inicialmente VEGFR-2 e CD34, porém marcadores de
superficie especificos de células endoteliais (como o VE-caderina, VEGFR-2 e Tie-1)
desaparecem nas células hematopoiéticas, permanecendo apenas nas CPEs em
diferenciacdo.

As CPEs e células endoteliais, por sua vez, expressam marcadores similares

especificos de células endoteliais circulantes, incluindo VEGFR-2, Tie-1, Tie-2, VE-
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caderina (Ribatti D, 2007), cuja expressdo depende do grau de comprometimento destas
células com sua diferenciacio endotelial.

Um ndmero grande de CPEs co-expressam CD133 e VE-caderina, marcador de
células mais precoce e diferenciadas, respectivamente. Com relagdo ao CD133, a maioria é
CD133+/CD34+, indicando que a células CD133+ sdo um subgrupo de CD34+ ideal para
gerar c€lulas endoteliais diferenciadas (Chachques et al., 2003).

As CECs sao células que se diferem das CPEs por serem células endoteliais
maduras que se deslocam da parede das veias e entrarem na circulacdo em situacOes de
lesdo vascular, podendo servir como indicador de lesdo arterial. As CPEs por sua vez, se
localizam na medula 6ssea de onde sdo recrutadas para a participacdao de re-endotelizacao
de vasos lesionados e redug¢do na formacdo de neo-intima apds a lesdo do endotélio
vascular (Werner et al., 2003). Assim como outras células-tronco ou células progenitoras,
as CPEs localizadas em certos tecidos permanecem em estado inativo até receberem sinais
especificos que permitam sua diferenciacdo (Zhang e She, 2007) e induzem sua
mobilizacio para o sangue periférico. Este recrutamento pode estar associado a ativagdo de
proteinases como a elastase, catepsina G e metaloproteinases (MMPs). Estas enzimas
clivam as moléculas de ligagdo da matriz extracelular ou da membrana celular responsaveis
pela adesdo das CPEs as células do estroma da medula. A MMP-9 cliva o ligante Kift de
membrana das células do estroma, transformando-o em Kit solivel, este interage com o c-
Kit das CPEs conduzindo assim um sinal para a diferencia¢do e migracao da medula para o
sangue periférico (Heissig et al.,2002; Hristov e Weber, 2004).

Com relacdo a capacidade proliferativa e de expansdo, as CPEs formam coldnias
endoteliais altamente proliferativas, enquanto que as CECs formam apenas monocamadas
endoteliais com limitada capacidade de proliferacdo, por se tratar de células maduras e
terminalmente diferenciadas (Lin et al., 2000).

Contudo, estas CPEs representam menos de 1% do total de células da medula 6ssea
e menos de 0,01% das mononucleares do sangue periférico (Smadja et al., 2007) e
considerando sua importancia na recuperacdo de lesdes arteriais e seu envolvimento em

processos patolégicos como a aterosclerose, trombose, hipertensdo arterial e diabetes, as
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pesquisas com as CPEs passam a ter grande importancia para a terapia celular e muitos

estudos sdo necessdrios, uma vez que, ainda conhecemos pouco suas caracteristicas.

3.2- Células Progenitoras Endoteliais e Terapia Celular

O estudo das células tronco e das células progenitoras endoteliais e suas func¢des
tem apresentado grande destaque, principalmente devido ao seu grande potencial na
medicina regenerativa e na terapia celular para diversas patologias.

A descoberta das CPEs alterou radicalmente a concepcdo de angiog€nese nos
tecidos adultos, indicando a contribui¢do de células da medula 6ssea na formagao de novos
vasos sanguineos ao invés de ocorrer apenas migracdo de proliferacdo de CEs maduras pré-
existentes (Pearson, 2009). Foi demonstrado que estas células participam da vasculogénese
e da angiogénese, que ocorre na vida pds-natal, o que as tornam importantes no reparo
vascular e no processo de criagdo de novos vasos, sem a dependéncia da presenca de outros
vasos (Pearson, 2010).

O aparecimento do sistema vascular € um evento essencial durante o
desenvolvimento embriondrio, com o estabelecimento de ilhas sanguineas no saco
vitelinico. Durante este processo, precursores mesodermais locais diferenciam-se em
precursores vasculares (as células centrais do interior dessas ilhas) e células endoteliais (a
populacdo periférica das ilhas) que formam as primeiras estruturas vasculares que revestem
o interior das células sanguineas que origina um plexo vascular preliminar, processo
denominado vasculogénese (Carmeliet, 2000).

A vasculogénese pode ser definida, entdo, como a diferenciacio de células
progenitoras endoteliais em células endoteliais no interior de capilar primdrio, sendo
responsével pelo desenvolvimento do sistema vascular durante a embriogénese (Peichev et
al., 2000).

Em contrapartida, a angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos

sanguineos por brotamento de vasos prexistentes e ocorre durante o desenvolvimento
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embriondrio e durante a vida pos-natal. A angiogénese induzida pelas CPEs ocorre pelo
aumento do fornecimento de células endoteliais, através da proliferacao e diferenciacao das
CPEs, ou ainda pelo aumento no fornecimento de fatores de crescimento que por sua vez
ativam as CEs maduras residentes, este processo envolve ainda o equilibrio entre ativadores
e inibidores da angiogénese. (Senegaglia et al., 2008).

A angiogénese desregulada e persistente pode resultar em muitas doencas. Estes
novos vasos sanguineos podem invadir as articulagcdes e acabam destruindo a cartilagem,
no caso da artrite, no caso da diabetes, estes novos vasos podem invadir o vitreo da retina
causando cegueira, além disso, o crescimento de tumores e a metdstase sao dependentes de
angiogénese para o fornecimento de nutrientes necessdrios para o desenvolvimento das
células tumorais (Folkman e Shing, 1992).

De acordo com Watt et al., (2010) existem 3 possiveis estratégias terapéuticas para
o uso de CPEs no reparo tecidual. Primeiro, elas podem ser utilizadas como biomarcadores
para diagndstico ou para prever o risco de patologias cardiovasculares (primeiro trabalho
publicado por Vasa et al., 2001). Em segundo, as CPEs podem ser mobilizadas para a
circulacao por fatores de crescimento ou ser obtidas a partir da medula éssea, do sangue de
corddo ou tecidos proporcionando uma fonte de células progenitoras vasculares para
auxiliar a neovasculariza¢do. E em terceiro lugar, podem ser manipuladas in vivo para
aprimorar sua capacidade de reparo vascular.

Trabalhos com animais € humanos sugerem que a habilidade das CPEs em melhorar
a funcdo de 6rgios isquémicos, que ocorre possivelmente pela inducdo e modulacdo da
angiogénese e vasculogénese em dreas com reduc¢do do suprimento de oxigénio ou por
estimulo da re-endotelizacdo de injdrias em vasos sanguineos (Hristov et al., 2003).

Para Sharpe et al. (2006) o ambiente neovascular pode facilitar a vasculogénese por
promover a diferenciacdo de células endoteliais que atuam como uma barreira fisiolégica
para prevenir a agregacdo plaquetdria e deposi¢do de fibrina na superficie das vélvulas.
(Kasimir et al., 2005).

Hill et al. (2003) reportaram uma forte correlagdo inversa entre o nivel de CPEs do
sangue periférico e o risco de doengas corondrias arteriais (determinados por ensaio de

formacdo de colonia). Vasa et al. (2001) demonstraram que o nimero e a capacidade
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migratéria das CPEs sdo comprometidos em pacientes com doengas corondrias arteriais.
Andlises por citometria de fluxo revelaram uma reducdo de 48% das CPEs
CD34+/VEGFR-2+ em pacientes com doenga corondria arterial, além de reducdo de 40%
das CPEs UEA-I+ (Ulex europaeaus agglutinin I) e Dil-ac-LDL positivas em cultura, estas
células apresentaram também um comprometimento nos ensaios migratorios em resposta ao
VEGF.

Kalka et al. (2000) injetou CPEs isoladas de sangue periférico humano, cultivadas
por 7 dias (em meio com VEGF, bFGF, IFG e FGF) em camundongos e descobriu que
estas células melhoram a neovascularizagdo dos vasos sanguineos. Neste experimento
camundongos nude com angiogénese prejudicada apds excisdo da artéria femoral
receberam inje¢des de CPEs expandidas em cultura e marcadas com Dil-ac-LDL
fluorescente. Foi possivel observar que a neovascularizacdo foi melhor quando foram
injetadas células expandidas em cultura em comparagdo com a injecdo de células CD34+
frescas, obtidas a partir do sangue periférico.

Shintani et al. (2001) observaram um aumento significativo de células CD34+
circulantes no sangue em pacientes com infarto agudo do miocardio comparado com um
grupo controle. O maior nimero de CD34+ foi observado 7 dias apds o infarto, por
citometria. Eles mostraram ainda que a cultura de mononucleares obtidas apds 7 dias de
infarto sdo bem mais numerosas que a cultura de células de mononucleares obtidas no 1°
dia de infarto.

Ensaios pré-clinicos indicam que as CPEs contribuem com 1- 25% da formagao de
vasos apos lesdo isquémica em diversas doencas (Young et al., 2007). Além disso, as CPEs
podem secretar fatores de crescimento e sinais pardcrinos que impedem a morte de
cardiomidcitos (Narmoneva et al., 2004).

Este potencial terapéutico das CPEs pode ser melhor empregado, se estas forem
bem caracterizadas, isoladas e administradas no local da lesdo. De acordo com Zampetaki
et al. (2008) a infusao de CPEs em membros isquémicos de camundongos imuno-
comprometidos melhorou a perfusio e recuperagdo de injurias, mas somente um pequeno

numero das CPEs incorporadas pode ser identificada. Isto sugere que as CPEs podem
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liberar fatores angiogénicos de modo pardcrino e ndo apenas atuarem diretamente como
fonte de células endoteliais.

Stamm et al. (2003), comprovaram tal capacidade infundindo 1,5)(106 células
CD133+ da medula 6ssea na zona limitrofe do miocardio enfartado de 6 pacientes com
isquemia cronica, submetidos a cirurgia de revascularizacdo. Todos os 6 pacientes
sobreviveram, e foi possivel notar uma melhora na funcio ventricular esquerda de 4 deles e
melhora na perfusao do tecido isquémico em 5 pacientes. Concluiu-se que é mais vantajoso
o emprego de uma pequena quantidade de CPEs selecionadas do que um grande numero de
células ndo selecionadas da medula dssea.

A relacdo das CPEs com outras patologias pode ser observada através dos ensaios
bioldgicos. Existe grande interesse de se entender o papel das CPEs no tratamento de danos
na medula espinhal e no cérebro, reparo dos tecidos cardiaco e hepdtico, tratamento da
diabetes (reparo do pancreas), reparo de musculos, vasos sanguineos e pele (tratamento de
queimados) (Roberts et al, 2005). O nimero de CPEs assim como seu potencial
proliferativo podem ser alterados em condi¢des patolégicas, incluindo doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus e artrite reumatica (Miller- Kasprazak e Jagodzinski,
2007).

Paciente com diabetes mellitus tipo II indicam uma diminuicdo na capacidade
proliferativa das CPEs e na formacdo de estruturas capilares caracteristicas destas células.
Isto pode se dever a uma diminui¢do da producdo de 6xido nitrico e atividade da MMP-9
(Krankel et al., 2005), que transforma o ligante c-kit de membrana em um ligante c-kit
solivel (Heissig et al., 2002). A artrite reumética € uma doenca acompanhada pelo risco de
doencas cardiovasculares e foi observado que pacientes com tal patologia também
apresentam reducdo no numero e capacidade migratoria das CPEs (Herbrig ef al. 2006).

