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Resumo

Resumo

O cultivo de células tronco (CT) e a descoberta de técnicas que promovem a
diferenciacdo tecidual apontam para novos dominios da medicina: a terapia celular e a
engenharia de tecidos (ET). As limita¢des da medicina atual encontram na ET uma nova
possibilidade terapéutica, com tratamentos regenerativos ou substitutivos para os tecidos
danificados. Dentre as limita¢cdes médicas encontram-se as doencas arteriais obstrutivas
periféricas (DAOP). A DAOP esta presente em 5% da populacdo e cerca de 20 a 30%
dos casos podem evoluir para amputacdo do membro inferior acometido, mesmo com 0s
tratamentos hoje existentes. A ET apresenta-se como uma ferramenta promissora para a
resolucao dos problemas cardiovasculares, particularmente para os que afetam as artérias
de pequeno diametro (<5 mm), sendo factivel a producdo de enxertos vasculares
aut6logos, sob a 6tica da medicina personalizada. O objetivo deste trabalho foi construir
de um modelo experimental de vaso sanguineo para enxerto, utilizando técnicas de ET
para a diferenciacio de células tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM™) em
células endoteliais. Inimeras etapas metodoldgicas foram necessdrias: identificagdo da
melhor forma de descelularizar as veias de animais doadores para confec¢do do
arcabouco (scaffold), onde foram comparados 3 diferentes protocolos utilizando os
detergentes Triton X-100, deoxicolato de sédio (DS) e dodecil sulfato de sédio (SDS);
obtencdo, expansdo e caracterizacdo por citometria de fluxo com anti-CD90 de CTM*;
comprovacio da adesdo das CTM"™ sobre o scaffold utilizando imunofluorescéncia e o kit
Qtracker; estabelecimento do indice de apoptose das CTM"™ sobre o scaffold
descelularizado por eventual residuo quimico; andlise histolégica por HE e realizacio de
imunohistoquimica com anti-fascin dos scaffolds povoados com CTM®. Foram obtidos e
descelularizados 90 segmentos de veias jugulares e cavas, sendo comparados 11
diferentes protocolos de descelularizacdo. Os protocolos que tiveram melhor desempenho
quanto a descelularizagdo foram os com DS a 1% em agitacdo por 2h, DS 2% por 1h e
SDS 1% por 2 h. Os protocolos utilizando Triton X 100 ndo foram eficazes. Nao houve
diferenca relevante quanto ao indice de apoptose entre os melhores protocolos de
descelularizacdo. A caracterizacdo fenotipica das células em cultura mostrou-se positiva
com anti-CD90 em mais de 96% das células, o que comprova qualitativamente as CTM™
utilizadas nos experimentos. Dois experimentos envolvendo a montagem ex vivo dos
vasos sanguineos foram realizados. No primeiro experimento o scaffold foi embebido
com soro fetal bovino (SFB) antes da colocacio das CTMs. Houve a inducdo da
formacdo de tecido adiposo em grande quantidade. No segundo experimento, sem a
adicdo de SFB, houve insucesso na colonizacdo dos scaffolds em 8 amostras (50%),
houve coloniza¢do nas demais amostras, observando-se a formagao de endotélio em 7
amostras (44%) e miusculo cardiaco em 1 amostra. Os resultados obtidos estdo
relacionados a diferentes fatores envolvidos no processo de cultura celular, porém com
grande influéncia do tipo de tratamento aplicado para descelularizacdo do scaffold,
mesmo assim, estes sdo promissores e permitem a oportunidade de melhoria no processo
de obtencdo de auto-enxertos “engenherados”.

Palavras chave - Doenga Arterial Periférica. Células Tronco. Terapia Celular.
Neovasculogénese.
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Abstract

ABSTRACT

Stem cells (SC) cultivation and the development of new techniques to promote tissue
differentiation evolved to new medicine fields of research: cell therapy and tissue
engineering (TE). The current limitations in medicine rely on TE for new therapies as
they provide regeneration and substitution of the damaged tissue. Within therapeutic
limitations are the peripheral arterial obstruction diseases (PAD). PAD affects 5% of
population and about 20-30% of cases may progress to amputation of the limb, even if
the treatments that exist today. TE is a promising tool for cardiovascular diseases,
especially those where the vessel is a small caliber artery (<5 mm), as it is possible to
recreate the structure of the vessel with autologous vascular grafts from the perspective of
personalized medicine. This research aimed to propose the creation of an experimental
blood vessel using TE techniques and adipose-derived stem cell differentiation into
endothelium. Several techniques were required: to gather enough veins and remove its
cells, using three different protocols with Triton X 100, sodium deoxycholate (SD) and
sodium dodecil sulfate (SDS); to obtain, cultivate and characterize adipose-derived stem
cells with the CD90 marker and flow citometry; to prove the cells could adhere to the
scaffold using immunofluorescence and Qtracker ® kit; to establish the cell apoptosis on
the scaffold for possible chemical residue; histology and immunohistochemistry on the
cell seeded scaffold using the fascin marker. Were obtained 90 jugular and cava vein
segments and were decellularized, withing 11 different protocols. The best protocols
were 2h of 1% SD, 1h of 2% SDS and 2h of 1% SDS. The protocols where triton were
used gave no good results. There was no relevant difference between the apoptosis on the
best protocols. The characterization of the adipose-derived stem cells in culture was
positive with CD90 marker in more than 96%, which confirms qualitatively the type of
the cells used in the experiments. Two experiments to obtain cell seeded vein scaffolds
were carried out. In the first experiment, the scaffold was soaked with fetal bovine serum
(FBS) before the cells were seeded. There was induction of the formation of adipose
tissue in large quantities. In the second experiment without the addition of FCS, was
unsuccessful in the colonization of scaffolds in 8 samples (50%) were colonized in the
other samples, observing the formation of endothelium in 7 samples (44%) and cardiac
muscle in a sample. The obtained results are related to different factors involved in cell
culture, but with great influence on the choice of type of treatment applied to the scaffold,
but are promising but are promising to obtain vessels by cell engineering.

Key words - Peripheral Arterial Disease. Stem Cells. Cellular Therapy.
Neovasculogenesis.
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I - Introducao
I.1- Aspectos Gerais

O cultivo de células tronco (CT) e a descoberta de técnicas que promovem a
diferenciacdo tecidual apontam para novos dominios da medicina: a terapia celular e a
engenharia de tecidos. Estes novos dominios fazem interface, mais recentemente, com a
denominada medicina translacional. As limitacdes da medicina atual, especialmente nas
novas especialidades, encontram na engenharia de tecidos (ET) uma nova possibilidade
terapéutica, com tratamentos regenerativos ou substitutivos para os tecidos danificados.

A ET apresenta-se como uma ferramenta promissora para a resolucdao dos
problemas cardiovasculares, particularmente para os que afetam as artérias de pequeno
didmetro (<5 mm), sendo factivel a producdo de enxertos vasculares autologos, sob a
Otica da medicina personalizada. Isso envolve varias etapas distintas e interligadas,
como a captacdo de veias para a formacao de bancos, os processos de descelularizacdao
para a descaracterizacdo dos antigenos de histocompatibilidade, conservacdo dessas
estruturas que sdo denominadas scaffolds, coleta de células tronco mesenquimais
(CTMs) dos pacientes candidatos a receber um enxerto, seguido de uma fase
laboratorial de expansdo celular in vitro para posteriormente construir-se o modelo ex
vivo do enxerto. Neste modelo as CTMs do paciente, uma vez expandidas, serdo
colocadas no scaffold que servird de “andaime” no qual as células vao se aderir,
proliferar e diferenciar, secretando os outros componentes da matriz extracelular
(MEC), sobre a estrutura de coldgeno, recompondo a estrutura da artéria. O arcaboucgo
tridimensional (3D) deve fornecer a for¢ca mecanica inicial para resistir a pressao arterial
sistémica in vivo, além das forcas de tra¢do do tecido aumentadas pela movimentagao,
até que as células musculares lisas vasculares e os fibroblastos reforcem a MEC da
parede do vaso, dando-lhe maior elasticidade. Portanto, a escolha do scaffold é crucial
para orientar as células na recomposi¢cao da MEC, da forma e do tamanho desejado.
Virios tipos de scaffolds tém sido usados para a reconstru¢do de vasos sangiiineos que
podem ser classificados como naturais ou sintéticos. Dentre os naturais encontram-se 0s
scaffolds bioldgicos e matrizes descelularizadas, enquanto que os sintéticos possuem
uma gama importante de produtos, sendo os mais promissores os denominados
poliméricos biodegradaveis.

Em Cirurgia Vascular, a perspectiva de estudos com CT pode apresentar-se

como uma alternativa terapéutica para os casos de isquemia arterial periférica. Estima-
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se que 5% da populagdo com idade superior a 50 anos seja portadora de doenca
isquémica periférica (1, 2). Essa situacdo clinica decorre do processo degenerativo da
parede arterial, sendo mais comumente causada por aterosclerose, sendo entdo
denominada doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) (3, 4). Sua etiologia ¢é
multicausal e ndo hé tratamento especifico, sendo associada com varios fatores de risco,
como: idade avancada, diabetes mellitus, hipertensdo arterial sist€mica, tabagismo,
hiperlipidemia, fatores genéticos entre outros (4). Apresenta-se como uma doenca
progressiva, evoluindo com a limitagdo do espago de deambulacdo do paciente,
chegando ao acamamento e posteriormente, nos seus estdgios mais criticos, passando a
causar dor em repouso e até gangrenas do membro inferior acometido. Nessa fase de
isquemia critica, quando ndo tratada corretamente ou quando ndo hd alguma proposta
cirdrgica para restaurar a circulacdo arterial do membro acometido, hd alto risco de
perda da viabilidade funcional do membro afetado (4). Entre 20 a 30% dos pacientes em
estado avancado da doencga, o tratamento restaurador por qualquer dos métodos
cirdrgicos hoje existentes ndo é factivel. Em geral, isso se deve a gravidade do
comprometimento da circulagdo arterial e a sua extensdo até os vasos de calibre
reduzido, o que limita a realizagdo de técnicas cirurgicas restauradoras e a amputagcao
acaba sendo o unico tratamento possivel (1, 5). Nos casos onde € possivel a realizacdo
de uma cirurgia restauradora através da confeccdo de uma ponte, ainda hd casos de
dificil solugdo, principalmente quando o paciente ndo dispde da veia autéloga para sua
confeccdo. Em alguns casos podem-se utilizar materiais sintéticos como o
politetrafluoreto expandido (PTFE) ou o Dacron. Porém, € conhecido que estes
materiais sintéticos apresentam baixa tolerancia a infec¢des e desfecho muito
desfavordvel quando isso ocorre, além da menor paténcia destes enxertos quando
realizados em derivacdes longas, abaixo do joelho, que acabam por evoluir com
trombose precoce (5, 6). Surgem, entdo, os desafios para se desenvolver novos
substitutos arteriais para os casos onde a ponte precisa ser implantada abaixo do joelho
e que apresente maior tolerancia as infec¢des. Produzir enxertos para solucionar estas
lacunas, é uma realidade em ET gracas aos avangos conseguidos nas pesquisas com
células tronco.

O processo embriologico de formagdo dos vasos sanguineos € a fonte
inspiradora para os modelos de engenharia celular (Figura 1). Durante o periodo
embriondrio, a formacdo dos vasos sanguineos tem origem do mesoderma. Inicialmente

sao formadas pequenas ilhotas totalmente isoladas de tecido endotelial. Tem inicio a
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formacdo de células sanguineas a partir das células imaturas presentes no interior das
ilhotas primitivas, sendo estas as primeiras hemadcias fetais. As ilhotas se desenvolvem
por mitose e aos poucos se fundem, dando inicio ao sistema vascular fechado. Em
seguida formar-se-d0 as camadas musculares e serosas das paredes vasculares,
derivadas das células pouco diferenciadas do mesoderma circundante, o que vem

conferir resisténcia as artérias e complacéncia as veias (7).
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Seio venoso

Acra dorsal

Arcos admicos
A Artéria umbilical

Cavidade amnidtica

8

Amnio

— | ™ ) /
LT

Figura 1. Embriologia do Sistema Circulatério
Fonte: http://www.forp.usp.br/mef/embriologia/circulatorio.htm

Historicamente, Asahara et al. publicaram em 1997 a descri¢cdo detalhada do
isolamento das células progenitoras endoteliais para angiogénese, 0 que se apresentou

como uma nova fonte para pesquisas da neoangiogénese e neovasculogénese (8).

Estudos tém demonstrado que é possivel realizar in vitro a diferenciacdo das CT

adultas, nos tecidos da parede do vaso sanguineo como o endotelial e o musculo liso (9-

13). Weinberg & Bell (1986) produziram o primeiro protétipo de vaso sanguineo
produzido através de engenharia de tecidos (ET), e desde entdo se tem buscado formas
para unir as técnicas de engenharia celular com os conhecimentos de diferenciacdo das
CT (14).

Frente aos desafios da terapéutica clinica e cirturgica do paciente portador de

aterosclerose, dos conhecimentos atuais da pesquisa com ET, das limita¢des ainda ndo
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vencidas na busca de proporcionar novas alternativas de tratamento, serd apresentada
uma revisao sobre o assunto e as técnicas por nds desenvolvidas nessa linha.

Espera-se, com isso, que futuramente possa ser produzido, através do
desenvolvimento de técnicas complementares de ET, um substituto arterial autélogo,

com qualidades semelhantes ao vaso sanguineo original para o uso clinico (10, 15).

I-2. Células Tronco

As CT foram primeiramente descritas por Friedenstein et al (1966) (16).
Descobriu-se que estas células aderem a placas de cultura, assemelham-se a fibroblastos
e formam coldnias in vitro (17). Estas células sdo imaturas, multipotentes, de populagado
heterogénea e apresentam como caracteristicas essenciais a auto-replicacdo, a
capacidade de dar origem a vdrios tipos de tecidos do organismo, além de apresentar
notdvel capacidade regenerativa e proliferativa (18). Todas essas caracteristicas fazem

delas uma fonte potencial para a ET (19-21).

A medula 6ssea possui as CT hematopoiéticas adultas, que originam
progenitores linféides e mieldides, e as CT ndo hematopoiéticas adultas, dentre as quais
se encontram as células progenitoras endoteliais, as células tronco mesenquimais, as
células progenitoras multipotentes, as marrow-isolated adult multilineage inducible

(MIAMI) e CT muito pequenas semelhantes as embriondrias (19).

As CTMs ja foram obtidas de quase todos os tecidos conjuntivos, sendo que
primariamente foram caracterizadas na medula 6ssea (MO). Estas tém a capacidade de
se diferenciar em vdrias linhagens mesodérmicas quando mantidas em cultura celular e
estimuladas com fatores de crescimento e diferenciacdo especificos, como ostedcitos,
adipdcitos e condrécitos, bem como, células endoteliais e musculares lisas, revelando

potencial de plasticidade (18, 22) (Figura 2).
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Figura 2. Plasticidade da Célula Tronco Adulta.

From: http.//stemcells.nih.gov/info/ . (© 2001 Terese Winslow, Lydia Kibiuk, Caitlin Duckwall).
Acessado em 8/5/2010

A fragdo estromal do tecido adiposo (TA) representa uma fonte alternativa para
obtencdo de CTMs e de células progenitoras endoteliais. Estas tém se tornado foco de
investigacOes para comprovar sua equivaléncia com as obtidas de medula 6ssea.
Confirmou-se que as CTMs estdo presentes no TA em grande quantidade, chamadas de
células tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM™), que sdo multipotentes, tém alta
capacidade de replicacdo e formacdo de colonias, com vantagens potenciais em sua
obtencdo, visto que o procedimento de coleta requer técnica cirirgica mais simples,
além da confirmacdo da sua aplicabilidade em engenharia de tecidos (9). Contudo, a
metodologia laboratorial de processamento para obten¢do das CTMs depende do tecido
de origem, portanto trabalhar com tecido adiposo requer o aprimoramento de processos
de forma diferente daquele empregado para medula dssea. Sdo descritas duas técnicas
para a manipulagdo do TA que sdo a digestdo enzimatica e a dissociagdo mecanica. Para
a técnica de digestdo, a enzima de eleicao é a colagenase. O método de dissociacdo
mecanica, apesar de estar descrito a muito tempo, tem sido pouco usado. A populacdo
de CTMs obtidas podem ser expandidas e posteriormente utilizadas para diferenciacdo e

regeneracgao tecidual (Figura 3).
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Figura 3. Multipoténcia das CTM" e MO

From: Lee RM, et al. Characterization and expression analysis of mesenchymal stem cells from human
bone marrow and adipose tissue. Cel. Physiol. Biochem. 2004, 14: 311-24

A Sociedade Internacional para Terapia Celular estabeleceu os critérios de
defini¢do laboratorial para caracterizacdo das células como CTM, ter as seguintes
caracteristicas obrigatorias: ser aderente ao frasco de cultura durante vdrias passagens;
ser capaz de se diferenciar em cartilagem, tecido dsseo e tecido adiposo. Devem
expressar os seguintes antigenos de superficie de membrana (clusters of differentiation
— CD) CD29, CD44, CD71, CD73, CDY0, CD105, CD106 e CD166, e ndo devem
expressar c-kit, CD11b, CDI14, CD19, CD34, CD45, CD79a e os antigenos
leucocitarios humanos (human leukocyte antigen - HLA-DR) (18, 20, 23). A expressao
desses marcadores € varidvel e isso ocorre em fun¢do da origem tecidual, do método de
isolamento e cultura e da espécie estudada (24).

O uso dessas células em medicina regenerativa implica em isolamento e
expansdo sem a perda da capacidade de pluripoténcia, além da proliferaciao no estado de
diferenciagdo (25, 26). Muitos estudos t€m isolado as CTMs e tem controlado in vitro a

sua diferenciacdo em tecido cartilaginoso e osso utilizando fatores de crescimento
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especificos, com o objetivo de usar esta nova tecnologia no reparo desses tecidos
quando lesados (27).

A diferenciacdo celular é um processo que leva a expressao de caracteristicas
fenotipicas de células maduras in vivo e isso ndo € um fato irreversivel (28). A
diferenciacdo celular é um processo natural pelo qual é mantida uma constante
renovacdo tecidual ou em resposta a lesdes que requerem reparacdo tecidual.
Fisiologicamente a diferenciacdo se faz pela indu¢do de condi¢des locais como alta
densidade celular, interacdes célula-célula e célula-matriz, além da presenca dos fatores
de diferenciacdo enddgenos. Esta claro que sdo necessdrias condi¢Oes apropriadas de
meio ambiente, além dos fatores de diferenciacdo para que esse processo possa ocorrer

também in vitro assemelhando-se ao natural (28).

1.3 - Vaso Sanguineo

Os vasos sanguineos sdo histologicamente formados por trés camadas, sendo
chamadas, da face luminal para fora, de tinica intima, tinica média e tinica adventicia. A
composi¢cdo de cada camada € varidvel de acordo com o tipo e calibre do vaso. A parede
vascular, com excec¢do dos capilares, apresenta uma arquitetura complexa e propriedade
mecanica unica, estruturada a partir de trés tipos de células: células endoteliais (CE) na
tinica intima; células musculares lisas (CML) na tinica média; e fibroblastos na tinica
adventicia. Dentre elas, as CE e as CML tém papel principal na manutencdo da

integridade do vaso sanguineo e das suas propriedades mecanicas (29) (Figura 4).

Luz Endotélio Adventicia (tecido fibroelastico)

Musculo Liso

Membrana elastica (tecido
fibroelastico)

Figura 4. Modelo Tridimensional do vaso sanguineo

Fonte: http://greenfield.fortunecity.com/rattler/46/veins.htn
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As CE sdo poligonais, uniformes, arranjadas em monocamada (como ladrilhos
alongados), paralelas ao fluxo sanguineo, medindo entre 25 e 50um de largura, sdo
achatadas podendo medir até 3um de espessura na regido que contém o nicleo. Como
caracteristica diferencial, as CE além de conter todas as organelas comuns a todas as
células, apresentam uma organela especial chamada de corpusculo de Weibel-Palade, que
armazena o Fator de von Willebrand (FvW) e a p-selectina. Convém salientar que as CE
contém microfilamentos de actina e miosina em seu citoesqueleto, o que lhe confere
contratilidade (4).

Certamente, a caracteristica histologica dos vasos sanguineos depende de sua
localiza¢c@o no organismo, seu calibre e sua funcdo. Porém, levando em consideracdo as
artérias de médio e grande calibre, conhecidas por artérias eldsticas, apresentam a
seguinte conformacdo: tdnica intima - contendo o endotélio, subendotélio e lamina
eléstica interna; tunica média — contendo células musculares lisas organizadas de forma
helicoidal, fibras e lamelas elasticas, fibras reticulares (coldgeno tipo III), proteoglicanas
e glicoproteinas e lamina eldstica externa; tinica adventicia — consistindo de coldgeno
tipo I e fibras eldsticas, se continuando com o tecido conjuntivo no qual o vaso estd

inserido (29) (Figura 5).

Figura 5. Artéria Eldstica — artéria de médio e grande calibre

Fonte: Junqueira LC, Carneiro J. Histologia Bdsica. 10 th ed. RJ. 2004
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1.4 — Funcio Endotelial

Inicialmente, a célula endotelial foi considerada uma barreira anatomica de
prevengdo para o extravasamento do sangue para o meio externo. Sabe-se que o endotélio
vascular representa um sistema complexo, metabolicamente ativo e que mantém a
homeostase do organismo através do controle do tono vascular, da regulacdo do
transporte de solutos, do controle do crescimento celular local, deposi¢cdo da matriz
extracelular, protegendo o vaso sanguineo contra injurias das substincias transportadas
pelo sangue e regula respostas hemostaticas, inflamatdrias e reparativas locais. Avanco
fundamental para compreensdo da fisiologia vascular foi quando se demonstrou que as
CE contribuem ativamente na modulacdo do tono vascular atuando sobre o musculo liso
da parede, através da producdo e liberacdo de: fatores de contragdo (EDCFs) como
endotelina-1 (ET-1), tromboxano A, (TX-A;), prostaglandina H, (PGH,), e anions
superdxido; e fatores de relaxamento (EDRFs) como prostaciclina (PGIl,), fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), e 6xido nitrico (NO) (4).

Normalmente, hd predominio na liberacio de EDRFs pelo estimulo de
neurotransmissores, hormonios, substincias derivadas das plaquetas e do sistema de
coagulacdo, EDCFs e pela tensdo de cisalhamento do proprio fluxo sanguineo. O NO € o
mediador primdrio da vasodilatacdo (30, 31). Assim, o endotélio intacto, frente a
agregacdo plaquetdria, libera EDRFs que atuam no musculo liso promovendo a inibi¢ao
da perpetuacdo do processo, atuando como um feed back negativo (4).

As CE, além de sua interface com carga negativa antitrombosante, produzem
ainda substancias que atuam na regulacdo da trombose como a substincia ativadora do
fator VII, Fator de von Willebrand (FvW), anti trombina III, macroglobulina-o2,
tromboplastina inativada e possui em seu glicocdlice sulfato de heparan. Produz enzimas
que participam de importantes reacdes anabolicas e catabdlicas do organismo, como
oxirredutores, hidrolases, adenilciclases, descarboxilases, monaminoxidade e
colinesterase, além de apresentar receptores para numerosos agentes vasoativos como a
noradrenalina, acetilcolina, 5-hidroxitriptamina, propranolol, angiotensina II e
histaminas. Produzem ainda, quando estimuladas, moléculas de adesdo leucocitdria
(Endothelial Leucocyte Adhesion Molecule - ELAMs) que tem grande importancia nos

fendmenos inflamatoérios (4, 32, 33).
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L.5 — Lesao Endotelial e Aterosclerose.