O uso terapéutico das CPEs na substituicdo do endotélio lesionado € atualmente um
dos principais focos das pesquisas vasculares em todo o mundo. As doengas vasculares sao
uma das principais causas de morte no mundo, dentre as quais tem destaque a aterosclerose,
doenca caracterizada pelo depdsito de placas de ateroma na parede das artérias, tornando o
endotélio disfuncional e reduzindo seu calibre, trazendo déficit sanguineo aos tecidos

irrigados por elas (Xu Yang et al., 2007).
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As CPEs podem atuar secretando uma variedade de fatores de crescimento,
incluindo VEGF, HGF (fator de crescimento de hepatdcito), G-CSF (fator de estimulagdao
de coldnia de granuldcitos), GM-CSF (fator de crescimento de coldnias de granuldcitos e
macréfagos) e IL-8 (interleucina-8, que atua na resposta inflamatdria), que suportam a
sobrevivéncia e fung¢do das células residentes de tecidos, acelerando o processo de
formacdo de novos vasos e regeneracdo de 6rgaos (Marsboom e Janssens, 2008).

Estudos em animais revelaram que a neovascularizagdo de tecidos com isquemia
pode aumentar apds transplante aut6logo de medula 6ssea (Eggermann et al., 2003). Raffi
et al. (2003) sugeriram em seus estudos que as células progenitoras endoteliais contribuem
potencialmente para revascularizacdo e regeneracdo do tecido, abrindo caminho para sua
utilizacdo como fonte para a engenharia de enxertos vasculares que auxiliam na re-

endotelizacdo (Wijelath et al., 2004).

3.3 — Cultura de Células Progenitoras Endoteliais

Uma limitacdo critica para a aplicacdo terapéutica das CPEs € seu baixo nimero na
circulacdo (propor¢dao de células CD34+ é geralmente 0,1- 2% do total das células
mononucleares da medula 6ssea, sangue periférico e sangue de corddo, segundo Asahara et
al., 1997) e devido a estas pequenas quantidades no sangue periférico, sua aplicagdo em
ensaios clinicos acaba tornando-se invidvel (Senegaglia et al., 2008). Sendo assim, a cultura
de CPE ¢ extremamente importante para investigacdes bioldgicas, contudo, novas
metodologias necessitam ser estabelecidas para o cultivo destas células a fim de utiliza-las
na terapia celular (Iwaguro e Asahara, 2005), tudo isso faz com que muitos autores
considerem seu estudo o “calcanhar de Aquiles” da biologia das CPEs (Timmermans et al.,
2009)

As células em cultura constituem uma mistura de células nas diferentes fases de
desenvolvimento: contendo células multipotentes, precursoras indiferenciadas, maduras e
diferenciadas, este equilibrio pode ser alterado de acordo com as condi¢cdes do ambiente e

do meio de cultura. A técnica de cultura de células busca manter a viabilidade celular e
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efetivar sua diferenciagdo, in vitro, em uma linhagem especifica, tendo como principio a
manutencdo do nicho celular, composto por matriz extracelular e citocinas, garantindo
assim a homeostase das linhagens celulares, evitando a diferenciacdo e proliferacio
descontrolada (inducdo de tumores) e a apoptose (Zhang e She, 2007).

A combinac¢do de uma série de fatores de crescimento e citocinas presentes no
microambiente das células é um dos desafios da técnica de cultura. Os fatores de
crescimento sao substancias protéicas que atuam no controle do ciclo celular estimulando a
proliferagcdo, migragdo, diferenciagcdo celular e apoptose. Podem ser produzidos de forma
autécrina ou serem liberados através da membrana plasmética de células adjacentes
modulando a atividade celular (Takahashi et al., 2007). Agem como sinalizadores entre as
células, unindo-se a receptores de membrana e transmitindo o sinal externo para o interior
celular, através do acoplamento a proteinas quinases que ativam uma cascata de sinais.
Diversos fatores como o VEGF, FGF, IGF e EGF, tem sido descritos como necessarios
para o processo de proliferacdo e diferenciacdo das CPE em cultura.

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), de acordo com Kalka et al.
(2000) contribui para a neovascularizacdo, mobilizando as CPEs derivadas da medula
Ossea. Ele € considerado o ligante preferencial de VEGFR-2 em condic¢des fisioldgicas e
patoldgicas, é também o maior indutor de angiogénese e um potente estimulante da
proliferagdo, migracdo, formacdo de vasos endoteliais e regulador da permeabilidade
vascular (Lacaud et al., 2004; Yancopoulos et al., 2000). VEGF tem alta afinidade pelo
VEGFR-2, indicando um sistema sinalizador pardcrino crucial para as CEs no sistema
vascular (Risau e Flame, 1995).

O FGF € o Fator de Crescimento Fibroblastico e atua como potente citocina
angiogénica estimulando a proliferacdo endotelial e induzindo a angiogénese (Brown et al.,
1996). O fator de crescimento fibroblastico basico (b-FGF) regula a proliferagdo, migracao
e producao de proteases das CEs e possui importante papel em varios processos fisioldgicos
e patolégicos (Miraglia et al., 1997). Células endoteliais cultivadas na auséncia de b-FGF
sdo levadas a apoptose.

O Fator de Crescimento Semelhante a Insulina I (IGF-I) constitui uma cadeia

polipeptidica tnica de 70 residuos de aminodcidos ligados por 3 pontes dissulfidicas e com
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peso molecular aproximado de 7,5kDa. Ele possui fungcdo mitégena para vérias células
como as c€lulas progenitoras eritréides, fibroblastos, osteoblastos, células musculares lisas,
células fetais do cérebro e neurogliais (Senegaglia A, 2008). O IGF-I controla a
proliferacao e diferenciacao celular especificos da fase G1 dentro do ciclo de divisao
(Zumstein e Stiles,1987). Encontra-se amplamente distribuido nos tecidos de mamiferos,
onde estd relacionado a uma série de atividades bioldgicas como o crescimento e
desenvolvimento tecidual (Li et al., 2003).

O Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) € uma proteina de 6,2KDa com trés
pontes dissulfeto intramolecular, possui importante papel no crescimento, proliferacio e
diferenciacgao celular através da ligacdo com seu receptor EGFR (Carpenter e Cohen, 1990),
que ird desencadear uma série de respostas bioquimicas intracelular, como o aumento
da glicdlise e sintese de proteinas e que culminam na regulacdo do crescimento celular,
proliferacdo e diferenciacao.

A combinacdo destes fatores é sugerida em muitos trabalhos com CPEs, como por
exemplo, Quirici et al, (2001) para a expansdo de CD133+ isolada de medula dssea
humana, Eggermann et al. (2003), Zhang et al. (2007), Senegaglia et al. (2010) em seu
trabalho para cardiomioplastia.

A manutencdo da concentracio e as associacdes destes fatores com seus receptores
de membrana s3o muito importantes na diferenciacdo celular, uma vez que, muitos tipos
celulares competem pelos mesmos fatores e citocinas, tornando-os assim um critério de
selecdo na técnica de cultura de células.

Outro desafio na técnica de cultura de CPEs é a chamada contaminagdo pelas
células tronco mesenquimais (CTM) e por fibroblastos, o que, segundo Wang et al. (2008),
pode ser controlado pelo cultivo das CPEs em meio condicionado de célula endotelial (MC-
CE). Este meio € preparado a partir de uma cultura confluente de 48 horas de uma linhagem
estabelecida, sendo assim este meio contém citocinas suficientes para estimular o
crescimento das CPEs e, além disso, fortes inibidores para suprimir o crescimento das CTM
e dos fibroblastos (Wang et al., 2008).

As CPEs podem ser isoladas por diferentes métodos, incluindo as microbeads

magnéticas e a aderéncia na cultura. Asahara et al. utilizaram em 1997 da técnica das
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microbeads, na qual por diferenca de aderéncia em cultura células sanguineas
mononucleadas CD34+ foram isoladas de sangue periférico humano por beads magnéticas
cobertas com anticorpo CD34, seguindo o principio imunoldgico da ligacdo antigeno -
anticorpo.

Com relacdo a aderéncia, a selecdo € feita com base nos fatores de crescimento;
hormonios especificos de crescimento e reguladores de crescimento também estdo
explicitamente envolvidos na regulacdo da funcdo, diferenciacdo e mobilizagdo das CPEs
(L1 et al., 2009), como € o caso do IGF que de acordo com Devin e Young (2008) melhora
a migragdo, formacdo de tubo e angiogénese das células endoteliais maduras.

Para que ocorra o crescimento e conseqiiente proliferacdo, as CPEs necessitam de
um tecido sélido para sua adesdo. A adesdo celular a estes substrato requer uma classe
especial de proteinas de adesdo, normalmente as caderinas, Ca*™ dependentes ou CAM,
Ca* independente. Para a cultura de células normalmente faz uso das matrizes extracelular
sintéticas. A superficie da matriz da cultura deve ser revestida por uma camada de coldgeno
ou gelatina, contudo, as vezes faz necessario uma monocamanda celular - fibroblastos sdo
utilizados para facilitar e aumentar o crescimento de células de baixa densidade, para
providenciar a matriz correta (feeder layer) para a manutencdo de células especializadas,
portanto, para que seja estabelecida uma cultura de células progenitoras endoteliais €
necessdrio se determinar o meio ideal, os fatores proliferativos necessérios e a superficie de
adesdo celular ideal que permita a sobrevivéncia e diferenciagcdo destas células in vivo.

Desta forma, cada laboratério tem buscado estabelecer suas condi¢des de cultura
mais adequadas a fim de isolar, caracterizar e expandir as CPEs, na tentativa de possibilitar
o uso destas células na terapia celular, principalmente no tratamento de lesdes vasculares,
provocadas por doengas como a diabetes, hipertensdo arterial e aterosclerose. Este €
também o interesse da nossa pesquisa, uma vez que ja foi demonstrado por nosso grupo de
pesquisa, através do trabalho de Godoy et al. (2011) que células mononucleares isoladas
por ficoll e injetadas em camundongos C57bl/6 submetidos a angioplastia, e provocam

uma reducdo da neointima no local da lesao, reduzindo desta forma a oclusdo da carétida.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O presente trabalho buscou selecionar e caracterizar células progenitoras endoteliais
da medula 6ssea pela técnica da cultura aderente e o desenvolvimento de uma estratégia de
cultura de células capaz de promover a proliferacao das mesmas, viabilizando seu potencial

terapéutico.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Isolar células mononucleares da medula 6ssea de camundongos C57bL/6 através da
técnica de gradiente de Ficoll-Paque PLUS.

4.2.2. Verificar a capacidade proliferativa das células isoladas por Ficoll-Paque PLUS em
diferentes meios de cultura acrescidos de fatores de crescimento com concentragdes
variadas.

4.2.3. Verificar a viabilidade e capacidade de diferenciacdo celular, além da capacidade de
internalizacio do acLDL e formagdo de estruturas semelhantes a capilares quando
cultivadas na presenca de Matrigel®.

4.2.4. Analisar a expressao dos marcadores celulares das células isoladas em cultura, como
o CD133, CD34, VEGFR-2, CD31, durante o processo de diferenciacido celular no meio

selecionado.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Isolamento de células mononucleares por gradiente de Ficoll

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a aprovacdo da Comissao

de Etica na Experimentacio Animal — CEEA (n° 1243-1).
As células mononucleares foram extraidas da medula 6ssea de camundongos machos
C57bl/6 com aproximadamente 28g, eutanisados com superdosagem de anestesia (100
mg/kg quetamina e 20 mg/kg xilazina). Apds a eutandsia os animais foram embebidos em
uma solucdo de dlcool iodado para assepsia, os 0ssos longos (fémur, tibia e imero) foram
isolados, as epifises abertas permitindo assim que a medula fosse perfundida com 15ml de
meio de cultura especifico (meio de cultura acrescido de 10% soro fetal bovino e 2%
Penicilina/Estreptomicina - Nutricell-Campinas, SP/BR).