A formacdo da placa ateromatosa tem seu inicio com uma lesdo endotelial
cronica motivada por um fator de risco, seguida pelo aumento da permeabilidade
endotelial. Uma crescente lista de fatores clinicos vem sendo implicados na disfuncao
endotelial: dislipidemia, hipertensdo arterial sist€émica, tabagismo, aterosclerose, diabetes
mellitus, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertensdo pulmonar, deficiéncia de
estrogeno e o processo de envelhecimento propriamente dito, entre outros (4). A
disfuncdo endotelial ¢ um estado de que envolve a ativagdo de diferentes sistemas, nos
quais as CE promovem a produ¢do de moléculas de adesdo a plaquetas e mondcitos,
desequilibrio das substincias vasodilatadoras e vasoconstritoras e a producdo de fatores
de crescimento. Isso se deve ao estresse oxidativo, elevado pela presenca de altos niveis
de LDL (low density lipide) oxidados na parede arterial, causando prejuizo na produgio
de fatores vasodilatadores como o NO e a PG 12, com conseqiiente espasmo arterial. A
LDL oxidada é quimiotdtica para mondcitos e leucdcitos e estimula a proliferacdo de
musculo liso, originando auto-anticorpos e imunocomplexos que favorecem a migracao
para a intima. Estas se transformam em macréfagos e células espumosas ao promoverem
fagocitose de LDL, dando assim inicio a formacao do depdsito lipidico na parede do vaso
(34-39). Ocorre também agregacdo plaquetdria nas areas desnudas de endotélio, migragao
das CML da média para intima onde se proliferam e produzem matriz extracelular.
Incorpora-se a restos lipidicos, além de ocorrer queda das substincias antioxidantes,
permitindo que os radicais livres atuem de forma viciosa na peroxidacao lipidica (40).

A doencga aterosclerdtica pode apresentar-se em qualquer parte do sistema
circulatério, com maior ou menor gravidade. Quando acomete o sistema circulatdrio
arterial periférico, mais comumente os membros inferiores, onde se caracteriza por
DAOP. Clinicamente, decorre da diminuicdo da oferta de nutrientes e oxigénio para os
tecidos distais ao segmento arterial obstruido. Manifesta-se de forma gradual, com
evolucdo progressiva, de forma lenta ou rdpida e pode ter sintomas de intensidade
varidvel. O paciente passa a apresentar dor ao deambular, o que se caracteriza pela
claudicacao intermitente, ou seja, dor referida na panturrilha ao caminhar determinada
distancia e que melhora com um intervalo de tempo em repouso. Seu ultimo estigio
clinico se caracteriza por isquemia critica do membro acometido, passando a apresentar
claudicacao incapacitante, dor em repouso, lesdes tréficas e finalmente gangrenas, o que
geralmente requer alguma intervencdo cirdrgica. Nos casos mais complexos, onde se

esgotam as possibilidades de revascularizagdo, freqiientemente sdo necessarias
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amputacdes nos seus mais diversos niveis, o que se apresenta como uma debilitacdo para
o paciente, que perde tanto em qualidade de vida como também passa a apresentar
limitacdes para o trabalho, aumentando o custo social e finalmente pode levar a morte,
por razdes diretas ou indiretas. Segundo o ultimo consenso internacional TASC II (Inter-
Society Consensus for the Management of Peripheral Arterial Disease) (5, 41), as taxas
de paténcia dos enxertos em cinco anos sdo varidveis e dependem do territério arterial
tratado e o tipo de material empregado na revascularizagdo. Porém, para os casos de
oclusdo do segmento femoro-popliteo abaixo do joelho, onde sdo necessarios enxertos
longos, os que sdo realizados com veia autéloga mantém 74-76% de paténcia em cinco
anos contra 39-52% quando realizados com PTFE e, portanto hd um ntimero significativo
de complicacdes tardias no seguimento desses pacientes (5, 41). Portanto, todo
investimento em tecnologias para a recuperacdo da circulacdo desses pacientes
beneficiam todas as esferas sociais, justificando pesquisas que buscam a melhoria das

opgoes disponivelis.

1.6 — Engenharia Celular em Vasos Sangiiineos

Desde o modelo proposto por Weinberg & Bell (1986) para confec¢dao de um
vaso sanguineo através de ET, com a utiliza¢do de cultura de musculo liso e endotélio,
coletados de veia nativa e expandidos em laboratdrio, tem-se buscado novas alternativas
através da diferenciacdo de CT nos tecidos que compde o vaso sanguineo (14).

As caracteristicas de um bom arcaboug¢o 3D devem incluir a biocompatibilidade,
manter estrutura tubular, fornecer resisténcia de parede para suportar as tensdes
mecanicas de tracdo e hemodinamicas a fim de manter-se integro apds sua implantacao.
Além disso, € interessante que seja um bom carreador, permitindo a liberacdo e o
transporte de substancias sinalizadoras, facilite a adesdo celular, apresente
biodegradabilidade, mantenha uma boa integracio com os tecidos nativos, tenha
elasticidade e porosidade para permitir a migracdo celular (42).

Alguns estudos suportam a idéia de usar a VD como scafolld para implantar CT
e desenvolver um vaso sanguineo biocompativel a partir da diferenciacdo de CT em
endotélio, porém na literatura observa-se prevaléncia do uso de biopolimeros
degradaveis com essa finalidade (42-46).

Estudos recentes tém procurado associar o uso de fatores de crescimento (FC)

para a diferenciacio de CTMs em endotélio. Os FC mais comumente utilizados como
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aditivos para o meio de cultura sdo o fator de crescimento de endotélio vascular
(vascular endothelial growth factor - VEGF) e o fator de crescimento de fibroblastos (3
fibroblast growth factor - FGF) (36). Entretanto, uma série de combinacdes de fatores
de crescimento pode ser encontrada na literatura, fazendo-se necessario a realizacdo de
mais estudos para real compreensdo das suas funcdes em cada situagdo.(47)

A caracterizagdo das CE produzidas pode ser feita por imunohistoquimica e
citometria de fluxo, usando um amplo painel de marcadores anti CD14, CD31, CD34,
CD54, CD105, CD133, CD141, CD143, CD144, CD145, CD146 entre outros (48-50).
Entretanto, a maioria desses marcadores monoclonais ndo estd disponivel para o modelo
utilizando coelhos, o que é um fator limitante para as pesquisas experimentais com esse

animal.

1.7 - Plaquetas e seus Fatores de Crescimento

A plaqueta sanguinea ou trombdcito € um fragmento citoplasmatico anucleado
derivado do megacariécito, formado na medula 6ssea como as demais células do
sangue. No ser humano normal, h4 entre 150.000 a 400.000 plaquetas/mm’ de sangue.
Seu didmetro € de 1,5 a 3,0um e o seu tempo médio de vida é de cinco dias, sendo
depois desse periodo destruida no bago. Sua principal fungdo € a de atuar no processo de
coagulacdo sanguinea, aderindo inicialmente ao subendotélio do tecido lesado que
expde coldgeno. E ativada pelo FvW secretado pelas CE, aderindo-se entre si, mudando
sua conformacdo com a emissdo de pseuddpodes e liberando o conteddo de seus
granulos. Forma-se entdo, no processo inicial de coagulacdo, um trombo branco que
serd posteriormente estabilizado (4, 51).

A plaqueta € estruturalmente dividida em: 1- zona periférica, que é constituida
pela membrana plasmadtica, pelo citoplasma cortical e estruturas associadas. Afi estdo
presentes as glicoproteinas (GP): integrinas e selectinas; 2- zona sol gel, que é
constituida pela matriz do citoplasma plaquetério, incluindo seu citoesqueleto; 3- zona
das organelas, onde encontram-se as organelas subcelulares envolvidas nos processos
metabodlicos e no estoque de enzimas. Especificamente em seus granulos alfa, sdo
encontrados os fatores mitogénicos, como o PDGF, VEGF, TGFp, FGF, EGF, IGF,
além de outras proteinas. Possuem ainda os corpos densos, lisossomos, peroxissomos
entre outras organelas (52-55). Dois dos fatores de crescimento acima citados, o PDGF

e o VEGF tem papel crucial na regulacdo das células endoteliais durante a constituicdao
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da parede do vaso, porém seu envolvimento na regulacdo das CTMs durante a
vasculogénese ndo é bem conhecido em funcio da extrema complexidade do tema (56).

As proteinas da familia do fatores de crescimento derivados de plaquetas
(platelet derived growth factor — PDGF) constituem um sistema de sinaliza¢do versatil
composto por quatro ligantes reconhecidos pelas letras A, B, C. e D, produzidos e
armazenados nos granulos o. Dentro dos granulos plaquetarios estas moléculas estdo na
forma inativa. A ativacido das moléculas de PGDF estd relacionada com a sua liberacao
e interacdo com receptores de membrana tirosina-quinase (PDGFRo). Durante o
desenvolvimento embriondrio e mesmo de reparacdo de lesdes teciduais, o conjunto de
sinalizadores PDGF/PDGFRa tem sido apontado como mediador de amplo espectro
para funges criticas na embriogénese, organogénese e vasculogénese. E conhecido que,
in vivo, os fatores de crescimento vasculares (VEGF) se apresentam em niveis muito
baixos nos tecidos normais, mas em situacdes de reparo e regeneragdo tissular, a
expressao desses fatores sofre um up-regulation.

Estudos recentes tém levado em consideragdo a complexidade da composi¢cdo
plaquetdria e que ela apresenta-se como importante fonte de produciao e armazenamento
de fatores de crescimento para reparacdo tecidual. Tém-se buscando ampliar a sua
utilidade como aditivo para curativos em busca da cicatrizagdo de feridas, auxilio em
cirurgias ortopédicas, cirurgias pldsticas, odontologia entre outros. O LEC do
Hemocentro de Botucatu tem mantido uma linha de pesquisa baseado na purificacao dos
hormoénios plaquetdrios para a composicao de gel laminar de uso em curativo tépico, o
qual se comprovou como promotor de cicatrizacdo, induzindo a neovascularizagao.
Além disso, produziu-se um scaffolds 3D na forma de carpete de micro granulos, onde
foi possivel incorporar CTMs para inducdo de diferenciacdo em tecido adiposo e
condroécitos. (19) Acredita-se que os hormonios derivados de plaquetas possam ter a
capacidade de regenerar o endotélio vascular a partir de células tronco por ter, entre
seus fatores de crescimento, quantidade significativa de VEGF e FGF, justificando parte

do presente estudo(55).

I.8 — Descelularizacao da Veia

Atualmente, tem-se usado suportes bioldgicos derivados de tecido e 6rgaos

descelularizados em estudos pré-clinicos com animais, além de algumas aplicacoes
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clinicas em humanos (57, 58). A utilizacdo desses materiais naturais apresenta
vantagens bioldgicas, porém, € necessario que se fagca um preparo rigoroso para garantir
a descelularizacdo dos mesmos e assim evitar a reacdo imunoldgica no receptor (59,
60).
Segundo Lopes (2009) “a descelularizagdo de matrizes homdlogas
ou heterdlogas sdo técnicas promissoras para evitar a faléncia do
enxerto induzida pela resposta imunolégica. Recentes estudos sugerem
gue heteroenxertos descelularizados induzem a uma resposta
inflamatéria diminuida por parte do receptor e sdo capazes de
progressivamente serem repovoadas por células autdlogas. Esses
fatores possibilitam, pelo menos em teoria, melhorar a sobrevida tardia

dos enxertos implantados” (61).