O aspirado de medula 6ssea foi coletado em um tubo falcon, centrifugado a 300xg
por 15 minutos, foram realizadas 2 lavagens com meio de cultura. Apds a ultima
centrifugacdo as células passaram pelo processo de digestdo celular, elas foram
ressuspensas em 1ml de meio de cultura acrescido de 20ul de tampao de digestao (10 ul
DNAsel (0,01% — Roche-USA) e 10 ul de Colagenase B (10mg/ml, Roche-USA) e
mantidas em estufa a 37°C por 30 minutos.

Passados os 30 minutos da digestdo as células foram centrifugadas 2 vezes para
retirada do tampao de digestdo e seguiu-se com o procedimento de isolamento das células
por gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare-USA), através da centrifugagdo por
45 minutos a 300xg, permitindo assim o isolamento das células mononucleares totais
(CMN) (Wang e cols, 2008) que apds a centrifugacdo ficam na interfase entre o meio de
cultura e o Ficoll. As CMN foram entdo recolhidas em um tubo falcon, lavadas para retirar
o Ficoll e entdo contadas utilizando a camara de Neubauer, para o plaqueamento de uma

concentracdo exata de células.
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5.2. Cultivo das células mononucleares

As células foram cultivadas em placas de cultura cobertas com gelatina 1% (Gelatin
from bovine skin, Type B — Sigma—St Louis, MO/USA) em dgua MilliQ, a concentragdo de
células utilizada foi de 10° células/ml. A morfologia, adesdo, crescimento e proliferacio
destas células foram analisados em resposta aos diferentes meios de cultura testados, com
base nas referéncias bibliografia. Testamos o meio 199, DMEM com vermelho de fenol
DMEM sem vermelho de fenol, MEM e RPMI-1640 (todos os meios sdo da Nutricell—-
Campinas, SP/BR), a porcentagem de soro fetal bovino (Nutricell-Campinas, SP/BR)
utilizada foi 10%. Além disso, diferentes concentracdes dos fatores de crescimento VEGF
(Human Recombinant Vascular Endothelial Cell Growth Factor — Invitrogen— Carlsbad,
CA/USA), IGF (Insulin-like Growth Factor I — Sigma-St Louis, MO/USA), bFGF
(Recombinant Human Fibroblast Growth Factor-basic (Amino Acid 10-155) — Invitrogen—
Carlsbad, CA/USA), EGF (Human Recombinant Epidermal Growth Factor — Invitrogen—

Carlsbad, CA/USA) e de hidrocortisona foram utilizados para suplementar os meios.

Meios de cultura testados:

M Controle | M1 M2 M3
Meio (RPMI, DMEM, MEM e M199)
Penicilina/Estreptomicina (PS) 1% 1% 1% 1%
Soro Fetal Bovino (SFB) 10% 10% 10% 10%
VEGF 10ng/ml | 10ng/ml | 10ng/ml
bFGF 2ng/ml | 2ng/ml | 1ng/ml
IGF 2ng/ml
EGF Ing/ml | 0,1ng/ml
Hidrocortisona Ing/ml

Estes meios receberam a denominacdo RC, R1, R2 e R3 quando utilizamos o meio
RPMI 1640; DC, D1, D2 e D3 para o DMEM; MC, M1, M2 e M3 para o meio MEM e
M199MC, M199M1, M199M2 e M199M3 para o0 M199. O meio DME com vermelho de
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fenol foi denominado como DMEM1 durante o experimento e o0 DME sem vermelho de

fenol ¢ DMEM?2.

5.3. Teste de adesao celular por DAPI

Para o teste de adesdo celular realizamos a contagem do nimero de células aderidas,
através da marcagdo do nucleo das células com DAPI (4’6 diamino — 2 fenilindole,
0,1pl/ml). Foram plaqueadas 10°células/ml em placas de 24 pocos com laminulas, passado
os periodos estabelecidos (3, 7 e 14 dias), as mesmas foram lavadas com PBS, fixadas com
200u1 de acetona (30 minutos a 4°C), a acetona foi retirada e as células lavadas duas vezes
com PBS. Seguiu-se a marcacdo dos nucleos através da incubacdo com 100ul de DAPI
(0,1pg/ml em metanol) por 15 minutos a 37°C, o excesso de DAPI foi retirado por lavagens
com PBS. As laminas foram montadas e observadas em microscépio de fluorescéncia
(Olympus model BX60FS5). Foram feitas triplicatas para cada meio testado e escolhidos 4

campos em cada lamina para a contagem do total de células.

5.4. Teste de proliferacio e viabilidade celular por Azul de Tripan

Para determinar a proliferacdo e viabilidade celular, as células mononucleares foram
plaqueadas em placas de 24 pocos (10° células/ml) e nos periodos de 3, 7 e 14 dias foram
realizadas contagens do ndmero de células com Azul de Tripan (Sigma—St Louis,
MO/USA). A contagem fo1 feita em triplicata, cada pogo foi tripsinizado (Tripsina EDTA,
Nutricell-Campinas, SP/BR), a suspensdo celular juntamente com as células tripsinizadas
foram centrifugadas e ressuspensas em 500ul de PBS. A esta suspensdo foi adicionado
500ul do corante Azul de Tripan (0.4% m/v em PBS) e apds 5 minutos as células foram
contadas em hemocitdmetro.

Esta técnica permite identificar as células vidveis (refringentes) e as células ndo

vidveis (coradas de azul pela penetragdo do corante através da membrana rompida). O que
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garante resultados quantitativos (soma-se o total de células (vidveis e ndo vidveis) e
multiplica pelo fator de diluicdo, no caso 2, os valores encontrados sdo expressos em 104).
Ja a viabilidade celular (em %) também pode ser determinada, neste caso, o total de células
vidveis (ndo coradas) € dividido pela total de células (coradas e nao coradas) e multiplicado

por 100.

5.5. Ensaio de viabilidade celular por MTT

A viabilidade celular foi detectada também pelo ensaio de MTT (3-[4,5 —
Dimethylthiazol — 2 — yl] 2.5 — diphenyl tetrazolium bromide, thiazolyl blue) (Sigma n°
M35655), este sal € reduzido por atividade enzimatica mitocondrial das células a cristais de
formazam, um subproduto insolivel cuja intensidade da coloracdo azulada pode ser medida
por espectofotometricamente.

Uma concentracdo de 10%celulas/ml foi plaqueada em placas de 96 pocos com 150ul
de cada meio testado no presente trabalho. Apds os periodos de cultura estabelecidos para
os testes (3, 7 e 14 dias), foram adicionados 10ul de uma solucao de 0,5mg/ml de MTT a
placa contendo as células e seguiu-se com incubacdo a 37°C, 5% CO, e 95% de umidade
atmosférica por 72 horas. Terminado este periodo o MTT foi retirado e adicionado 100ul
de dimetilsulféxido (DMSO). A placa ficou sob agitagdo branda por 15 minutos e a
absorbéncia foi medida a 595nm em leitor de placa de Elisa (Synergy - BioTek).

Esta técnica avalia as células em cultura que se encontram metabolicamente ativas,

uma vez que analisa a atividade mitocondrial das mesmas.
5.6. Imunocitoquimica
As células foram cultivadas em placa de 24 pogos com laminulas (cobertas com

gelatina 1%) numa densidade de 10°células/ml e mantidas em cultura por 3, 7 e 14 dias.

Decorrido os periodos estabelecidos, as células foram fixadas com 200ul de acetona por 30
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minutos a 4°C, seguiu-se entdo a reacdo de imunocitoquimica, com marcadores para células
progenitoras endoteliais (CD133, CD34 e VEGFR-2) e marcador de células endoteliais
(CD31).

Primeiramente foi realizado o bloqueio de liga¢des inespecificas pela incubacgdo
com PBS/BSA 2% por 2 horas, prosseguiu-se com a incubagdo dos anticorpos primarios:
CD133 anti-mouse (eBioscence—San Diego CA/USA, concentragdo inicial de 0,5mg/ml),
CD34 anti-mouse (eBioscence—San Diego CA/USA, concentragdo inicial de 0,5mg/ml),
VEGFR-2 anti-mouse biotinilado (eBioscence—San Diego CA/USA, concentragdo inicial
de 0,5mg/ml) e CD31 anti-mouse (Invitrogen— Carlsbad, CA/USA, concentracao inicial de
0,5mg/ml), todos diluidos 1:200 em PBS/BSA 2%.

ApOs a incubacdo overnight a 4°C o excesso de anticorpo primdrio foi retirado
através de lavagens com PBS e seguiu-se com a incubacio dos anticorpos secundérios,
fluorescente e nao fluorescentes.

Para a técnica de revelacdo por DAB foram utilizados os anticorpos Biotinylated anti-rat
IgG (H+L) (Vector Laboratories—Burlingame, CA/USA) para CD133, CD34 e CD3l1, e
HRP (horseradish peroxidase) para o VEGFR-2 biotinilado, todos diluidos 1:200 e
incubados 30 minutos a temperatura ambiente. No caso do anticorpo biotinilado, apds sua
incubagdo, foi necessdrio o uso do Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories—Burlingame,
CA/USA), que se liga ao anticorpo por meio da interacdo avidina-biotina, fornecendo ao
mesmo a peroxidase, substrato para o revelador DAB Substrate Kit for Peroxidase (SK-
4100). O DAB (diaminobanzidina) na presenca de H,O, e peroxidase forma um polimero
de coloracdo marrom. O HRP (horseradish peroxidase) ndo precisa ser incubado com o
ABC Kit, uma vez que, ja possui a peroxidase necessdria.

Para a técnica de imunofluorescéncia foram utilizados os anticorpos secundérios
conjugados com fluoréforos e emitem luz quando excitado por fluorescéncia. Foram
utilizados Ficoeritrina (PE Strepatavidin - eBioscence—San Diego CA/USA; concentragdo
inicial de 0,2mg/ml) para marca¢do de VEGFR-2 e CD34 biotinilados e Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC conjugated anti-mouse - eBioscence-San Diego CA/USA;
concentragdo inicial de 0,5mg/ml) para marcacdo de CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31

purificados, todos diluidos 1:250. Os mesmos foram incubados por 20 minutos a
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temperatura ambiente, em seguida realizou-se a contra coloragdo com a marcag¢do dos
nicleos com DAPI (0,1ul/ml, incubacio de 15 minutos a 37°C).

As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus model
BX60F5), sendo as imagens capturadas pelo programa QCapture. Em seguida estas
imagens foram sobrepostas através do programa Adobe Photoshop 7.0.1 para identificacdo

das células com dupla marcacao.

5.7. Western Blotting

A expressdao dos marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 foram verificadas

pela técnica de Western Blotting. Apds 3 e 7 dias de cultura as células foram tripsinizadas
e contadas, pelo menos 10°células/ml foram necessdrias para a extracdo das proteinas.
As células foram lisadas com 200ul do tampdo RIPA (NaCl, 4cido deoxiciolato de sddio
(1%), Tris- HCI1 (0,1M) NP-40 (1%) e 4gua), acrescido de Sul de coquetel anti-protease
(Protease Inhibitor Cocktail — Sigma—St Louis, MO/USA), a partir deste ponto as amostram
foram sempre mantidas em gelo, foi realizada a sonicacdo das mesmas (3 pulsos de 10
segundos cada a uma poténcia de 70%). Ap6s 2 horas de intervalo, em gelo, as amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante, contendo as proteinas
extraidas, foi recolhido. As proteinas foram quantificadas pelo Método de Bradford (1976),
e a quantidade de proteina estabelecida neste caso foi de 100ug de proteinas por ensaio.

Para a separacao das proteinas foi utilizado um gel SDS-PAGE bis-acrilamida 10%
de 75nm. As amostras para a eletroforese foram preparadas adicionando o tampao de
amostra (SDS 2%, Glicerol 10%, B-mercapto 5%, Tris-base, Azul de bromofenol e dgua
deionizada), na propor¢do de 1:1 (amostra: tampao) e aquecido a 100°C por 5 minutos, para
romper as pontes dissulfeto e desagregar as proteinas.

As amostras foram aplicadas em duplicata para 3 e 7 dias, além do padriao de peso
molecular de 10-200kDa (PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermentas LIFE
SCIENCE SMO0661). A separacao procedeu-se a 90W.
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Para a eletrotransferéncia foi utilizada membrana de PVDF (Immobilion-P Transfer
Membrane, Millipore — Billerica, MA/USA) e a corrente foi de 400mA, o processo durou
cerca de 1,5 hora. Terminada a eletrotransferéncia realizamos uma coloracdo rdpida com
Ponceu 0,5% em dacido acético 1%, por 5 minutos para verificar a transferéncia das
proteinas, em seguida a membrana foi lavada para retirar o corante.

A marcagdo com os anticorpos iniciou-se com o bloqueio de ligagdes inespecificas
com solu¢do bloqueadora (solugdo de leite em pé desnatado, 1%), por 1 hora, em seguida a
membrana foi lavada 3 vezes de 5 minutos, com uma solucdo basal — TBS 1X, (Tris base
IM, NaCl 5M, Tween 20 e dgua destilada), sob agitacdo constante.

Os anticorpos utilizados foram CDI133 anti-mouse (eBioscence—San Diego
CA/USA, concentragdo inicial de 0,5mg/ml), CD34 anti-mouse (eBioscence—San Diego
CA/USA, concentragdo inicial de 0,5mg/ml), VEGFR-2 anti-mouse biotinilado
(eBioscence—San Diego CA/USA, concentracdo inicial de 0,5mg/ml) e CD31 anti-mouse
(Invitrogen— Carlsbad, CA/USA, concentragdo inicial de 0,5mg/ml), todos diluidos 1:400
em TBS e incubados overnight a 4°C.

Prosseguiu-se com a incubacdo do anticorpo secundério Biotinylated anti-rat IgG
(H+L) (Vector Laboratories—Burlingame, CA/USA) diluido 1:500 por 2 horas, sob agitacao
constante e a temperatura ambiente. Apds este periodo foram realizadas 3 lavagens com
TBS, a aplicagdo do Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories—Burlingame, CA/USA) por
30 minutos e por ultimo a revelacdo da membrana com DAB Substrate Kit for Peroxidase
(SK-4100), incubacdo de 10 minutos sob agitacdo, a membrana foi entdo lavada com
passagens rapidas em dgua destilada.

Os resultados da expressao dos marcadores foram analisados pelo programa Imagel,

obtido da internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html)

5.8. Anadlise de células por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi realizada para células nao cultivadas (apenas isoladas por

Ficoll-Paque PLUS) e para células apds 7 dias de cultura, utilizando a concentracdo minima
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de 10° células/ml para os dois casos. Os anticorpos primdrios utilizados foram CD133 anti-
mouse (eBioscence—San Diego CA/USA, concentracdo inicial de 0,5mg/ml), CD34 anti-
mouse (eBioscence—San Diego CA/USA, concentracdo inicial de 0,5mg/ml), VEGFR-2
anti-mouse biotinilado (eBioscence—San Diego CA/USA, concentracdo inicial de
0,5mg/ml) e CD31 anti-mouse (Invitrogen— Carlsbad, CA/USA, concentracdo inicial de
0,5mg/ml), incubados por 1 hora a temperatura ambiente.

Ap6s sucessivas lavagens com PBS as amostras foram incubadas com anticorpos
secundérios conjugados com o fluoréforo Isotiocianato de Fluoresceina (FITC conjugated
anti-mouse - eBioscence—San Diego CA/USA) para marcacdo de CD34 e CDI133,
Ficoeritrina (PE Strepatavidin - eBioscence—San Diego CA/USA) para VEGFR-2 e
CySTMGoat Anti-Rat IgG (H+L) Conjugate (Zymed-San Francisco CA/USA; concentracao
inicial de 1mg/ml) para CD31.

Estas células agora marcadas foram ressuspensas em PBS/BSA e paraformaldeido
(4%) e analisadas pelo citometro BD FACSCalibur™ System e para as andlises foi
utilizado o programa FlowJo (FlowJo, EUA).

A técnica de citometria de fluxo permite além de caracterizar os antigenos expressos
pelas células, analisar o tamanho e a granulosidade celular. Através dos gréficos é possivel
fazer uma avaliacdo das dreas correspondentes a linfocitos, mondcitos, granuldcitos, células

plasmaticas e regides de blastos linféides ou mieldides.

5.9. Ensaio para internalizacao de acLDL

Para o ensaio de internalizacio do acLDL (low-density lipoprotein from human
plasma, acetylated, Alexa Fluor® 488 conjugate (Alexa Fluor® 488 AcLDL) Img/ml,
Invitrogen— Carlsbad, CA/USA), 10ul deste foram incubados por 4horas a 37°C em
culturas de 7 e 14 dias em meio DMEM1-M1. Os nucleos das células foram marcados com
DAPI (0,1ul/ml).

As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus model

BX60F5), as imagens foram capturadas pelo programa QCapture. Em seguida estas
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imagens foram sobrepostas através do programa Adobe Photoshop 7.0.1 para identificacdo

das células com dupla marcacao.

5.10. Formacao de estruturas semelhantes a capilares

O ensaio de formagdo de estruturas semelhantes a capilares em Matrigel® (BD
Biosciences, Beckton Dickison) foi realizado com células logo apds o isolamento por
Ficoll-Paque PLUS. O Matrigel® foi diluido (1:3) em meio de cultura DMEMI1 e plaquado,
todo esse procedimento foi realizado em gelo. A placa foi entdo colocada a 37°C (sem
umidade) por 30 minutos para a polimeriza¢do do Matrigel®, passado este tempo as células
suspensas em meio DMEMI-M1 (10°células/ml) foram plaqueadas sobre o matrigel e
incubadas em estufa timida a 37°C por 24 e 72 horas, 7, 9 e 15 dias. Testamos as
concentracdes de 10° e 10* células/cm? para verificar também se a concentracdo tinha

alguma influéncia. As HUVECs foram utilizadas como controle positivo.
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6 - RESULTADOS

Os resultados apresentados indicam as diferentes morfologias encontradas durante
os periodos de cultura estabelecidos (3, 7 e 14 dias), onde encontramos células
arredondadas, células aderidas e com emissdo de prolongamentos, além de algumas
colOnias caracteristicas de células endoteliais.

Em seguida realizamos as andlises de adesdo, proliferacdo e viabilidade celular,
através das quais identificamos o meio DMEMI1-M1 (acrescido de 10% de soro fetal
bovino e fatores de crescimento — VEGF, bFGF e IGF) como sendo o mais adequado aos
nossos objetivos. Para confirmar que o meio selecionado estava atuando na expansdo de
células progenitoras endoteliais, foram realizados testes para verificar a expressao dos
marcadores caracteristicos deste tipo de célula, CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31. As
técnicas utilizadas foram a imunocitoquimica, imunofluorescéncia e western blotting, em
todos os ensaios a expressao foi positiva para 3, 7 e 14 dias.

Por citometria de fluxo buscamos tracar um perfil de diferenciacdo das células
mononucleares ndo cultivadas e destas mesmas apds 7 dias de cultura, comparando o meio
DMEMI1-M1 e o DMEMI1- MC (sem fatores de crescimento). Os dados indicaram que na
presenca dos fatores de crescimento utilizados houve principalmente aumento no nimero
de células expressando o VEGFR-2. O ensaio de internalizacdo de acLDL também foi
positivo, reforcando a presenca de células progenitoras endoteliais. Por fim, a cultura das
células mononucleares em Matrigel® mostraram-se capazes de formar estruturas

semelhantes a capilares somente a partir do 7° dia de cultura.

6.1 — Analises morfoldgicas de células mononucleares em diferentes meios e periodos
As células mononucleares foram cultivadas em placas cobertas com gelatina 1%, na
concentragdo inicial de 10° células/ml. Diferentes meios de cultura acrescidos de diferentes
fatores de crescimento com concentragdes variadas foram testados. Estes meios receberam
o nome de MC (meio controle, sem fatores de crescimento), M1 (meio acrescido de VEGF,
IGF e bFGF), M2 ( VEGF, bFGF e EGF) e M3 (VEGF, bFGF, EGF e hidrocortisona). As
células foram fotografadas apds 3, 7 e 14 dias de cultura, por uma camara acoplada a um

microscopio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100.
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6.1.1 — Analises morfologicas de células mononucleares cultivadas em diferentes

meios apos 3 dias de cultura

Meio de
cultura

RPMI

DMEM 1

DMEM 2

MEM

199

Figura 1: Células mononucleares ap6s 3 dias de cultura em diferentes meios testados MC (meio e SFB), M1
(meio, SFB, VEGF, IGF e bFGF), M2 (meio, SFB, VEGF, bFGF e EGF) e M3 (meio, SFB, VEGF, bFGF,
EGF e hidrocortisona). Aumento de 320X para RPMI e DMEM1 — MC e M1 e de 200X para os demais
meios, em microscépio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PH1. Barra de escala de
100pm.
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Com 3 dias de cultura podemos observar que as células sdo arredondadas, algumas jé estio
aderidas. Podemos notar também a presenca colonias em RPMI-M1 e M2 e em 199-M1,
estas colonias sdo caracteristicas de células endoteliais como demonstrado por Iwaguro e

Asahara (2005).

43



6.1.2 — Analises morfologicas de células mononucleares cultivadas em diferentes meios

apos 7 dias de cultura

Meio de
cultura

RPMI

DMEM 1

DMEM 2

MEM

199

Figura 2: Células mononucleares apds 7 dias de cultura em diferentes meios testados MC (meio e SFB), M1
(meio, SFB, VEGF, IGF e bFGF), M2 (meio, SFB, VEGF, bFGF e EGF) e M3 (meio, SFB, VEGF, bFGF,
EGF e hidrocortisona). Aumento de 320X em RPMI — M2 e M3, DMEM1 — M1 e M199 — M3, nos demais
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meios o aumento € de 200X em microscépio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PH1.
Barra de escala de 100um.