Antigenos celulares xenogénicos e alogénicos sdo reconhecidos como estruturas
estranhas ao hospedeiro e assim induzem uma resposta inflamatéria ou uma rejeicao
imuno-mediada ao tecido (33). Portanto, o objetivo dos processos de descelularizacdo é
remover todo o material celular e nuclear, porém preservando a estrutura tridimensional,
a atividade bioldgica e a integridade mecénica da matriz extracelular restante (42, 57,
59, 60, 62). O desafio das técnicas de descelularizac@o estd na escolha das substancias
quimicas, para que estas tenham um efeito residual minimo e com isso ndo inibir o
crescimento celular apds implantacdo da matriz no organismo (60). Os melhores
protocolos descritos na literatura especializada incluem a combinacdo de técnicas
fisicas, quimicas e enzimadticas usadas separadamente ou em conjunto a depender do
tipo de tecido que espera-se descelularizar (60).

A utilizacdo de tecidos descelularizados, halogénicos ou xelogénicos, como
arcabouco (scaffold) para o implante de células tem como objetivo mimetizar o tecido
ou estrutura original. Em pesquisas recentes, esta técnica vem apresentando algumas
vantagens técnicas em relacdo aos materiais sintéticos, e dessa forma, isso também pode

ser investigado como uma alternativa para regeneracdo de vasos sanguineos (63-67).
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IT - Objetivos

I1.1 — Objetivo Geral

Propor a constru¢do de um modelo experimental de vaso sanguineo para enxerto

utilizando técnicas de engenharia de tecidos com a diferenciacio de CTM" em CE.

I1.2 — Objetivos Especificos

Desenvolver e validar técnicas para descelularizacdo de veias retiradas dos
animais doadores;

Analisar a toxicidade dos diferentes métodos de descelularizagdo empregados
pela determinacdo do indice de apoptose pela caspase-3;

Obter, expandir e caracterizar CTMs a partir de tecido adiposo de coelho;
Comprovar a adesdo das CTM"™ sobre o scaffold;

Construir um modelo tridimensional (3D) a partir das veias descelularizadas
como scaffold para a adesdo de CTM";

Diferenciar células endoteliais vasculares a partir de CTM"™ sobre o scaffold
3D como modelo de enxerto vascular.

Realizar a caracterizacdo histologica das células endoteliais aderidas ao

scaffold.
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II1 - Materiais e Métodos

Este projeto foi desenvolvido com estrita colaboragdo da equipe de Cirurgia
Vascular do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu (FMB); do Laboratorio de Cirurgia Experimental do Departamento
de Cirurgia e Ortopedia; do Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro de
Botucatu (LEC), do Servico de Anatomia Patolégica da FMB; e do Servico de
Morfologia do Laboratério de Imunohistoquimica do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Botucatu (IBB). Esta parceria mostra que trabalhos de engenharia celular
com vistas a Terapia Celular necessitam equipes multidisciplinares unidas em prol de

objetivos claramente definidos.

Animais

Foram utilizados 15 coelhos adultos, fémeas ndo prenhas da raca Nova Zelandia,
linhagem Botucatu , com peso entre 2,5 e 3 kg para a realizacio de todos os
experimentos. Os animais foram previamente anestesiados por via intramuscular com
Zoletil® na dose de 15,0 — 30,0 mg/kg de peso associado ao cloridrato de xilazina
(Anasedan®) a 2% na dose de 4 mg/kg de peso. As dreas de acesso para retirada de
tecidos foram previamente tricotomizadas e em seguida submetidas a assepsia com
polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I). Todos os procedimentos foram realizados utilizando
campos cirurgicos, luvas e materiais cirdrgicos estéreis.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio

Animal adotado conforme protocolo de aprovagdo n® 711.

Para atender os objetivos tracados, etapas bem definidas foram estabelecidas.

Para o desenvolvimento das técnicas empregadas, etapas distintas foram necessarias:
1- Obtencdo das veias e das amostras de tecidos adiposos dos coelhos;

2- Protocolos de descelularizagdo da veia para obtencdo do scaffold e

processamento histoldgico;
3- Testes de toxicidade residual dos scaffolds;

4- Preparo e expansdo das CTMs derivadas de TA;

40



5- Caracterizacdo por Citometria de Fluxo das CTM";

6- Testes de marcacao e adesdo das CTM"™ ao Scaffold,
7- Diferenciacdo e caracterizagao celular;
8- Dosagem do FvW do sobrenadante das culturas.

Etapa 1 — Obtencao das veias e das amostras de tecidos adiposos dos coelhos

Apds o procedimento de anestesia, conforme descrito anteriormente, foram
retiradas cirurgicamente amostras de TA interescapular, veias jugulares e as veias cava
dos cinco animais. Os fragmentos de TA foram colocados individualmente em tubos
Falcon® de 50ml com tampao Roswell Park Memorial Institute 4cido n-(2-
hidroxietilo)-piperazina-n"-2-etanesulfonico (RPMI HEPES - Invitrogen®) com
antibidtico e antimicético (Estreptomicina e Anfotericina B) (Figura 6). As veias foram
lavadas interna e externamente com soro fisiolégico 0,9% e heparina ndo fracionada
1000UI/100ml para retirada criteriosa do sangue e colocadas em tubo Falcon® estéril
com meio de transporte, sendo que no total foram processados 90 fragmentos de 2 cm,
conforme detalhado no fluxograma abaixo (Figura 7). Os materiais coletados foram
encaminhados para o LEC e mantidos em geladeira durante 24 horas (+4°C) com
objetivo de minimizar a contaminag@o bacteriana do procedimento de cultura celular.
Posteriormente, os materiais foram submetidos aos protocolos de digestdo enzimdtica

ou descelularizagdo respectivamente.

Figura 6. Procedimento de coleta de tecido adiposo de coelho.
Foto: arquivo pessoal, 2011.
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Figura 7. Fluxograma da Obtencdo e Manipulacdo das veias de coelho.
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Ap0s a retirada do material biolégico de interesse, os animais foram submetidos
a eutandsia, conforme previsto e aprovado pelo COBEA com injecao letal, intravenosa

de pentobarbital.

Etapa 2 - Protocolos de descelularizacio da veia para obtencao do scaffold e

processamento histologico.

No LEC, em camara de fluxo laminar, ambiente estéril, as veias, tanto jugulares
como cavas, foram separadas em fragmentos de aproximadamente 2cm de
comprimento para em seguida serem submetidas aos protocolos de descelularizacao,
isto €, a remogado das células e de seus antigenos (HLA — human leucocyte antigen e

MHC - major histocompatibility complex) oriundos dos animais doadores. (Figura 8)

Figura 8. Fragmentos de veia para descelularizacio.
Foto: arquivo pessoal, 2011

Os fragmentos de veia foram entdo submetidos aos protocolos de
descelularizacdo, por passagens em solucdes de detergentes quimicos pré-definidos,
baseando-se nos achados adaptados de Evaristo (2011) (68). Levou-se em consideracao
que o trabalho citado utilizou a traquéia como modelo, sendo a resisténcia da estrutura,
maior a acdo dos diferentes agentes quimicos em comparacdo com a veia, € dos
achados publicados por Schaner (2004) (42) que validou o tratamento de veias com
SDS para producdo de scaffolds venosos (Figura 9). Foram descelularizados 83

segmentos de veias de 2cm, conforme fluxograma abaixo (Figura 10).
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Figura 9. Processamento de descelularizacdo dos fragmentos de veia.
Foto: arquivo pessoal, 2011

Foram testados trés agentes quimicos que atuam como detergentes: Triton X-
100; deoxicolato de sodio ( DS); e duododecil sulfato de sédio (SDS), testados em 11
diferentes protocolos que variaram tanto a concentracdo do agente quimico quanto o
tempo de exposi¢do ao mesmo (Figura 10). Para cada protocolo utilizou-se 3
fragmentos de veia além do controle. Nesta etapa foram utilizados 44 segmentos de

veias de 2 cm.

Figura 10. Diagrama de descelularizag¢@o das veias com 3 detergentes: Triton X 100,
DS e SDS, em diferentes concentracdes e tempo de exposicao varidvel.

Os procedimentos de descelularizagdo respeitaram protocolo pré-estabelecido

como descrito abaixo:

1. Triton X-100 — concentracdio de 1% em agitador por uma hora;
concentracdo de 1% em agitador por 2 horas; concentracdo de 2% em

agitador por 1 hora; e concentracdo de 2% em agitador por duas horas.
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2. Deoxicolato de Soédio (DS) — concentracdo de 1% em agitador por 1 hora;
concentragdo de 1% em agitador por 2 horas; concentracdo de 2% em

agitador por 1 hora; e concentracdo de 2% em agitador por duas horas.

3. Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) — concentragdo de 0,1% em agitador por 1
hora; concentracdo de 1% em agitador por 1 hora; e concentracdo de 1% em

agitador por 2 horas.

Para a otimizacdo dos agentes quimicos detergentes, etapas de agitacdo foram
necessarias. Para esta etapa foi utilizado equipamento Shaker News Brunswick

Scientific® (Figura 11).

Figura 11. Processo de agitacdo continua das veias em contato com o detergente
quimico, em equipamento Shaker. Detalhe interno, com os tubos conicos contendo as

veias em presenca do detergente com fixacdo dos tubos para agitacdo orbital.
Foto: arquivo do LEC, 2011

Ap6s a realizacdo de todos os processos de descelulariza¢do, os mesmos foram
submetidos a processamento histolégico com HE, no Departamento de Morfologia do

IBB.

A técnica para obtengdo das laminas constituiu-se na fixacdo dos fragmentos
descelularizados em formol 10% para posterior inclusdo em historresina. Apds o ajuste
do micrétomo para realizar cortes de Sum de espessura, os foram realizados os cortes
histologicos. Os cortes foram corados com HE da seguinte forma: imersdo das laminas
em hematoxilina de Harris por 30 minutos; lavagem em dgua corrente por 10 minutos;

imersdao em solugdo diferencial por 1 minuto; imersdo em eosina por 5 minutos;
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lavagem em &dgua corrente por 10 segundos; e montagem da lamina em permout e

laminula (19).

Etapa 3 — Testes de toxicidade residual dos scaffolds

Apoptose é um termo usado para diferenciar a morte celular por necrose da
morte fisiologica programada. Segundo Kerr et al. (1972), a morte celular por apoptose
foi designada como a morte natural e programada das células (69). Este fendmeno se
distingue da necrose, sendo sua classificagcdo inicial baseada nas caracteristicas
morfoldgicas das células. Na apoptose, a célula torna-se progressivamente picnética e
perde suas organelas, enquanto na necrose, formam-se poros na membrana que
permitem a entrada de liquido de forma ndo controlada, aumentando o volume celular e
destruindo secundariamente as organelas intracelulares. Prop0s-se que estas
modificagdes sdo parte de um programa de morte com regulacdo intracelular, que pode
ser inibido ou ativado a depender de estimulos fisiologicos ou patolégicos (70). A morte
celular por apoptose também por ser controlada por sinais extracelulares. No entanto, os
mecanismos de sinalizacdo envolvidos na indu¢do de morte por essa via ainda ndo
foram bem elucidados. O mais provdvel deve ser uma combinag@o de fatores ativadores
e inibidores que determine a condi¢dao de morte ou vida da célula (70-72).

A injuria que leva ao desencadeamento da morte celular pode ser determinada
por inimeros fatores como: hipdxia tissular, agressdo infecciosa, imunoldgica, toxica
entre outros, além de danos de DNA. O fluxograma abaixo representa didaticamente as

vias de morte celular (Figura 12).

ependente
Autofagia Receptor de

Fisiopatoldgica morte
Apoptose

Figura 12. Representacdo didética das vias de morte celular.