Com 7 dias de cultura algumas células ainda apresentam o aspecto arredondado,
ocorrendo uma selecdo de células de tamanho maior. Muitas células apresentam morfologia
fusiforme, indicando aderéncia como nos meios RPMI-M1, M2 e M3, e MEM-MC e M3.
Por outro lado vemos também a presenca de colonias bastante evidentes no meio DMEM2—
M1 (sem vermelho de fenol) e todos os meios MEM, caracteristicas de células endoteliais

(Iwaguro e Asahara, 2005).
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6.1.3 — Analises morfologicas de células mononucleares cultivadas em diferentes

meios apos 14 dias de cultura

Meio de
cultura

Figura 3: Células mononucleares apés 14 dias de cultura em diferentes meios testados MC (meio e SFB), M1
(meio, SFB, VEGF, IGF e bFGF), M2 (meio, SFB, VEGF, bFGF e EGF) e M3 (meio, SFB, VEGF, bFGF,
EGF e hidrocortisona). Aumento de 200X em microscopio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100,
filtro PH1. Barra de escala de 100um.
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Com 14 dias de cultura ocorre uma reducdo do ndmero de células em todos os
meios (dados constatados pelos graficos de proliferacdo, a seguir). As células sdo maiores
que nos periodos de 3 e 7 dias. Em alguns meios ocorreram aderéncia e expansdo celular,
com emissdo de prolongamentos, como no meio RPMI-MC, DMEM1-M1, DMEM2-M1 e
M199-M2. Coldnias ainda sao vistas em RMPI-M3, DMEM2-M2 ¢ DMEM2-M3. Nos
meios MEM-M1 e MEM-M3 as células apresentam baixa refringéncia, o que
provavelmente indica células mortas, que acabam sendo eliminadas na troca do meio.

A diminuicdo no nuimero de células se deve a selecdo pelos meios e fatores
utilizados ao longo dos periodos, muitas células ndo aptas a estas condi¢des acabam

morrendo e sdo eliminadas com as trocas realizadas a cada dois dias.

6. 2 — Analise de Adesao por DAPI e Proliferacio por Azul de Tripan das células

mononucleares em diferentes tempos de cultura

A escolha do meio mais adequado para o aumento no numero de CPEs e
consequente diferenciagdo em CEs maduras a partir das células mononucleares, se deu com
bases nos ensaios de adesdo celular (DAPI), proliferacdo (contagem com Azul de Tripan) e
viabilidade (Azul Tripan e MTT). Os dados indicaram o meio DMEM1-M1 como sendo o
melhor para estes objetivos.

As andlises tanto para adesdo quanto para proliferacdo foram feitas comparando os
meios MC, M1, M2 e M3 para cada um dos meios, ou seja, dentro do RPMI1640, do
DMEM1, do DMEM2, do MEM e do meio 199.

6.2.1 — Adesao celular por DAPI

As analises foram feitas dentro de cada meio testado RPMI, DMEM1, DMEM2,
MEM e 199 comparando 3, 7 e 14 dias. Os valores sdo dados em total de células por

campo, tendo sido analisados 4 campos para cada meio.
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Adesao celular por DAPI apds 3 dias de cultura
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Grifico 1: Anilise da adesio celular por DAPI apés 3 dias de cultura. A concentracio inicial foi de 10’
células/ml. O asterisco indica diferenca estatistica significativa, para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey).
N= 3 em triplicata.
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Adeséao celular por DAPI apds 7 dias de cultura
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Grifico 2: Anilise da adesdo celular por DAPI apés 7 dias de cultura. A concentracio inicial foi de 10’
células/ml. O asterisco indica diferenca estatistica significativa, para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey).
N= 3 em triplicata.

Adesdo celular por DAPI apds 14 dias de cultura
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Grifico 3: Andlise da adesdo celular por DAPI apés 14 dias de cultura. A concentragio inicial foi de 10°
células/ml. O asterisco indica diferenca estatistica significativa, para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey).
N= 3 em triplicata.
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Os dados de adesdo celular por DAPI com 3 dias de cultura mostram o meio RPMI
como apresentando maior nimero de células por campo analisado, porém apenas o meio
M1 apresenta diferencga significativa. Os demais meios mostram uma quantidade baixa de
células neste periodo de cultura. Em 7 dias de cultura hd uma reducio significativa para o
meio RPMI-M1 e um aumento significativo para DMEM1-MC e DMEM-M1. Os demais
meios mantém uma regularidade proliferativa, média de 35 células por campo.

Para culturas de 14 dias observamos aumento na adesdo para o meio 199. Em todos
os meios neste periodo o maior numero de células por campo € visualizado no meio M1,
valores com asterisco indicados na tabela abaixo.

Dados de adesdo celular, através da contagem dos nucleos marcados por DAPI. Os

valores sao expressos em total de nucleos (células) por campo analisado.

Meios 3 dias 7 dias 14 dias
RPMI MC 63 +8,54 80,5 + 10,66 52,5 +14,84
M1 80 +7,34 47,5 +582 * 60 +12,82
M2 65,5 +19,73 32,17 +4,95 53,67 +24,44
M3 40 +5,09 51 +14,11 54,2 +12,65
DMEM 1 MC 28,5 +11,00 75,16 +8.42 57,17 +4,26
M1 32,5 +5,08 76,5 +5.24 *60 +2,75
M2 31,67 +1,21 44,83 +7.34 47 +7,12
M3 20,5 +4,08 45 +3,79 15 + 6,60
DMEM 2 MC 21,5 +2.88 30 +9,52 22,17 +3.,65
M1 30,83 +6,01 31,33 +8,26 * 27,11 +9,13
M2 33 +948 31 +20,24 24,66 +5.46
M3 22,67 +3,55 30,67 +5,04 17,83 +4,79
MEM MC 32,67 +527 32,5 +10,09 34 120,80
M1 33,5+1,16 42,33 112,37 * 39,67 +6,50
M2 21,83 +8.15 33,83 +6.49 23 +1097
M3 32,5 +492 31,33 +12,30 18,33 +7.44
199 MC 20,6 +1,72 25,33 +21,63 44 +9.69
M1 35,4 +7,00 36,67 +7,99 *61,6 +7,70
M2 48 +337 53,67 +8,26 58,4 +9,15
M3 41,75 +6,74 33 +11,22 47,25 +3.30

Tabelal: Adesdo celular pela marcacdo dos nicleos com DAPI, os valores indicam o nimero de células por
campo. Os asteriscos chamam atenc¢do para o meio M1 que apresenta maior quantidade de células por campo.
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6.2.2 — Proliferacio Celular por Azul de Tripan

Proliferagdo celular por Azul de Tripan apés 3 dias de cultura
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Grafico 4: Analise da proliferacdo celular por Azul de Tripan apds 3 dias de cultura. A concentragdo inicial
foi de 10° células/ml. Os valores sdo apresentados em 10* células/ml. O asterisco indica diferenca estatistica
significativa para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata.

Ap6s 3 dias de cultura para o meio RPMI apenas o meio M3 € significativamente
diferente. Para DMEMI1 a diferenga significativa € visualizada apenas no meio M1. Os
demais meios DMEM2, MEM e 199 nao apresentam diferenca estatistica significativa entre
os meios testados. Notamos ainda que para este periodo de 3 dias o meio 199 apresenta
uma média de 300.10* células/ml enquanto que os demais meios ndo passam de 106.10*

células/ml (DMEM1-M1).
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Proliferagao celular por Azul de Tripan apos 7 dias de cultura
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Grafico 5: Andlise da proliferacdo celular por Azul de Tripan apds 7 dias de cultura. A concentragdo inicial
foi de 10° células/ml. Os valores sdo apresentados em 10" células/ml. O asterisco indica diferenca estatistica
significativa para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata.

Com 7 dias de cultura ocorre aumento proliferativo em todos os meios,
comparando-se com 3 dias. Diferengas estatisticas significativa sdo observadas apenas para
RPMI-M3, MEM-MC, MEM-M3, 199-MC e 199-M3. E interessante notarmos que o meio
199 que em 3 dias foi o que apresentou maiores nimeros de células por ml, em 7 dias

apresenta os menores valores, comparado com os demais meios.
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Proliferagdo celular por Azul de Tripan apds 14 dias
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Grafico 6: Andlise da proliferacio celular por Azul de Tripan apés 14 dias de cultura. A concentragdo inicial
foi de 10° células/ml. Os valores sdo apresentados em 10 células/ml. O asterisco indica diferenca estatistica
significativa para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata.

Em 14 dias de cultura o meio RPMI-M3 continua sendo significativamente diferente
dentre os RPMIs, para o DMEMI todos os meios sdo significativamente diferentes, com
valores de p < 0,01. DMEM?2 também apresenta resultados significativos para MC, M1 e
M3, o mesmo ocorrendo para o meio 199. No meio MEM apenas M2 € significativamente

diferente.
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Dados de proliferagdo celular por Azul de Tripan, sendo os valores expressos em

10* células/ml.

Meios 3 dias 7 dias 14 dias
RPMI MC 30,67 +4.16 205 + 23,01 57,33 +5,03
M1 38,67 +3,05 *213 +3827 51,33 +8,02
M2 41,33 + 5,03 203 + 6,42 62,67 + 5,03
M3 21,33 + 4,16 289 +3,05 94 + 34,69
DMEM 1 MC 52 + 1907 207 +31,77 71,33 + 1,15
M1 116 + 15,62 * 288 +5,50 ** 131,33 + 4,61
M2 76,67 + 11,54 257 +95.04 112 +7,21
M3 67,33 +4,16 223 + 58,73 88 +4
DMEM 2 MC 67,33 +3,05 241 + 14 90 +38
M1 106,67 + 26,10 *259 + 11,01 ** 135,33 + 4,16
M2 71 +30,28 246 + 2429 110 + 20,29
M3 84 +6,92 257 +9,86 124 + 4
MEM MC 78,67 + 16,77 157 + 46,91 62,67 +9.45
M1 86,67 +2,30 * 263 + 25,16 66,67 + 1,15
M2 73,33 +2,30 215 + 32,51 38 +6,92
M3 81,33 +5,77 255 + 2247 66,67 + 3,05
199 MC 303,33 + 72,72 115 +3,05 60 + 3,46
M1 279,33 +53,52 * 145 + 4,16 58 +3.46
M2 284,67 + 50,80 127 + 11,71 44,67 + 10,06
M3 272 + 67,95 144 + 15,09 37,33 +3,05

Tabela 2: Nimero de células/ml, os valores em 10*. Os asteriscos chamam atencdo para o meio M1 que
apresenta maior quantidade de células.

Com 3 dias de cultura, o meio 199 apresentou valores diferentes do demais meios,
contudo, ndo houve a manutengdo destes valores altos ao longo da cultura (7 e 14 dias).
Estes dados podem ser justificados porque o isolamento por cultura aderente seleciona
diferentes subpopulacdes de células (Zampetaki et al., 2008) e ao longo da cultura os
fatores utilizados acabam selecionando as células que respondem a esses suplementos e
somente estas passam a se proliferar. Com este perfil, o meio 199 parece nao corresponder

aos nossos objetivos, principalmente o de expansdo do nimero de CPEs.
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Os demais meios apresentam um comportamento semelhante entre si, com aumento
no ndmero de células entre 3 e 7 dias e reducdo em 14 dias. Em todos estes casos os
valores de p foram < 0,05.

Em 7 dias de cultura, em todos os meios testados o que apresentou maior nimero de
células por ml foram os meios M1, ou seja, o meio suplementado com VEGF, FGF e IGF
(dados indicados por um asterisco na tabela).

Com 14 dias, podemos notar uma quantidade muito alta de células nos meios

DMEM1-M1 e DMEM2-M1(dois asteriscos na tabela).
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6.3 — Ensaio de Viabilidade Celular por Azul de Tripan e por MTT

A viabilidade celular foi verificada pelos ensaios de MTT e Azul de Tripan. Os
dados de MTT indicam valores de a absorbancia que representam a presenca de formazam,

que € o resultado da degradacdo de MTT pelas mitocOndrias das células vidveis.

6. 3. 1 — Viabilidade Celular por Azul de Tripan

O ensaio por Azul de Tripan indica a freqiiéncia de células vidveis nos meios
testados, estas sdo as células ndo coradas com o azul de tripan (que penetra as células nao

vidveis corando-as de azul).