Dependente S50 Mitocondrial

loai das Caspases
Patologica Reticulo

endoplasmatico
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A literatura aponta duas formas de morte celular: a programada denominada
fisiopatoldgica e a patoldgica. A primeira apresenta 3 vias: apoptose, autofagia e outros
mecanismos. A morte celular fisiopatolégica do tipo autofagica € sempre independente
da via das caspases enquanto que a do tipo apoptose pode ser independente ou
dependente, estd ultima pode estar relacionado a receptores de morte, a0s mecanismos
respiratérios mitocondriais ou a mecanismos ligados ao reticulo endoplasmdtico. A
segunda forma de morte celular, a patolégica determina sempre a necrose. Esta pode ser
secunddria a injudria celular por indmeros fatores como: hipdxia tissular, agressao
infecciosa, imunoldgica, toxica entre outros, além de danos de DNA.

A morte celular fisioldgica, ocorrida por autofagia das células, determinada por
alteracdes citoplasmdticas, e posterior condensacdo da cromatina e diminui¢do do
volume celular seguido com a formagcdo dos autofagossomos. Pode ser medida
tecnicamente de duas formas: testes de viabilidade e determinagdo da exposicao das
fosfatidilserinas (proteinas intrinsecas da parede interna da membrana). Na apoptose
mediada pelas caspases, os testes sd3o mais complexos e devem evidenciar o
comprometimento dos receptores de morte, do reticulo endoplasmatico e da via
respiratoria mitocondrial. Esta via de apoptose pode ser identificada por testes de
citometria de fluxo medindo a Caspase-3. A Caspase-3 € uma protease chave que é
ativada durante o estdgio inicial da apoptose e, como ocorre com outros membros da
familia das caspases, € sintetizada como uma enzima pré-inativa que € processada em
células em apoptose pela auto-protedlise e/ou por outra clivagem da protease (73, 74).

Para o teste de toxicidade residual dos detergentes elencados na pesquisa, foi
elaborado um protocolo para estabelecer o grau de apoptose que estes scaffolds de veia
descelularizadas provocariam nas CTM"™ quando expostas a eles. Tal método foi
realizado com o kit Caspase-3 para citometria de fluxo. Utilizou-se entdo uma cultura de
CTM"™ previamente expandida, que foi submetida ao tratamento com tripsina-EDTA
para destacar do frasco de cultura e prodecer a contagem. Aliquotas de 1X10° células
foram separadas para aplicacdo em seis pogos de placa ndo aderente contendo os
fragmentos de veias descelularizadas pelos 3 métodos: DS 1% 2h; DS 2% 1h e SDS 1%
2h. O conjunto foi mantido em cultura por 48h, a 37°C, com 5% CO,. Nesta etapa foram
realizadas as técnicas de:

1. Viabilidade com corante azul de tripano;
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2. Determinacdo da Caspase-3 por citometria de Fluxo utilizando equipamento

FacsCalibur BD™ .

Para a determinacdo da viabilidade, SOpL de uma concentragdo de 1X10° células
foi colocado na presenga de 50uL de azul de tripano a 0,4%. Aspirou-se o conjunto
depositando sobre camara de Neubauer procedendo-se a contagem das células vivas
(brilhantes) e células mortas (coradas de azul forte).

Para a determinagdo da marcagdo intracelular com anti-Caspase-3 por citometria
de fluxo, incubou-se 1X10° células com a solugdo permeabilizagdao por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as células foram lavadas e uma nova
incubacdo foi realizada com 20uL de anticorpo monoclonal anti-caspase-3 na presenca
de 100 puL de solugdo de permeabilizacdo por 45 minutos no escuro. Os protocolos
foram realizados de acordo com as recomendagOes dos fabricantes do Kit.
Posteriormente, as leituras foram feitas no equipamento FACsCalibur da BD® e a

reacdo analisada com auxilio do software Cell Quest' ™ da BD.

Etapa 4 — Preparo e expansao das CTMs derivadas de TA

Apo6s coleta, o tecido adiposo foi transportado ao LEC. O processo utilizado
para dissociacdo do tecido foi o enzimdtico com o uso da enzima (colagenase
Invitrogen™).

Para o processo de digestdo enzimdtica a amostra de TA foi colocada em solucao
de colagenase tipo I (Invitrogen™), incubada a 37°C durante 15 horas em ambiente de
estufa com jaqueta de dgua a 5% de didxido de carbono (CO,). Apés este periodo a agdo
da enzima foi neutralizada pela adi¢do de SFB e o contetido centrifugado a 1200rpm
durante 10 minutos. O pellet obtido foi ressuspenso novamente em SFB e procedida nova
centrifugacdo. O pellet foi ressuspenso em ImL de meio de cultura
(Dulbecco’smodifiedEagle”smedium — DMEM-F12) retirando-se aliquota de 30uL. para
contagem em camara de Neubauer. Essa contagem tem como finalidade a verificacdo da
viabilidade celular e estimar o nimero de células totais para entdo proceder ao
plaqueamento em frascos de 25 cm” de drea de cultura (Nunc®) e dar seguimento 2
cultura, com Meio de Cultura (MC) especifico para CTMs — DMEM-F12. As células
permaneceram em estufa a 37°C, com 5% de CO, (Thermo Class 100®) (75). O meio de

cultura foi trocado a cada 48 horas. Ao identificar, no monitoramento por microscopia
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invertida (microscopio Axiovert 200®, ZeissTM), que os frascos apresentavam confluéncia
superior a 80% da drea da placa, as células foram destacadas com 0,25% de tripsina/Imm
de (Ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA) (InvitrogenTM), contadas em camara de
Neubauer e replaqueadas em frascos de 75cm? (NuncTM) (19, 75). Apds a terceira
passagem em tripsina, as c€lulas foram criopreservadas em dimetilsulféxido (DMSO)
(LGC Biotecnologia™) 10% SFB, em nitrogénio liquido na temperatura de -196°C, ou

utilizadas para os procedimentos de diferenciacao celular.

Figura 13. Processo de expansdo celular em frascos de cultura.

Foto: arquivo pessoal, 201 1.

Etapa 5 — Caracterizacéo por Citometria de Fluxo das CTM*

A caracterizacio das CTM" foi realizada apés terceira passagem em cultura,
com os marcadores (proteinas) de superficie, através do uso de anticorpos especificos
para CF, técnica que mede caracteristicas fisico-quimicas de células individualmente, as
quais passam por um sistema fluido e sdo detectadas por um ou mais sensores 6ticos e
eletronicos. As andlises foram processadas no equipamento FacsCalibur da BD™
utilizando o software CellQuest Pro®, levando em consideragdo, tamanho,
granulosidade e média da intensidade de fluorescéncia. Apds esta confirmacao, foram
plaqueadas na concentracio de 1X10’ células/cm®.

Tendo em vista, que ndo havia no mercado anticorpos especificos para o
reconhecimento de antigenos expressos nas c€lulas de coelho, foi usado um anticorpo
anti-rat como controle positivo para as CTMs: Anti-CD90 (anti-rat cross reacting with
rabbir) - Biolegend®; sendo que a bula do anticorpo da Biolegend® garante reacio

cruzada com coelho.
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Além disso, foram utilizados dois anticorpos monoclonais (AcMm) do protocolo
MSC, produzidos no LEC do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu, que
foram obtidos conforme descricdo apresentada na dissertacdo de Moroz (2009) (19).
Esses clones foram produzidos a partir de CTMs de medula 6ssea de coelho. Os AcMm
obtidos home made utilizados foram: MSC1-160A69 (com positividade apresentada de
78,8% para CTMs de medula 6ssea de coelho) e MSC1-160A30 (com positividade
apresentada de 84,57% para CTMs de medula 6ssea de coelho).

A producdo de AcMm segue as seguintes etapas: imunizacdo, fusdo celular,
screening, clonagem, novo screening, amplificacdo dos clones, determinagdo de classe e
subclasse de imunoglobulina e confirmacdo da monoclonalidade. Utiliza-se CTMs
isoladas de medula dssea de coelho, expandidas in vitro, cultivadas por duas semanas e
criopreservadas; entdo os antigenos, proteinas de membrana, sdo apresentados em sua
forma integral. Quando se deseja anticorpos da classe IgG para utilizagdo em citometria

de fluxo, adota-se o protocolo longo de imunizacdo (19).

Etapa 6 - Teste de marcacio e adesio das CTM™ ao Scaffold

Para garantir a fidelidade dos resultados obtidos com o procedimento de cultura,
um teste de marcacdo e adesdo das CTM™ ao scaffold foi realizado. Utilizou-se uma
amostra de CTM"™ previamente crio-preservada em nitrogénio liquido a -196°C. Apés
descongelamento lento, foi procedida a contagem das células vidveis com uso de azul
tripano em camara de Neubauer, seguido de centrifugacdo a 1200rpm por 10 minutos
para remocdo do MC e obtencdo do botdo celular. Para marcagdo das células foi
aplicado o marcador Qtracker® Cell Labeling Kits - Invitrogen® conforme instrucdes
do fabricante, homogeneizando 1uL. do componente A + 1 uL do componente B
seguido de incubacdo por 5 minutos. Apds este procedimento foi adicionado 200 pL de
MC e homogeneizado no vértex por 30 segundos. Sobre o volume de 200 ul da solucao
A+B foram colocadas as CTM™ e incubado & 37°C por 45 a 60 minutos. Foi
acrescentado 1 mL de MC e centrifugado por duas vezes a 1200rpm durante 10
minutos, removido o MC e ressuspenso o pellet com 10 uL de solucdo de sacarose 10%
(preparada no protocolo Puramatrix® conforme especificagcdes do fabricante — BD
Puramatrix Peptide Hydrogel). Foi acrescentada sempre a mesma quantidade em
volume da solu¢do de Puramatrix® acrescida de sacarose, para entdo adicionar MC que

€ o promotor da gelificacdo do Puramatrix® ja contendo as células. Apds aspiragdo de
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20uL da solucdo preparada, as células foram aplicadas na luz interna do scaffold
descelularizado. Este ultimo procedimento foi repetido trés vezes.

Ap6s 30 minutos de incubagdo, as veias contendo a solucdo de Puramatrix e
CTM" previamente marcadas foram transportadas in natura para o Departamento de
Patologia da FMB para realizar técnica de congelacio e cortes histolégicos. A andlise
foi realizada em microscopio de fluorescéncia Olympus BX41 acoplado a camera

digital Olympus Camedia C-7070 do mesmo departamento.

Etapa 7 — Diferenciacao e caracterizacio celular

As CTM"™ previamente expandidas, como descrito anteriormente, foram
submetidas ao tratamento com tripsina-EDTA e ressuspendidas em meio de cultura
M199 na proporgao de 1X10° células/ 100uL. Os procedimentos foram testados de duas
formas diferentes, sendo reproduzidos cinco vezes no primeiro experimento € quatro

vezes no segundo experimento.

Figura 14. Processamento de cultura celular em placa ndo aderente.

Foto: arquivo pessoal, 2011

O suplemento de hormonios derivados de plaqueta foi obtido de 6 bolsas de
concentrados de plaquetas humanas do estoque excedente do Hemocentro de Botucatu,
in natura e nao congelados contendo em média 50 a 60 mL de volume em uma
concentracdo média de 5,5 X 10" plaquetas e foi repetido duas vezes, uma para cada
experimento. Estes foram centrifugados a 9000rpm para concentrar as plaquetas. O
sobrenadante foi descartado. As plaquetas foram lavadas duas vezes com meio HEPES.

Em seguida as plaquetas foram lisadas com &4gua para injecdo no volume de 20
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ml./unidade e agitadas em shaker por 5 minutos. O produto foi novamente centrifugado
e desta vez coletou-se o sobrenadante. Este sobrenadante foi usado como suplemento
de fatores de crescimento derivados de plaquetas, contendo em média 35.000pg/dl de
PDGF e 350pg/dl de VEGF, sendo estas concentragdes médias previamente
determinadas pelo método ELISA utilizando kits R&D Systems® no LEC do
Hemocentro da FMB.

Os scaffolds descelularizados pelo protocolo SDS 1% 2h, por terem sido
considerados histologicamente os melhores antes da realiza¢do dos testes de Caspase-3
e por ja terem sido descritos previamente na literatura, foram utilizados nos dois
experimentos realizados (42).

No primeiro experimento, todas as 15 amostras do scaffold de veia
descelularizada de aproximadamente 2cm, foram embebidas por 30 minutos em SFB.
Entdo, os fragmentos foram colocados um a um em diferentes pocos de uma placa ndo

aderente de 24 wells (Costar® - ultra low cluster plate). Sobre cada um dos espécimes

foi aplicada uma aliquota de 100uL de MC contendo 1X10° CTM", com excecao do
controle que recebeu apenas MC. O conjunto foi mantido sob incubac¢io por uma hora
para pré-aderéncia. Apos este periodo foram adicionados 1,5 mL de MC em cada poco
da seguinte forma:

1) controle contendo VD + MC M199;

2) VD+CTM"™ + MC M199;

3) VD+CTM" + MC M199 + 10% de hormdnios derivados de plaquetas.

A cultura teve troca de meio respeitando o protocolo acima descrito, de cada 48
em 48 h e mantida em expans@o por 3 semanas em condi¢des ideais de cultivo. Apds 3
semanas de cultivo, as veias foram encaminhadas para andlise histolégica com as
coloracdes: HE e Oil Red .

Foi procedida a coloragdo com Hematoxilina-eosina respeitando o procedimento
padrao, sendo utilizada metade de cada segmento de veia cultivada ao processamento
histologico padrao para HE: fixa¢cdo em formol 10% tamponado durante 24 horas;
lavagem por 24 horas em dgua corrente; aplicacdo da bateria de desidratacdo em etanol
(70%, 80%, 90%, 95%, 100% 1, 100% 11 e 100% III) durante 30 minutos por solucio;
apos a desidratagdo o material foi diafanizado (Alcool/Xilol, Xilol I, Xilol II e Xilol III)

durante 10 minutos por solugdo; seguiu-se a inclusdo em Paraplast®; e por fim foi
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realizada a microtomia (SuM). Procedeu-se coloracdo com HE e montagem das 1aminas
para posterior avaliacao histomorfoldgica.

A outra metade de cada fragmento foi submetida a coloracdo com Oil Red apés
técnica de congelacdo em nitrogénio liquido, transferéncia para a camara de criostato do
Departamento de Patologia da FMB (International Equipament Company) a -20°C,
onde os fragmentos foram fixadas em suporte metalico com Tissue-Tek® - O.C.T.™ e
foram procedidos os cortes histolégicos com 6 pum de espessura para seqiiéncia para
coloragdo: fixacdo em formol 10%; lavagem em 4gua corrente por 10 minutos; enxagiie
com isopropanol 60%; aplicacdo de Oil Red (Sigma cddigo O9755) por 15 minutos;
enxagiie com isopropanol 60%; coloracdo dos nucleos com hematoxilina com 5
imersodes rapidas; enxdgiie com dgua destilada; e finalmente foram montadas as laminas
com permout para posterior avaliacdo histomorfoldgica. Esta coloragdo foi necessaria,
pois a observagdo macroscopica identificou a formacdo de tecido gorduroso na maioria

das culturas.

No segundo experimento foram ajustados alguns parametros em relacdo ao
primeiro experimento, para tentar obter resultados ainda melhores. Foram processadas 3
amostras de 4 coelhos diferentes. Este protocolo foi feito em duplicata, desta forma, o
nimero de VD deste experimento foi no total de 24. Nao houve alteracdo na
concentracio de 1X10° células/100uL, mantendo o scaffold como sendo um fragmento
de VD de 2cm utilizando o protocolo de descelularizagdo com SDS 1% 2 horas. As
modifica¢des foram: os scaffolds nao foram previamente embebidos em SFB; o tempo
de incubagio para pré aderéncia que foi de 4 horas; as CTM™ foram aplicadas na face
interna do scaffold (luz); e a proporcdo do volume de hormdnios derivados de plaquetas
foi de 30% (3 vezes superior ao utilizado no experimento precedente, para aumentar as
concentracoes de PDGF e VEGF).

Cada fragmento de VD foi entdo colocado em cada pog¢o de uma placa de
cultura ndo aderente de 24 pocos (Costar® - ultra low cluster plate) e aplicada uma
aliquota de 100uL de MC contendo 1X10° CTM™ na face interna (luz) do scaffold, com
excecdo do controle que recebeu apenas MC e incubadas por 4 h. Em seguida foi
acrescido 1,5mL de MC em cada pogo da seguinte maneira:

1) controle contendo VD + MC M199;

2) VD+CTM" + MC M199;

3) VD+CTM"™ + MC M199 +30% de hormonio derivado de plaquetas.
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A cultura foi mantida por 3 semanas, sendo trocados os meios de acordo com o
pré estabelecido de 48 em 48 h. A veia tratada foi entdo coletada para andlise
histoldégica e caracterizagao imunohistoquimica (IHQ).

A caracterizacdo IHQ foi realizada no Departamento de Patologia da FMB,
utilizando-se o protocolo técnico padrdo (vide em anexos 1), partindo-se de cortes
histolégicos de blocos previamente montados com Paraplast® em laminas de vidro
revestidas com Poli-L-Lisina (Sigma Chemical Co®). Para estes procedimentos foram
utilizados os dois anticorpos monoclonais murinos produzidos home made: MSCI-
160A69 e MSC1-160A30, especificos para o reconhecimento de CTMs de coelho e um

AcMm anti human fascin.

Etapa 9 — Dosagem do Fator de von Willebrand do sobrenadante das culturas

Ao final da terceira semana de cultura no segundo experimento, foi coletada
aliquota de 200uL de sobrenadante de cada poco da cultura e colocado em recipientes
identificados para dosagem de FvW, onde ocorreu a perda de um conjunto de amostras,
restando entdo 7 amostras. Para tal, os recipientes foram transportados para o
Laboratorio de Anticoagulagdo do Hemocentro da FMB e armazenados em freezer até
que pudessem ser processadas na semana seguinte. No momento da dosagem do FvW
foi realizado o descongelamento do sobrenadante e posteriormente aplicado o método
ELISA, utilizando-se o Von Willebrand Antigen test kit conforme instrucdes do
fabricante (Corgenix, Inc.) Reaads®. A leitura foi feita tracando-se uma curva de

absorbancia versus atividade resposta, tendo como resultados valores em percentagem.
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IV - Resultados e Discussao

Foram obtidos fragmentos de tecido gorduroso de 15 coelhos, sendo que 10
coelhos foram obtidos por colaboragdo com outros alunos da pds-graduacdo e que seriam
submetidos a eutandsia. O peso médio de cada fragmento foi de 1,75g. Apds os
procedimentos de digestdo enzimdtica com tripsina, as células foram contadas e
plaqueadas na concentracdo de 1X10° células linfomononucleares/frasco de 25 cm?,
estando entre elas as CTM"™. Apés dois dias de cultura, observaram-se duas populagdes
celulares: células ndo aderentes, que foram descartadas pela troca do meio de cultura e
células aderentes, que foram expandidas. A adesdo de células no fundo do frasco,
inicialmente vistas em microscopia invertida com baixa densidade (Figura 15 A.),
iniciando nos dias seguintes a formacdo de coldnias dispersas conforme descrito na
literatura, apontam para o crescimento de CTM"™ ( Figura 15 B) (24). As células foram
mantidas em cultura e passaram a apresentar a formacdo de coldnias (clusters) e, apds

sete dias j4 apresentavam confluéncia maior que 90% (Figura 15C).

Figura 15 — CTM"em microscopia invertida em contraste de fase, aumento 10X. A=48 h
de cultura, poucas células aderentes, formacdo fibroblastéide. B=72 h de cultura,

confluéncia ~70%. C=confluéncia de 100%.
Foto: arquivo pessoal, 2011
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Morfologicamente, apesar de heterogeneidade da populacao celular, as células em
cultura mantiveram as caracteristicas de CTMs, apresentando-se alongadas, justapostas,
providas de prolongamentos (pseuddpodes), com aspecto fibroblastéide e presenca de
dois nucléolos na regido nuclear, corroborando com os achados da literatura (24).

As células mantiveram estas caracteristicas até a terceira passagem da cultura,
correspondendo ao periodo em que apresentam confluéncia > 80%. Na terceira passagem,
as células apresentavam uniformidade, além de quantitativamente ter sido possivel
analisd-las e realizar a caracterizacdo fenotipica por Citometria de Fluxo. Tendo em vista
que as caracteristicas observadas por microscopia nio sio exclusivas de CTM", faz-se
necessdria a realizacdo destes métodos complementares por CF. Esta etapa encontrou
uma dificuldade adicional frente ao fato de que no mercado ndo estavam disponiveis, no
inicio das analises, marcadores especificos para a espécie em estudo (coelho). Optou-se
pela utilizacdio de anticorpo anti-CD90 (anti-rat cross reacting with rabbit -
Biolegend®), que apresentou boa sensibilidade (variou de 95-98% - com média de
96,5%), além de dos dois clones produzidos home made (MSC1-160A69 e MSCI-
160A30). Amostras provenientes de 4 coelhos diferentes foram escolhidas aleatoriamente
entre as 5 plaqueadas. As andlises do padrdao de contagem total de células mononucleares
aderentes mostrou distribuicdo muito semelhante, apontando que na terceira passagem
(a0 redor de 21 dias de cultura) as CTM"™ foram “purificadas”, por sua caracteristica de
adesdo ao plastico. Na leitura com CF, as células sdo distribuidas no gréfico levando em

consideragdo tamanho e granulosidade (Figura 16).
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Figura 16. Anilise com CF. Gréficos de dispersdo das CTM" por tamanho e
granulosidade.

O ndmero médio de células analisadas nos 20 experimentos foi de 10.423

células. Os controles negativos mostrou em média 0,25 % de positividade
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correspondendo ao que se denomina auto-fluorescéncia. No histograma abaixo estdo os
resultados das andlises das amostras do controle negativo de um dos coelhos, onde
10.777 células foram analisadas, com 0,35% de positividade (autofluorescéncia), com
mediana de 23,29. Observa-se ainda que o pico de células se encontra proximo ao eixo

correspondendo a reacao negativa.
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Figura 17. Anilise por CD das CTM" do coelho 1 — controle negativo.
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Figura 18. Andlise por CF das CTM" do coelho 1 - reatividade com anti-CD90

Ap6s as andlises das células, sua distribui¢do e granulosidade, procedeu-se as
leituras do percentual de reconhecimento com o anticorpo de especificidade anti-CD90
(Figura 18). A média de eventos (nimero de células e outras particulas que passam pelo
laser do equipamento), nas quatro amostras analisadas para cada animal, foi de 10.101

enquanto que o padrdo do controle negativo tece média de 0,17%. O anti-CD90
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reconheceu em média 96,5% das células na terceira passagem, reforcando seu fendtipo

t. L .
como CTM", uma vez, que suas caracteristicas na cultura corroboram com o

desempenho na citometria de fluxo. (Figura 19)

Animal Média de Eventos Média da % de células Média da % de células

(Média do N° de no gate do controle no gate M1

células) negativo (positividade)-CD90
Coelho 1 8.049 0,35 97
Coelho 2 10.758 0,08 96
Coelho 3 11.235 0,05 98
Coelho 4 10.364 0,18 95
Média 10.101 0,16 96,5

Figura 19. Anilise por CF (CTM™), terceira passagem, anti-CD90: média de eventos
analisados; média da porcentagem de células do controle negativo e média da
porcentagem dos testes positivos com anti-CD90.