Viabilidade celular apos 3 dias de cultura
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meios testados
Grafico 7: Andlise da viabilidade celular por Azul de Tripan apés 3 dias de cultura nos diferentes meios

testados (MC, M1, M2 e M3). A concentracdo inicial foi de 10° células/ml. Os asteriscos indicam que as
barras sdo estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N=5 em triplicata.
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Grafico 8: Andlise da viabilidade celular por Azul de Tripan ap6s 7 dias de cultura nos diferentes meios
testados (MC, M1, M2 e M3). A concentracdo inicial foi de 10° células/ml. Os asteriscos indicam que as

barras sdo estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N=5 em triplicata.
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Grafico 9: Analise da viabilidade celular por Azul de Tripan apds 14 dias de cultura nos diferentes
meios testados (MC, M1, M2 e M3). A concentragdo inicial foi de 10° células/ml. Os asteriscos indicam que

as barras sdo estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata.
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6. 3. 2 — Viabilidade Celular por MTT

Viabilidade celular apés 3 dias de cultura por MTT
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Grafico 10: Viabilidade celular por MTT apds 3 dias de cultura nos diferentes meios testados (MC, M1, M2 e
M3). A concentracio inicial foi de 10*células/ml. MTT incubado por 72 horas e leitura da absorbancia a
595nm em leitor de Elisa. Os asteriscos indicam que as barras sdo estatisticamente diferentes para p < 0,05

(ANOVA seguida de Tukey). N=5 em triplicata.
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Viabilidade celular apds 7 dias de cultura por MTT
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Grifico 8: Viabilidade celular por MTT ap6s 7 dias de cultura nos diferentes meios testados (MC, M1, M2 e
M3). A concentragio inicial foi de 10°células/ml. MTT incubado por 72 horas e leitura da absorbancia a
595nm em leitor de Elisa. Os asteriscos indicam que as barras s@o estatisticamente diferentes para p < 0,05
(ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata.
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Grafico 9: Anadlise da viabilidade celular por MTT apds 14 dias de cultura nos diferentes meios testados
(MC, M1, M2 e M3). A concentracdo inicial foi de 10°células/ml. MTT incubado por 72 horas e leitura da
absorbancia a 595nm em leitor de Elisa. Os asteriscos indicam que as barras sdo estatisticamente diferentes
para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N=5 em triplicata.

59



O teste de viabilidade celular tanto por Azul de Tripan como por MTT indica o
DMEM1-M1 como de maior viabilidade. Este dado torna-se mais evidente na cultura de 14
dias, quando o DMEM1-MI1 apresenta diferenca significativa comparado aos demais meios
testados. No teste de 3 dias de cultura notamos diferenca apenas entre os MC e 0os meios
MIle para 7 dias a diferenga € significativa apenas para o meio M1. Os demais meios sdo

estatisticamente iguais em todos os periodos analisados.

6. 4 — Analise morfolégica de células mononucleares apos a selecio do meio DMEM1—
M1

Apos as andlises estatisticas comparativas entre os meios testados, selecionamos o
meio DMEM1-M1 como o que melhor atingia nossos objetivos de aumentar o nimero € a
viabilidade das células em cultura. Seguimos entdo com a analise morfoldgica das células, a
partir de 14 dias de cultura (dltimo periodo analisado com todos os meios testes — figuras 1,
2 e 3) e acompanhamos a morfologia até 40° dia, quando a quantidade de células torna-se

muito reduzida.
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6. 4.1 — Analise morfologica de células mononucleares apds 14 dias de cultura no meio
selecionado DMEM1-M1
A

Figura 4: Imagens de células mononucleares aderidas apds 14 dias de cultura no meio selecionado DMEM1
— MI1. As setas indicam células expandidas emitindo prolongamentos. A e D aumento de 50X, B e C aumento
de 100X e E e F aumento de 200X em microscdpio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro
PH1. Barra de escala de 100um.

As células com 14 dias de cultura sdo em sua maioria fusiformes, ocorrem ainda
agrupamentos celulares provavelmente resultantes da proliferacdo e do contato entre as
mesmas o que pode favorecer a formacdo de uma malha celular e conseqiiente confluéncia.
Nas imagens E e F fica evidente a presenca de células grandes e totalmente aderidas,
expandidas e com prolongamentos (indicadas setas pretas), dando suporte para outras

células menores. Notamos também a presenca de algumas células ainda arredondadas.
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6.4.2 — Analise morfologica de células mononucleares apos 21 dias de cultura em meio
DMEM1 -M1

Figura 5: Imagens de células mononucleares aderidas apds 21 dias de cultura em meio DMEM1-M1. As
setas pretas indicam células expandidas emitindo prolongamentos e as setas brancas indicam estruturas que
lembram a luz de capilares. A, B e C aumento de 50X e D, E e F aumento de 200X em microscépio invertido
de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PHle H. Barra de escala de 100um.

ApO6s 21 dias de cultura o que se observa € uma clara reducdo do nimero de células,
contudo, fica evidente a presenca de células expandidas, totalmente aderidas com
prolongamentos (setas pretas). Estas células comecam a se organizar em estruturas
semelhantes a vasos, nas imagens E e F visualizamos uma espécie de lumem se formando
(setas brancas). E notéria também a presenca de células menores, algumas células ainda

arredondadas.
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6.4.3 — Analise morfologica de células mononucleares apds 40 dias de cultura em meio
DMEM-M1

Figura 6: Imagens de células mononucleares aderidas apds 40 dias de cultura em meio DMEM1-M1. Setas
brancas indicam estruturas semelhantes a luz de capilares. A, B, C, D, aumento de 200X e E e F, aumento de
100X, em microscépio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PHle H. Barra de escala de
100pm.

Com 40 dias de cultura todas as células estdo aderidas, sua morfologia é
praticamente igual a de 21 dias, a formacdo de luz do vaso fica mais evidente (setas
brancas). Em E e F as células apresentam a morfologia de paralelepipedo, caracteristica de
células de crescimento tardio, que surgem apds a 2° ou 3° semana de cultura. A quantidade
de células comparando com a de 14 dias € muito reduzida. Demonstrando a selecdo de

células progenitoras endoteliais com o meio utilizado.
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6.5 — Imunocitoquimica
As figuras abaixo mostram os resultados das marcacOes realizadas para verificar a

expressao de CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31, apés 3, 7 e 14 dias de cultura.

6.5.1 — Imunocitoquimica de células mononucleares apés 3 dias de cultura em meio
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Figura 7: Imunocitoquimica de cultura de células mononucleares ap6s 3 dias de cultura em meio DMEM-
MI1. A: marcacdo para CD133 (Biotin anti-mouse Prominin I); B: marcagcdo para CD34 (Biotin anti-mouse
CD34); C: marcacdo para VEGFR-2 (Biotin anti-mouse Flk-1 (CD309, VEGFR-2, VEGFR2, Ly-73); D:
marcagdo para CD31 (RAT anti-mouse CD31) e E: controle. Todos os anticorpos estdo na dilui¢do de 1: 200.
Revelagdo com DAB e contra-coradas com Hematoxilina de Gills. Aumento de 40X para E e 100X para A, B,
C e D, em microscopio de fluorescéncia (Olympus model BX60FS5).
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6. 5. 2 — Imunocitoquimica de células mononucleares apos 7 dias de cultura em meio
DMEMI1-M1
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Figura 8: Imunocitoquimica de cultura de células mononucleares apds 7 dias de cultura em meio DMEM-
MI. A: marcacido de CD133 (Biotin anti-mouse Prominin I); B: marcac¢do para marcagdo para CD34 (Biotin
anti-mouse CD34); C: marcacdo para VEGFR-2 (Biotin anti-mouse Flk-1 (CD309, VEGFR-2, VEGFR?2, Ly-
73), D: marcacdo para CD31 (RAT anti-mouse CD31) e E: controle. Todos os anticorpos estdo na dilui¢do de
1: 200. Revelacdo com DAB e contra-coradas com Hematoxilina de Gills. Aumento de 40X para E e 100X
para A, B, C e D, em microscépio de fluorescéncia (Olympus model BX60F5).
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6. 5. 3 — Imunocitoquimica de células mononucleares apos 14 dias de cultura em meio

DMEM1-M1

C
CD133+ VEGFR-2+

-
CD31+ Controle

Figura 9: Imunocitoquimica de cultura de células mononucleares ap6s 14 dias de cultura em meio DMEM-
MI1. A: marcacdo de CD133 (Biotin anti-mouse Prominin I); B: marcac¢do para marcagdo para CD34 (Biotin
anti-mouse CD34); C: marcagdo para VEGFR-2 (Biotin anti-mouse Flk-1 (CD309, VEGFR-2, VEGFR2, Ly-
73); D: marcagdo para CD31 (RAT anti-mouse CD31) e E: controle. Todos os anticorpos estdo na diluicdo de
1: 200. Revelagdo com DAB e contra-coradas com Hematoxilina de Gills. Aumento de 40X para E e 100X
para A, B, C e D, em microscépio de fluorescéncia (Olympus model BX60F5).

As figuras acima mostram marcagdo positiva para os marcadores CD133, CD34,
VEGFR-2 e CD31 em 3, 7 e 14 dias de cultura. Em 3 dias as células tem um aspecto mais
arredondados. Com 14 dias de cultura as células apresentam morfologia fusiforme, com
prolongamentos o que pode indicar maior aderéncia. A marcacdo com CD31 ¢é
caracteristica de célula endotelial diferenciada e ja aparecem a partir de 3 dias de cultura,

provavelmente sdo células mais diferenciadas selecionadas a partir do isolamento.
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6. 6 — Imunofluorescéncia

6.6.1 — Imunofluorescéncia para células mononucleares apés 3 dias de cultura em
meio DMEM1-M1

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada para confirmar a expressdo dos
marcadores € ao mesmo tempo a presenca de células co-expressando estes marcadores

(duplo-positivas), visualizados pelas imagens de sobreposicao.

Al Bl C1
. . . B

D2

A2 B2 C2
. . - E

Figura 10: Al e A2: marcagdo de nicleo com DAPI; B1: marcagido para CD133 com anticorpo fluorescente
FITC (rat anti-mouse); C1 e C2: marcagdo para VEGFR-2 com anticorpo fluorescente PE- estreptavidina; B2:
marcagdo de CD34 com anticorpo fluorescente FITC (rat anti-mouse); D1 e D2: indicam a sobreposicdo das
trés marcagdes, sendo D1 duplo marcado CD133+/VEGFR-2+ e D2 duplo marcado CD34+/VEGFR-2+.
Aumento de 400X em microscépio de fluorescéncia (Olympus model BX60F5). Barra de escala S0um.

As imagens mostram a expressdo de marcadores tipicos de células tronco
hematopoiéticas e progenitoras endoteliais (CD34, CD133 VEGFR-2), contudo, em se
tratando de cultura de 3 dias ainda ndo podemos confirmar a presenga de células endoteliais

diferenciadas.
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6.6.2 — Imunofluorescéncia para células mononucleares apoés 7 dias de cultura em

meio DMEM1-M1

Al

VEGFR-2-FITC sobreposicido '

VEGFR-2-FITC sobreposicio

’
CD34 — FITC sobreposicio

Figura 11: Al, A2 e A3: marcacdo de nicleo com DAPI; B1 e B2: marca¢do para VEGFR-2 com anticorpo
fluorescente FITC (rat anti-mouse); C1: marcag¢do para CD34 com anticorpo secundario PE- estreptavidina;
D1 sobreposi¢do de Al, B1 e C1; C2: marcagdo de CD31 com anticorpo fluorescente PE- estreptavidina; D2:
sobreposi¢do de A2, B2 e C2; B3: marcacdo para CD34 com anticorpo fluorescente FITC (rat anti-mouse);
C3: marcagdo para CD31 com anticorpo secundério PE- estreptavidina; D3: sobreposi¢do de A3, B3 e C3.
Aumento de 200X em microscépio de fluorescéncia (Olympus model BX60FS5). Barra de escala S0um.