Com relacdo aos anticorpos monoclonais produzidos home made, ambos
apresentaram baixa sensibilidade, sendo que o anticorpo MSC1-160A69 (variou de
7,71-51,53% - com média de 28,29%) apresentou maior expressio nas células testadas
quando comparada com o MSCI-160A30 (variou de 7,3-51,53% - com média de
24,21%), porém ambos ndo se caracterizaram como perfil superponivel ao anti-CD90
comercial, o que pode ser justificado pela origem das CTMs para estes protocolos, que
foram de medula éssea e ndo de tecido adiposo, portanto os mesmos nao foram bons
marcadores para CTM"™, o que corrobora com achados preliminares (19, 68). Estes
anticorpos deverdo ser testados em paralelo com outros anticorpos monoclonais
disponiveis no mercado no sentido de se identificar precisamente sua especificidade

(Figura 20).
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Coelho 1 Coelho 2 Coelho 3 Coelho 4

Controle 1 0.35% 0.08% 0.05% 0,18%
Controle 2 0,50% 0,12% 0,07% 0,37%
Controle Secundario 1,29% 1,09% 1,90% 5,68%
Anti-CD90 rato 97,00% 96,00% 98,00% 95,00%
MSC1-160A69 7,71% 29,31% 24,63% 51,53%
MSC1-160A30 22,22% 7,30% 20,19% 47,15%

Figura 20. Desempenho comparativo em CF do anti-CD90 comercial com os AcMm
anti-CTM de MO de coelho produzido in house.

Concomitante ao procedimento de expansio das CTM¥, expansio em cultura e
caracterizacdo por citometria de fluxo, formou-se um banco com 90 fragmentos de veias
(Jugulares e cavas) com 2cm, que foram utilizadas para os testes de descelularizagcdo e
validacdo do scaffold. O procedimento foi se consolidando e mais amostras de veias
foram obtidas de coelhos com eutandsia ja marcada de diferentes outros alunos da pds

graduacao.

Independentemente do tratamento a que as veias foram expostas, elas adquiriram
algumas caracteristicas comuns: opacidade acentuada, alongamento em relacdo ao status
depois da retirada do animal e maior fragilidade, além de se tornarem mais fridveis
quando comparadas com a veia in natura. Estas caracteristicas que os scaffolds
adquiriram serdo importantes para os testes futuros, quando se pretende implantar as VD
tratadas no coelho como modelo in vivo. Os protocolos usando diferentes detergentes, em
concentracdes e com variacdo no tempo de exposicdo ndo determinaram diferencas
significativas nessas caracteristicas entre si, contrariamente aos observados em traquéia

por Evaristo (2011) (68).

As andlises histolégicas com cortes corados por HE permitiram a comparagdo do
padrdo histolégico apés cada um dos tratamentos e da veia in natura. As observacgdes
foram realizadas com aumento de 400X. A descelularizacdo com Triton X-100 nas
concentracdes utilizadas e nas duas variagdes de tempo realizadas mostrou que nao
ocorreu suficiente destruicao dos componentes celulares e, portanto, ndo se pode afirmar
que este agente, nas concentragdes e tempos testados, possa ser utilizado com a finalidade
de promover a descelularizacdo das veias para utilizacdo como scaffold, com finalidade

terapéutica (Figura 21).
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Quando se aplicou o DS, foi observou-se melhor atuacdo do agente
descelularizador dependente da concentracio e do tempo de exposicao. Na concentragio
de 1% no tempo de agitacdo de 1 hora, pode-se observar que ocorreu destruicao dos
componentes celulares, porém ainda mantendo alguns nicleos parcialmente corados. Na
concentracdo de 1% no tempo de agitacdo de 2 horas e na concentra¢do de 2% no tempo
de agitacdo de 1 hora, pode-se observar uma completa remog¢ado de todos os componentes
celulares, restando apenas a matriz coligena que se manteve integra, portanto
apresentando-se como bom protocolo de descelularizagdo. Na concentracdo de 2% no
tempo de agitacdo de 2 horas, pode-se observar uma completa remocdo de todos os

componentes celulares, porém a matriz coldgena apresentou-se bastante desestruturada, o

que ndo se caracteriza como um bom modelo de scaffold.

Caracteristicas [ ] e tempo de Permanéncia de Matriz
exposicao em células/nicleos

Detergentes horas

Triton X - 100 [11%-1h 4+ ++++ Organizada

[11%-2h ++/+++ + frouxa
[12%-1h ++/++ + frouxa
[12% -2h +/+ Desestruturada

Deoxicolato de Sédio (DS) [11%-1h +/+ Organizada
[11% -2h 0/0 Organizada
[12% -1h 0/0 Organizada
[12% -2h 0/0 Desestruturada

Dodecil sulfato de s6dio (SDS) []0,1%-1h +/+ Organizada
[11%-1h +/+ Organizada
[11% -2h 0/0 Organizada

N=33 (10 amostras em cada protocolo)

Figura 21. Andlise histologica das VD com: Triton X-100, DS e SDS em diferentes
concentragdes e tempos de exposi¢do — quantificacdo da permanéncia das células, restos
nucleares e padrao da matriz.

Quando se aplicou o SDS, observou-se melhor atuacdo do agente descelularizador
dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢do. Na concentragdo de 0,1% e com
tempo de agitacdo de 1 hora, pode-se observar que ocorreu destruicdo parcial dos

componentes celulares, ainda mantendo alguns nucleos parcialmente corados. Na

61



concentracdo de 1% no tempo de agitacdo de 1 hora, pode-se observar uma razodvel
remog¢ao dos componentes celulares e a matriz coldgena manteve integra, porém nao foi
considerado suficiente para se eleger esse protocolo de descelularizagdo. Na concentragdao
de 1% com tempo de agitagdo de 2 horas, pode-se observar uma completa remocao de
todos os componentes celulares, porém com algum grau de desarranjo da matriz coldgena
da adventicia, o que ndo se caracterizou como problema relevante no momento da andlise
geral dos resultados, caracterizando-se como um bom modelo de scaffold (resultados
apresentados esquematicamente na Figura 21).

As figuras 22,23, 24 e 25 correspondem a fotomicrografias da veia normal in

natura (controle) e das veias tratadas com triton X-100, DS e SDS respectivamente.

Figura 22. Corte histolégico corado com HE - veia in natura (controle). Aumento
400X.

Foto: arquivo pessoal, 2011
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Figura 23. Corte histolégico corado com HE de VD. Triton X-100. A= Triton X-100 1%
1h; B = Triton X-100 1% 2h; C= Triton X-100 2% 1h e D= Triton X-100 2% 2h.
Aumento 400X.

Foto: arquivo pessoal, 2011
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Figura 24. Corte histolégico corado com HE de VD com DS. A= DS 1% 1h; B=DS 1%
2h; C=DS 2% 1h e D= DS 2% 2h. Aumento 400X.

Foto: arquivo pessoal, 2011
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Figura 25. Corte histolégico corado com HE de VD com SDS. A= SDS 0,1% 1h; B=
SDS 1% 1h; C=DS 2% 1h e D= SDS 1% 2h. Aumento 400X.

Diante dos resultados obtidos constatou-se, que os protocolos de descelularizagcdao
validados entre os métodos testados, sob o ponto de vista histoldgico, foram: DS 1% sob

agitacdo por 2 horas e a 2% sob agitag@o por 1 hora e SDS 1% sob agitagc@o por 2 horas.

Com intuito de estabelecer a supremacia de um destes protocolos, os testes de
toxicidade residual foram realizados, para excluir essa possibilidade. Foram testados os 3
protocolos elencados anteriormente. Para tal, as VD elencadas foram colocadas em pogos
de cultura ndo aderentes em conjunto com uma aliquota de 1X10° CTM* . O scaffold foi
previamente lavado por um periodo de 48h em meio de cultura DMEN F12, para em
seguida receber as células. Apds cultivo de 48 horas, foi realizado o teste de viabilidade
com azul de tripano a 0,4% e citometria de fluxo com anti-Caspase-3. Os resultados da
viabilidade evidenciam que o tratamento com DS 2% por 1 hora foi o que menos

interferiu na viabilidade celular, seguido do SDS 1%, 2 h. (Figura 26).
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Controle DS 1% 2h DS 2% 1h SDS 1% 2h

(%) (%) (%) (%)
Scaffold 1 67,5% 88,8% 82,8% 85,7%
Scaffold 2 90,7% 66,6% 88,8% 83,3%
Scaffold 3 66,6% 75,6% 92,8% 82,3%
Média 74,9% 77% 88,1% 83,7%

Figura 26. Viabilidade celular com azul de tripano a 0,4% nas CTM"™ cultivadas na
presenca dos scaffolds elencados.

No teste de toxicidade mediado pela anti-Caspase-3, evidenciou-se que o0s
resultados mais homogéneos correspondem ao protocolo utilizando DS a 2% durante 1
hora, sendo este resultado concordante com aquele obtido com a viabilidade em azul de

tripano (Figura 27).

3,50%

Figura 27. Anélise de toxicidade mediada pela anti-Caspase-3 em CF.

As andlises dos testes realizados por CF com anti-Caspase-3 evidenciaram que a
via mitocondrial de morte das células ndo foi expressiva para interferir na escolha entre
os trés protocolos, uma vez que em sete das nove amostras analisadas, o percentual de
morte foi menor de 2%. Apenas em duas amostras, uma tratada com DS e outra com
SDS, houve indice de apoptose mais elevado. Para a VD com DS, o maior indice de
apoptose foi de 2,3% no protocolo utilizando DS a 1% durante 2h. Para uma das trés
amostras tratadas com SDS, o indice de apoptose mais elevado foi de 3,3%. Tais
resultados podem decorrer da dificuldade em se remover completamente os residuos

desses agentes quimicos e portanto muita aten¢do deve ser dada para o processo de
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lavagem dos materiais. Tendo em vista que os trabalhos em cultura sdo longos e com
muitas intercorréncias, a montagem do scaffold 3D com as CTM" foi feito em paralelo,
sem ainda se ter o resultado do indice de apoptose. At€é o momento da montagem do
modelo ex vivo, ndo eram conhecidos os resultados do teste de toxicidade para que se
soubesse da supremacia de um protocolo sobre o outro. Dessa forma, elencou-se o SDS
1% em agitagdo por 2 horas para os testes em cultura, com base em trabalhos de literatura
que usam este detergente. Levando-se em consideracdo que em uma das trés amostras
testadas, cujo scaffold foi descelularizado por SDS, o indice de apoptose foi maior, nos
proximos experimentos, os modelos ex vivo deverdo ser montados com as VD pelo

protocolo DS.

Para se comprovar que as células aderidas ao scaffold realmente partiram da
cultura e ndo eram restos celulares da descelularizacdo, foi elaborado o processo de
adesdo das células ao scaffold com auxilio de puramatrix®. As CTMs foram marcadas
com nanocristais Qdot® - Qtracker® Cell labeling e procedida a aderéncia, conforme

descrito nos materiais € métodos e analise da fluorescéncia.

Observou-se marcacdo do citoplasma das CTMs em andlise microscOpica de
aumento 400X, onde foi possivel identificar regides de deposi¢do em monocamada
celular (Figura 28). Além de dreas com a formacdo de grumos na luz do scaffold
contendo células fixadas no puramatrix® (Figura 29). Estas observagdes asseguram que a

presenca das células no scaffold advém da cultura.
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Luz do scaffold

Figura 28. Imunofluorescéncia das CTMs no scaffold (em azul).

Foto: arquivo pessoal, 2011

Luz do scaffold

Figura 29. Imunofluorescéncia das CTMs no scaffold (em vermelho).