As imagens mostram marcacdo positiva para todos os marcadores utilizados. A
sobreposicdo D1 indica duplo marcado VEGFR-2+/CD34+; D2 é duplo marcado para
VEGFR-2+/CD31+ e D3 é CD34+/CD31+, ou seja, a célula co-expressa estes dois

marcadores.

68



6.6.3 — Imunofluorescéncia para células mononucleares apos 14 dias de cultura em

meio DMEM1-M1

VEGFR-2 - FITC sobreposicio

D2

sobreposicao
VEGFR-2 - FITC peSY

CD34 - FITC sobreposicao

Figura 12: Al, A2 e A3: marcagdo de nicleo com DAPI; B1 e B2: marcacido para VEGFR-2 com anticorpo
fluorescente FITC (rat anti-mouse); C1: marcagdo para CD34 com anticorpo secundério PE- estreptavidina;
D1 sobreposi¢dao de Al, Bl e C1; C2: marcacdo de CD31 com anticorpo fluorescente PE- estreptavidina; D2:
sobreposi¢do de A2, B2 e C2; B3: marcacdo para CD34 com anticorpo fluorescente FITC (rat anti-mouse);
C3: marcacgdo para CD31 com anticorpo secundério PE- estreptavidina; D3: sobreposi¢do de A3, B3 e C3.
Aumento de 200X em microscépio de fluorescéncia (Olympus model BX60FS5). Barra de escala 50pum.

As imagens mostram marcagdo positiva para todos os marcadores utilizados. A
sobreposi¢do D1 indica duplo marcado VEGFR-2+/CD34+, D2 é duplo marcado para
VEGFR-2+/CD31+ e D3 é CD34+/CD31+.
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As figuras 10, 11 e 12 (culturas de 3, 7 e 14 dias) indicam a presencga de células co-
expressando marcadores de células tronco hematopoiéticas CD133 e CD34 como
marcadores de células vascular e células progenitoras endoteliais (VEGFR-2 e CD31)

indicam a presenga de células com caracteristicas endoteliais.

6.7 — Western Blotting

A andlise de Western Blotting foi realizada para verificar a expressdo dos
marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31, nos diferentes periodos de 3 e 7 dias de

cultura. A expressao de a-actina foi utilizada como controle endégeno.

HUVEC Jdias T dias
CD133

CD34

VEGFR-2

CD31

HUVEC J3dias 7dias

aactine [

Figura 13: Resultado de Western Blotting. HUVEC foi utilizada como controle positivo em todas as andlises
e a-actina como controle endégeno.

Os resultados de Western Blotting indicam que as células mononucleares expressam
os marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 tanto em 3 quanto em 7 dias de cultura,

ocorrendo um aumento nesta expressao.
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Expressdao de marcadores por Western Blotting
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Grafico 13: Expressdo dos marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 apés 3 e 7 dias de cultura. A
intensidade das bandas foram transcritas em dreas pelo programa ImagelJ. Os asteriscos indicam que as barras
sdo estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey).

Os dados foram analisados com base nas areas dos gréficos gerados pelo programa
Image], estas areas indicam a intensidade das bandas. Foi feita uma média para cada
periodo e em seguida uma razdo destes valores, fornecendo assim o valor do aumento da
expressao entre 3 e 7 dias. Para CD133 este valor foi igual a 3,73; para CD34 igual a 1,09;
para VEGFR-2 igual a 3,22 e para CD31 igual a 2,66. Podemos notar que o CD133 € o

marcador com maior aumento de expressao entre 3 e 7 dias.

6.8 — Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo visa analisar a expressao de marcadores € a0 menos tempo

fornece um dado quantitativo das células que estdo expressando os marcadores de interesse.
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Primeiramente analisamos o perfil de expressdao das células mononucleares logo
apo6s o isolamento por Ficoll- Paque PLUS, as células foram marcadas com CD133, CD34,

VEGFR-2.

Expressiaodos marcadores apods a extracdao
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Grafico 14: Freqiiéncia de células positivas para os marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e duplo- marcado.
Neste caso as células mononucleares ndo foram cultivadas. N= 4 em duplicata, foram adquiridos 100.000
eventos.

Podemos notas que logo apds o isolamento as células mononucleares sio
praticamente CD34+ (1%) e CD133+ (0,26%), a quantidade de células VEGFR-2+ é quase
nula (apenas 0,001 %). Células duplo marcadas para CD133+/CD34+ representam 0,033%.

Ap6s 7 dias de cultura realizamos a citometria de fluxo para tracar um perfil de
diferencia¢cdo, comparando as células logo ap6s o isolamento e apds a cultura, comparamos
ainda o perfil das as células cultivadas no meio DMEM1-M1 e DMEM1-MC (sem fatores
de crescimento). Os marcadores selecionados para esta andlise foram CD34, VEGFR-2 e

CD31 para culturas de 7 dias.

72



Expressdo de marcadores por Citometriade Fluxo
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Grafico 15: Porcentagem de células positivas expressando os marcadores CD34, VEGFR-2 e CD31 além de
dupla e tripla marcacdo. O asterisco indica diferenca significativa na cultura de 7 dias com o meio DMEM-
MC (controle) e DMEM-M1 (VEGF, bFGF e IGF). N= 4 em duplicata, foram adquiridos 50.000 eventos.

A expressao de CD34 ¢ maior no meio DMEMI1-M1(0,616) do que no meio
DMEMI1-MC (0,498) mas esta diferenca ndo € significativa; VEGFR-2 esta presente em
maior quantidade também no meio DMEMI1-M1 (p=0,03168), ja o CD31¢é mais expresso
pelas células de DMEM1-MC (p=0,0191). Consequentemente a dupla marcacdo para
CD34+/VEGFR-2+ é maior em DMEMI-M1 (p=0,0062); CD34+/CD31+ (p=0,010) e
CD31+/VEGFR-2+ (p= 0,2231) sdo mais freqiientes em DMEM1-MC, assim como o triplo
marcado CD34+/VEGFR-2+/CD31+ (p=0,0043).

Comparando os valores referentes ds células logo apds o isolamento (grafico 14)
com os valores indicados no graficol5, podemos sugerir que no meio DMEM1-MC ocorre
uma diferenciacdo das células CD34+ em CD31+ pela diminuicdo DNA freqiiéncia de
CD34+, além disso, podemos sugerir que as células CD34+ sdo praticamente todas CD31+,
como podemos visualizar na barra de duplo marcadas CD34+/CD31+. As células VEGFR-
2+ que aparecem com maior freqii€ncia comparando com o 0,001% apds o isolamento,

podem ser caracterizadas como triplo marcadas CD34+/CD31+/VEGFR-2+.
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O meio DMEMI1-M1 também provoca uma reducio na freqiiéncia de CD34+, de
1% para 0,6168% e um aumento muito significativo de células VEGFR-2+ (de 0,001%
para 0,6512%), indicando que as células estdo respondendo ao VEGF (10ng/ml) acrescido
no meio. Muitas células sdao também CD34+/VEGFR-2+, marcadores de células
progenitoras. Ocorre também o aparecimento de CD31+, CD34+/CD31+, VERFR-
2+/CD31+ e CD31+/VEGFR-2+/CD31+, mas todos em menor freqiiéncia que no meio
DMEMI1-MC. A presenca de CD31+ pode indicar células diferenciadas, podendo

comprometer a proliferacao celular.

6.9 — Ensaio de internalizacio de acLDL

O ensaio de internalizagdo do acLDL foi realizado para confirmar a presenca de
células progenitoras endoteliais no meio utilizado, uma vez que esta capacidade também ¢é

caracteristica de células endoteliais diferenciadas.

Al Bl Cl
- - - -
A2 B2 c2

Figura 14: Imunofluorescéncia indicando células ap6s 7 (A1, B1 e C1) e 14 dias (A2, B2 e C2) de cultura. Os
nucleos foram marcados com DAPI e a marcagdo com acLDL foi evidenciada por FITC. Aumento de 200X
em microscépio de fluorescéncia (Olympus model BX60F5). Barra de escala 50um.
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As imagens acima indicam positividade para acLDL em células apds 7 e 14 dias de
cultura, confirmando assim a internalizacao desta molécula e a capacidade do meio testado
em selecionar e diferenciar células progenitoras endoteliais em células com caracteristicas

de células endoteliais maduras.

6.10 — Formacao de estruturas semelhantes a capilares

O ensaio de formacdo de estruturas semelhantes a capilares, foi realizado em
Matrigel® um substrato rico em proteinas de matriz extracelular, como laminina, coldgeno
tipo IV, que estimula a migracdo e diferenciacio celular, mimetizando a situacdo in vivo.

Estes ensaios foram realizados com células mononucleares logo apds o isolamento
por Ficoll - Paque PLUS (sem expansdao em cultura) e com HUVECsS, utilizada como

controle positivo.

Figura 15: Células HUVECs (A, B e C) e células mononucleares (D, E e F) cultivadas em matrigel. A, B:
HUVEC ap6s 24horas de cultura; C: HUVEC com 72 horas de cultura; D: mononucleares ap6s 24 horas; E e
F: células mononucleares apés 3 dias. Aumento de 50X em microscépio invertido de contraste de fase Zeiss
Axiovert S100, filtro PH1. Barra de escala 50um.
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Células mononucleares
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Figura 16: Células mononucleares cultivadas em matrigel apds 7 dias (A e D), 9 dias (B e E) e 15 dias (C e

F). As setas indicam estruturas semelhantes a capilares. Aumento de 50X em microscépio invertido de
contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro H (A) e PH1 (B, C, D, E e F).

As imagens A, B e C da figura 15 mostram a morfologia da HUVEC ap6s 24 horas
de cultura em Matrigel®, as células comecam a se organizar em estruturas semelhantes a
vasos. Ap6s 3 dias de cultura, estas redes se apresentam mais estruturadas (Figura 15C).

As células mononucleares por sua vez, ndo formam estruturas de vaso em 72 horas
de cultura, o que ocorre é um alinhamento das mesmas. Foram plaqueadas 10° células/cm®
e 10* células/cm’ (imagens E e F, respectivamente), indicando que a concentracdo ndo
influencia na formacao de estruturas semelhantes a vasos.

Ap6s 7,9 e 15 dias de cultura (Figura 16) as células mononucleares estdo aderidas e
formando estruturas de rede e em alguns pontos estas se fecham, semelhante a capilares

(setas da Figura 16).
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7. DISCUSSAO

Em nosso trabalho, o isolamento das células progenitoras endoteliais foi realizado
por cultura aderente, utilizando meio de cultura acrescido de fatores de crescimento
favordveis a proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras endoteliais (como o
VEGF, IGF, bFGF e EGF). Este método € sugerido por Jin et al. (2004), através do qual as
células sdo cultivadas em diferentes matrizes (coldgeno, gelatina ou fibronectina) por
diferentes tempos em cultura (Hirschi et al., 2008; Yang et al., 2010). As CPEs separadas
por cultura aderente compreendem varias pequenas subpopulacdes de células que embora
nao tenham um marcador celular consistente, tem mostrado alta capacidade proliferativa e
caracteristicas comuns as células endoteliais (Zampetaki et al., 2008).