Foto: arquivo pessoal, 2011
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Como vdrias das etapas deste trabalho foram realizadas concomitantemente, o
resultado acima, ou seja, do sucesso da fixagdo das CTM"™ com puramatrix foi obtido
apos a realizagdo de dois experimentos envolvendo a constru¢do do modelo de vasos ex-
vivo. Portanto, os protocolos de montagem dos modelos e inducdo para a diferenciagdo
celular ndo usaram puramatrix® e em novos experimentos esta técnica serd melhor

avaliada em cultura.

No primeiro experimento, as veias descelularizadas foram embebidas
previamente com SFB por uma hora, com intuito de estimular uma maior aderéncia das
CTMs a parede do scaffold. Porém, o que se obteve nesse experimento, foi uma
predominancia de diferenciacdo celular em tecido adiposo, o que ocorreu em grande
quantidade. Isso pode ser visto macroscopicamente nos scaffolds em cultura no final do

experimento (Figura 30 e 31).

Figura 30. Aspecto macroscépico das VD tratadas, embebidas em SFB e com CTM" - 3

semanas de cultura.
Foto: arquivo pessoal, 2011
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Figura 31. Zoom no aspecto macroscépico das VD tratadas, embebidas em SFB e com

CTM" - 3 semanas de cultura.
Foto: arquivo pessoal, 2011

A observacdo por microscopia invertida em contraste de fase, aumento 400X
identificou as ilhas de tecido adiposo provavelmente induzido pelo embebimento das VD
em SFB (Figura 32A). Apesar da caracteristica macroscopica do tecido, foi procedida a a
andlise histolégica com coloracao HE (Figura 32B) e coloragdo de oil red onde pode ser

evidenciada a deposi¢do lipidica em vermelho (Figura 33).

Figura 32 - Visualiza¢do TA sobre VD tratada. A= Microscopia invertida em contraste
de fase, sem coloracao, aumento 400X. B= Corte histoldgico corado com HE, aumento
100 X.

Foto: arquivo pessoal, 2011

70



Foto: arquivo pessoal, 2011

Figura 33. Corte histoldgico da VD tratada, diferenciada em TA, colora¢do com oil red,
aumento 100X.

Foto: arquivo pessoal, 2011

Apesar da identificacdo de tecido gorduroso crescendo sobre determinada drea do
scaffold, observou-se também, em outras regides do mesmo scaffold, células alongadas
em monocamada que morfologicamente sugeriram tecido endotelial, quando analisados
em microscopia invertida com contraste de fase. Na andlise histolégica dos cortes
corados com HE, confirmou-se a hipétese do crescimento de CE em monocamada em

determinadas dreas do scaffold (Figura 34 A e B).

B

Figura 34 — Monocamada celular sobre VD - CE. A= observacdo de CE por microscopia
invertida em contraste de fase, aumento 400X. B= corte histolégico corado por HE,

evidenciando CE, aumento 200X.
Foto: arquivo pessoal, 2011
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A hipétese de formacao de células endoteliais foi reforcada pela identificacdo na
microscopia invertida com contraste de fase e posteriormente, nos cortes histologicos
corados em HE, de estruturas capilares constituidas por 3-5 células alongadas formando

estrutura circunferencial contendo luz (Figura 35).

Figura 35. Capilar neo formado constituido por 4 células endoteliais, corte histolégico

corado em HE, aumento de 400X.
Foto: arquivo pessoal, 2011

Diante da obtencdo de resultados diferentes ao que se pretendia, o segundo
experimento foi iniciado, desta vez, sem o prévio embebimento das VD em SFB e as
células foram aplicadas na luz do scaffold com auxilio de micropipeta. Porém, esta
modificacdo levou a um fator complicador na andlise dos resultados, visto que algumas
amostras colocadas em cultura ndo apresentaram crescimento celular e, portanto ndo se
obteve diferenca em relacdo ao controle. Em metade das 16 amostras onde se esperava a
adesdo celular, macroscopicamente ndo se encontrou qualquer evidéncia de crescimento
celular, o que se confirmou com a andlise histolégica. Macroscopicamente, neste
experimento ndo se observou o desenvolvimento de TA. Em todas as analises realizadas,
ndo foi possivel evidenciar o crescimento celular na parede externa do scaffold. Nas
amostras que apresentaram crescimento celular (n=8), encontrou-se em apenas uma
amostra o crescimento de células que entremeavam a matriz coldgena, que apresentava
como caracteristica presenca de estrias, nucleo central e discos intercalares, o que se
caracterizou como musculo cardiaco (Figura 36). Este fato foi isolado e ndo foi
merecedor de andlises suplementares, visto que este ndo era o objetivo deste estudo. Os

sete outros experimentos (VD + CTM"™) tiveram diferenciacdo confirmada em endotélio.
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Figura 36. Corte histolégico corado em HE. Miisculo cardiaco desenvolvido em cultura
sobre o scaffold de VD, aumento 1000X.

Foto: arquivo pessoal, 2011

Nos outros 7 segmentos de VD cultivados em que se obteve crescimento celular,
houve a identificacdo da presenca de células endoteliais em monocamada na face interna
da luz do scaffold, em quantidade varidvel, porém ndo foi possivel analisar
quantitativamente as amostras. Todas as amostras foram submetidas a andlise histolégica
criteriosa por revisor externo, do Departamento de Patologia da FMB, comparando-se

os cortes corados em HE dos segmentos tratados com o padrao de veias in natura (Figura

37 AeB).

Figura 37. Cortes histoldgicos corados com HE. Aumento 1000X. A= veia controle, in

natura. B= VD com crescimento de endotélio.
Foto: arquivo pessoal, 2011
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Os cortes foram também analisados por imunohistoquimica com anticorpos anti-
fascin e com os dois anticorpos produzidos home made (Figura 38 A e B). O anticorpo
anti-fascin marca células de origem mesodérmica, endotélio e sinuséides esplénicos. Foi
observado que as células da luz do scaffold tratado foram impregnadas por estes
anticorpos e no segmento controle isso ndo ocorreu. Dos anticorpos testados, foi mais
evidente a marcacdo com anti-fascin e razoavelmente evidente a marcagdo com oS
anticorpos home made. Esses achados reforcam a idéia de que as células produzidas
realmente apresentam fendtipo endotelial. Nesse momento do estudo, ndo foi possivel
encontrar marcadores mais especificos disponiveis comercialmente para a espécie em

estudo, o que foi fator limitante para o pequeno nimero de produtos testados.
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Figura 38 — Cortes histoldgicos corados com IHQ. Aumento 1000X. A= veia controle
negativo,descelularizada. B= VD com crescimento de endotélio com reacdo positiva com

anti-fascin.
Foto: arquivo pessoal, 2011

Além das andlises histolégicas e da IHQ, foram coletados os sobrenadantes de
cultura das células sobre o scaffold para a dosagem de FvW, como forma de
comprovagao funcional do endotélio produzido. A técnica utilizada foi ELISA, com kit
disponivel no mercado. O modelo apresentado no segundo experimento foi constituido
em duplicata, porém devido a intercorréncias técnicas, ndo foi possivel analisar o
sobrenadante de cultura da amostra do coelho 1A. O FvW foi positivo em 4 amostras das
8 testadas, quando a cultura foi realizada em presenca de MC 199, com presenga de 1%
do FvW para duas das amostras e 2% para outras duas. Nas amostras que receberam a
suplementacdo com hormonios derivados de plaquetas, o resultado foi mais expressivo:
presenca de FvW em 5 das 7 amostras testadas, com nivel minimo de 2%, e méaximo de

22%. Tais resultados sugerem que as CE provenientes da cultura apresentam algum grau
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de funcionalidade, sendo mais relevantemente positiva nas amostras que receberam
suplementagdo com hormonios derivados de plaquetas, conforme se pretendia demonstrar
(Figura 39). Porém, como se trata de cultura celular, intercorréncias prejudicam as
andlises estatisticas, requerendo novas repeticdes para sustentar metodologicamente essa

informacao.

Dosagem da concentracao de FVYW secretado pelas
células endoteliais cultivadas

25

20 .

15 Meio suplementado
E 10 —— Meio 199 puro
= . —— Controle negativo

Figura 39. Esquema representativo da dosagem de FvW em cultura.

Nao houve diferenga na quantidade e no aspecto das CE das VD submetidas aos
dois diferentes tratamentos no segundo experimento. Porém, a diferenca significativa
foi estabelecida do ponto de vista funcional quanto a secrecdo de FvW, que
apresentou-se em maior quantidade nos modelos suplementados com hormonios de
crescimento derivados de plaquetas, o que podera ter relacdo com a durabilidade do

enxerto quando aplicado no futuro.

75



Conclusoes

76



V - Conclusoes

1. Foram validadas dois agentes quimicos para a descelularizacdo de veias de
coelho, dentre trés testadas, sendo estes os protocolos utilizando deoxicolato
de sddio (DS) na concentracdo de 1% em agitacdo durante 2 horas ou 2% por
1h seguido do que utiliza dodecil sulfato de sédio (SDS) a 1% por 2 horas.

2. A andlise de toxicidade utilizando teste de viabilidade e indice de apoptose por
anti-Caspase3 em CF, apontam os protocolos de descelularizagdao por DS
como sendo ligeiramente superiores aos preparados com SDS.

3. Os protocolos de obtencdo, digestdo e amplificagio das CTM"™ foram
delineados com reprodutibilidade. As CTM"™ foram caracterizadas
fenotipicamente pelo método de citometria de fluxo com marcador anti-CD90
apresentando média de 96,5% de positividade para as células de terceira
passagem em cultura.

4. Foi possivel comprovar a adesio das CTM"™ na luz do scaffold com a
utilizacdo de puramatrix e nanocristais Qdot®. Estes marcaram as CTMs na
parede do scaffold e foram observados no teste de imunofluorescéncia.

5. O protocolo de diferenciacdo celular das CTM™ sobre scaffold embebido em
SFB nao foi validado. Este protocolo induziu a uma grande formacao de TA
na parede externa da VD, o que ndo era do interesse deste estudo. Neste
experimento a formagdo de endotélio foi ocasional e pouco expressiva. O
protocolo do segundo experimento, que utilizou suplementacdo em maior
quantidade de hormonios derivados de plaquetas sem a adi¢ao de SFB e com o
direcionamento prévio das CTM™ para a luz do scaffold, apresentaram
resultados mais satisfatérios na inducdo de formagdo de tecido endotelial,
porém nao foi possivel realizar a quantificacdo do nimero de células quando
se comparado com a veia in natura.

6. Foi possivel identificar por andlises histologicas coradas com HE e por
método de IHQ com anti-fascin a presenca de CE advindas da cultura celular.

7. Foi possivel estabelecer do ponto de vista funcional uma maior secre¢do de
FvW nas culturas que foram suplementadas com hormoénios de crescimento

derivados de plaquetas.
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VI - Perspectivas

a)

b)

d)

g)
h)

J)

Comparar o nosso método de producdo de endotélio em scaffold com os métodos
que utilizam fatores de crescimento (FC) comerciais;

Utilizar pura matrix como veiculo de pré-adesao das células no scaffold,

Produzir miisculo liso a partir de CTM™ com os FC comerciais;

Elencar o método de produgdo de endotélio mais eficaz e aplicar conjuntamente as
células endoteliais e as musculares lisas no scaffold;

Comprovar por Imunohistoquimica a obtengao do scaffold repovoado com os dois
tipos de células;

Realizar testes “cometa” para comprovar a auséncia de dano no DNA das células
induzidas a diferenciar-se;

Realizar testes com o neovaso em fluxo pulsatil in vitro;

Implantar o neovaso em coelho e observar seu comportamento hemodindmico e
fisiolégico in vivo;

Reproduzir todas as técnicas com células humanas in vitro;

Pesquisa clinica com neovasos.
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