A escolha dos fatores de crescimento acrescidos aos meios testados visou um
aumento na proliferacio e na diferenciagdo das células mononucleares em células
progenitoras endoteliais. Optamos pelo VEGF porque, além de ser agente mitégeno, para as
CEs, € um estimulante da proliferagdo, migragdo, formacao de vasos endoteliais e regulador
da permeabilidade vascular (Lacaud et al., 2004; Yancopoulos et al., 2000). O FGF foi
utilizado por influenciar no crescimento e na diferenciacdo celular in vivo e in vitro (Peters
et al.,, 1992) e regular a proliferacdo e migracao das CEs (Seneglagia, 2008), adicionamos
ainda o IGF por ser um mitégeno que controla a proliferacdo e diferenciacdo celular
(Zumstein e Stiles, 1987). A eficiéncia da utilizagdo de VEGF na diferenciagdo in situ de
CPEs ja foi apontada em muitos trabalhos como o de Shi ef al. (1998) demonstrando que a
presenca de VEGF € muito importante para a diferenciacao in vitro das CPEs; e o b-FGF e
o IGF contribuiram com o aumento da formagdo de colonias endoteliais, 0 que também
sustenta a utilizagcdo destes fatores de crescimento.

As andlises morfoldgicas das células mononucleares em cultura indicaram
diferentes morfologias ao longo dos periodos de cultura. Em 3 dias de cultura as células
sdo arredondadas em todos os meios testados e em alguns elas formam colonias,

caracteristicas de células endoteliais, como mostrado por Iwaguro e Asahara (2005). A
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partir de 7 dias notamos a presenca de células fusiformes, como visto nas culturas de RPMI
e DMEM1-M1, principalmente.

A selecao do meio de cultura que melhor atingisse nossos objetivos, assim como a
concentracdo final dos fatores de crescimento utilizados nos mesmos, foi realizada com
base na associacdo dos resultados obtidos através dos ensaios de adesdo celular pela
marcacdo do nicleo com DAPI, proliferacdo e viabilidade pela contagem do nimero de
células por Azul de Tripan e medida de absorbancia pela técnica do MTT.

Sabendo que a técnica de cultura por aderéncia seleciona diferentes subpopulagdes
(Zampetaki et al., 2008) durante o processo de isolamento, optamos por considerar apenas
os dados de 7 e 14 dias de cultura, uma vez que periodo de 3 dias de cultura é muito curto e
diferentes tipos celulares podem estar presentes e proliferando mais que as células de nosso
interesse (dados visualizados principalmente no grafico 1, de proliferacio por Azul de
Tripan). Em todos os ensaios realizados para adesdo, proliferacdo e viabilidade, o meio
M1 (acrescido de VEGF, bFGF e IGF) foi o que apresentou maior nimero de células em 14
dias para todos os meios, RMPI 1640, DMEM1, DMEM?2, MEM e 199 (dados das tabelas 1
e 2) e dentre estes, o meio DMEM1-M1 foi selecionado com base nos dados de proliferagdao
(grafico 2 e 3) e de viabilidade (graficos 9 e 12).

Vale ressaltar que, em todos os casos, a proliferacdo celular diminui entre 7 e 14
dias, esta reducdo ocorre provavelmente porque ao longo do tempo tanto o meio quanto os
fatores de crescimento utilizados tendem a selecionar apenas as células progenitoras
endoteliais que representam um nimero muito pequeno, menos de 0,1% do total de células
da medula 6ssea (Smadja et al., 2007), podendo desta forma contribuem com esta redugao
do total de células.

Sendo assim, concluimos que o meio DMEM1-M1, acrescido dos fatores VEGF
(10ng/ml), bFGF (2ng/ml) e IGF (2ng/ml) foi o que melhor atingiu nossos objetivos de
aumentar o nimero e a viabilidade celular e a partir deste meio, realizamos ensaios para
verificar a expressdo de marcadores que pudessem identificar as células progenitoras
endoteliais, além dos ensaios de internalizacdo de acLDL e formagdo de estrutura

semelhante a vasos, que também caracterizam as CPEs.
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Ingram et al., (2004) sugere uma hierarquia das CPEs baseada no potencial
proliferativo destas células. Hur ef al., (2004) divide as CPEs em 2 subpopulacdes, as
chamadas CPEs precoce (early EPCs) e as CPEs de crescimento tardio (late outgrowth
EPCs), cuja classificac@o estd baseada na morfologia, proliferacdo, tempo de surgimento
em cultura e expressao de marcadores.

Com base nestas caracteristicas sugeridas e em nossas observacdes, podemos
sugerir que nossas células como sendo as células progenitoras precoce (early EPCs), pela
morfologia fusiforme predominante, pelo perfil proliferativo e pela viabilidade visualizados
através da contagem com DAPI e dos ensaios com Azul de Tripan e MTT (resultados
indicados nos gréficos) que indicaram um crescimento entre 3 e 7 dias de cultura e uma
redu¢cdo do mesmo entre 7 e 14 dias, dados que se confirmam com o trabalho de Smadja et
al. (2007).

Ainda ndo existe na literatura um consenso sobre quais seriam os marcadores que
melhor caracterizariam as CPEs. No caso do nosso trabalho escolhemos analisar a
expressdo dos marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31, que sdo os mais comumente
descritos e mais aceitos na literatura (Yao et al., 2009). Tongers et al. (2010) afirmam que o
surgimento gradual de marcadores de células endoteliais e o desaparecimento de
marcadores de células tronco (CD34 e CD133) sdo caracteristicas da diferenciacdo celular,
o que permite tracar um perfil de diferenciacdo ao longo da cultura. Eggermann et al.
(2003) mostram que CPEs CD34+ podem se diferenciar em cultura mantendo os
marcadores de células progenitoras.

Os resultados de imunocitoquimica, imunofluorescéncia, citometria de fluxo e
western blotting, indicam a presenca de todos estes marcadores nos trés periodos analisados
(3, 7 e 14 dias). Uma possivel explicacdo para a presenga do marcador CD31 de célula
diferenciada ja na cultura de 3 dias pode ser reflexo da técnica de isolamento que
utilizamos (selecdo por meio e ndo pela expressdo de marcadores) na qual células em
diferentes estdgios de diferenciacdo podem estar contidas no “pool” de células
mononucleares isoladas pela gradiente de centrifugagdo. Takahashi et al., (1999) afirma
que as CPEs mostram sinais morfologicos de células endoteliais e expressam marcadores

endoteliais entre o 3° e 7° dia de cultura.
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Os dados referentes a citometria de fluxo, comparando as células mononucleares
recém isoladas e as células mononucleares cultivadas por 7 dias, indicaram que, quando na
presenca do meio DMEMI-MC (meio sem fatores de crescimento), as células CD34+
diminuem a frequéncia, uma possivel causa pode diferenciacdo das mesmas em CD31+,
surgindo assim CD34+/CD31+, VEGFR-2+/CD31+ e CD31+/VEGFR-2+/CD31+, além de
aumentar também CD34+/VEGFR-2+. Contudo, para nés essa diferenciacdo nao tem muito
interesse, uma vez que as células CD31+ diferenciadas tém baixo potencial proliferativo. Ja
o perfil celular da cultura em meio DMEM1-M1 mostrou um aumento nas células VEGFR-
2+ e CD34+/VEGFR-2+ considerados juntamente com CD133 os principais marcadores de
células progenitoras endoteliais. O interesse em manter estas células por mais tempo como
células progenitoras e ndo induzir sua diferenciacdo em células endoteliais estd relacionado
a nossa inten¢do principal que é aumentar o nimero destas células progenitoras endoteliais
em cultura, a fim de que elas possam ser utilizadas na angiogénese terapéutica e reparo de
injurias vasculares, como comprovados por diversos trabalhos citados por Pearson (2009 e
2010), e auxiliar ainda na redu¢do da formacio da neointima apds lesdo da carétida, como
comprovador por Werner et al., (2002) e por Godoy et al., (2011).

A internalizacdo de acLDL também foi positiva em nossos resultados, embora
pesquisas recentes t€ém demonstrado que mondcitos e macréfagos também internalizam
acLDL (Ouchi et al., 2001).

A formagdo de estrutura semelhantes a capilares em Matrigel® foi visualizada
somente no 7° dia de cultura e com 9 e 15 dias notamos que as células se fecham em
estruturas que lembram a luz do vasos (setas da figura 16) . Nossos resultados em 24 horas
de cultura sdo bastante parecidos com o apresentado por Smadja et al., (2007) e o que
vemos € apenas uma orientacdo, um arranjo celular e ndo estrutura semelhantes a vasos
como sugerido por muitos trabalhos, uma possivel explicacdo seria o fato de estarmos
plaqueando as células no Matrigel® logo ap6s o isolamento, enquanto que autores como
Senegaglia et al. (2010) realizam a expansdo prévia destas células em cultura de até 60
dias.

Desta forma, e com base em todos os resultados apresentados no presente trabalho,

podemos considerar que o meio DMEMI1-M1 foi capaz de induzir a proliferacio das
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células isoladas e provavelmente induziu a sobrevivéncia preferencial das CPEs ou ainda a
diferenciacdo das células mononucleares em CPE, de acordo com o protocolo estabelecido
no presente trabalho. Sendo assim, consideramos que foi estabelecido um protocolo para o
isolamento e a proliferacdo das CPEs através da selecdo das mesmas pelo meio de cultura
DMEMI1-MI1, resultado que possui grande importincia no campo das pesquisas com
células progenitoras endoteliais, por favorecer o aumento do nimero destas células em

cultura e ainda pelo potencial terapéutico das mesmas.

81



8. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados indicam que as células mononucleares isoladas a partir da
medula dssea provavelmente sejam as células progenitoras precoces (early EPCs), uma vez
que apresentaram maior proliferacdo apds 7 dias de cultura e senescéncia apds 14 dias,
indicaram marcac¢do positiva para a expressao de CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 e para
a internalizacdo de acLDL. Conseguimos ainda estabelecer os protocolos de Western
Blotting e formacao de estrutura de vaso em Matrigel® para estas células selecionadas.

O perfil destas células em cultura, identificado pela técnica de citometria de fluxo,
corroboram com indicagdo de que se trata de células progenitoras endoteliais. Tudo isso nos
leva a crer que o meio DMEM1-M1 estabelecido por nds € um meio bastante eficiente para
a cultura de células mononucleares.

Sendo assim, podemos considerar que o presente trabalho foi de extrema
importancia para a pesquisa de cultura de células, principalmente para o nosso laboratdrio,
que desta forma passa a utilizar estes meio DMEM1-MI1 como o meio préprio para a
cultura de células mononucleares. Esta importancia torna-se ainda mais relevante quando
nos referimos aos testes de terapia celular com células progenitoras para o reparo de lesao
arterial desenvolvido no nosso laboratério. A significancia do mesmo deve ser considerada
ainda na pesquisa de cultura de célula, tornando-se autonomo do meio comercial especifico
para células endoteliais € a0 mesmo tempo estabelecendo a técnica para a cultura da propria

linhagem de células progenitoras endoteliais.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar os mesmos ensaios em periodos mais longos, de 21, 30 e até 60 dias.
Verificar a expressao de marcadores de células diferenciadas, eNOS, vWF.

Testar a capacidade de formacao de estruturas semelhantes a capilares em Matrigel®
apds expansiao do ndmero de células em 30 dias de cultura (Senegaglia et al., 2008)
Fazer o isolamento das células por beads magnéticas marcados com CD133 e
CD34.

Testar a aderéncia das células em placa recoberta por fibronectina, que de acordo
com Yang et al.(2010) aumentam a aderéncia inicial das CPEs.

Verificar a integridade do cariétipo das células em cultura.

Utilizar estas células expandidas em cultura para o reparo de lesdo arterial (modelo

de lesdo estabelecido em nosso grupo).
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