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RESUMO

O diabetes mellitus tém se configurado como uma grave doenca que acomete
aproximadamente 415 milhdes de pessoas no mundo. O transplante de ilhotas
pancreéticas surge como uma alternativa terapéutica para esta doenca. No entanto, a
viabilidade reduzida das ilhotas apO6s o isolamento, e a perda dos capilares
sanguineos que irrigam as ilhotas acarreta uma diminuicdo na sobrevivéncia das
células e a rejeicado imunoldgica ao enxerto. As células tronco mesenquimais (CTMs)
surgem como uma opc¢ao interessante devido a sua capacidade de promover a
vascularizacdo por meio da liberacdo de fatores de crescimento e citocinas pro-
angiogénicas. O objetivo desde estudo foi monitorar in vitro o potencial angiogénico
do meio condicionado (MC) de CTMs provenientes de medula 60ssea sobre células
endoteliais visando aperfeicoar a revascularizacdo e a viabilidade de ilhotas
pancreaticas humanas. As CTMs de medula Ossea foram caracterizadas pela
expressdo de marcadores moleculares, potencial de multi-linhagem e dobramento
populacional. O MC de CTMs promoveu a migracdo, proliferacéo, viabilidade e
angiogénese de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs). O MC ativou
a via de sinalizacdo PI3K/Akt em HUVECs. PCR quantitativo em tempo real e array
do perfil protebmico do MC demostraram que as células tronco expressam e secretam
diversos fatores tréficos e citocinas sob condicdes de hipdxia. Ensaios in vitro
demonstraram que o MC promoveu um aumento na viabilidade das ilhotas, assim
como na manutencdo da expressao de insulina e de CD31 nas células endoteliais
intra-ilhotas. Com estes dados nés concluimos que o MC das CTMs em hipdxia
demonstrou potencial angiogénico e contribuiram para a manutencdo da viabilidade
das ilhotas pancredticas através da presenca de fatores protéicos solluveis. Ainda,
estes efeitos foram mediados através da via de AKT nas células endoteliais. Nossos
dados corroboram o uso de MC de CTM para otimizar o transplante de ilhotas
pancreaticas.

Palavras Chave: Células Tronco Mesenquimais, Angiogénese, Terapia celular.



ABSTRACT

Diabetes mellitus has been characterized as a serious disease that affects
approximately 415 million people worldwide. The islet transplantation emerged as an
alternative treatment for diabetes. However, the reduced islet cell viability after the
isolation and the loss of islet vasculature cause a decrease in the survival of the cells
and the immunological graft rejection. Mesenchymal stem cells (MSCs) appear as an
interesting option to reduce barriers for this therapy due to its ability to promote
vascularization through the release of growth factors and pro-angiogenic cytokines.
The goal of this study was investigate in vitro the angiogenic potential of contidioned
medium derived from bone marrow on endothelial cells aiming to improve
revascularization and viability of human pancreatic islets. MSCs from bone marrow
was characterized by the expression of molecular markers, multi-lineage potential and
population doubling. MSC derived conditioned medium showed ability to promote
migration, proliferation, viability and angiogenesis of human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC). Conditioned Medium activated the PI3K/Akt signaling pathway in
HUVECs. g-PCR and proteome profiler array of conditioned medium fractions showed
that the stem cells expressed and secrete several trophic factors and cytokines under
hypoxic conditions. Insights in vitro proposed that conditioned medium promoted an
increase in islet viability as well as increased in insulin secretion and maintenance of
intra-islet endothelial cells. With this information we conclude that CM from MSCs in
hypoxia showed angiogenic potential and contributed to maintaining the viability of
pancreatic islets by the presence of soluble protein factors. Furthermore, these effects
were mediated by Akt pathway in endothelial cells. Our data support the use of CM
from CTM to optimize islet transplantation.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell Angiogenesis, Cell therapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes tipo I: Estado da arte e opc¢des terapéuticas

Diabetes Tipo | é caracterizada como uma patologia multifatorial onde a
predisposicdo genética combinada com fatores ambientais induzem a destruicéo
autoimune especifica de células B pancreaticas produtoras de insulina (FIGLIUZZI, et
al., 2014). A Federacéo Internacional de Diabetes estima que 415 milhGes de pessoas
ao redor do mundo tém diabetes tipo | e Il, um nimero que esta previsto aumentar
para 642 mihdes até 2040 (figura.l) (acesso  disponivel em:

http://www.diabetesatlas.org). As ilhotas pancreaticas sédo os alvos da destruicdo

autoimune, devido a invasdo de células mononucleares que causam uma reacgao
inflamatdria denominada “insulite”, levando a uma perda massiva de células B apds
um periodo prolongado da doenga. A morte das células B no curso da insulite é
provavelmente causado pelo contato direto de macréfagos ativados e linfécitos T, e/ou
exposicdo a mediadores sollveis secretados por estas células, incluindo citocinas,
oxido nitrico (NO) e radicais livres de oxigénio (CNOP, et al. 2005).

Diferentes fatores de risco genético conhecidos podem predizer para diabetes
tipo 1, no entanto, auto anticorpos sao os marcadores pré-clinicos mais importantes.
Auto anticorpos incluem: Auto anticorpos a células de ilhotas, auto anticorpos para
insulina, auto anticorpos para GAD (GADG65) e auto anticorpos para tirosinas
fosfatases I1A-2 e IA-2[3. Um ou mais desses auto anticorpos estdo presentes em 85-
90% dos individuos quando hiperglicemia em jejum é incialmente detectada
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013).

Varios loci génicos tém sido associados com o diabetes tipo 1, mas a regiao
HLA (antigeno leucocitario humano), localizado no cromossomo 6p com seus
multiplos genes continua sendo o maior contribuinte para a susceptibilidade genética
ao diabetes tipo I. A regido HLA contém mais de 200 genes identificados, dos quais
metade deles estdo previstos serem expressos (NOBLE & ERLICH, 2012). Fatores
ambientais também desempenham um papel substancial no desenvolvimento de
diabetes tipo |. Estes incluem agentes infecciosos especificos, fatores dietéticos,
fatores perinatais, fatores socioeconémicos e fatores psicossociais (PENG &
HAGOPIAN, 2006).
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O tratamento de diabetes tipo 1 inclui diversas abordagens terapéuticas, das
guais, administracdo de insulina exdégena é a principal forma de tratamento da
hiperglicemia em todos os pacientes com DT1.

A insulinoterapia foi a primeira terapia para o tratamento de diabetes tipo 1 e
ainda representa o tratamento primario para os pacientes portadores dessa patologia,
no entanto, frequentes episédios de hipo e hiperglicemia afetam a qualidade de vida
desses pacientes. Recentes inovacdes tecnoldgicas como a formulacdo de analogos
de insulina, dispositivos para administracdo de insulina e sistemas de monitoramento
de glicose permitiram aos pacientes diabéticos melhorar seus controles glicémicos
(FIGLIUZZI, et al., 2014).

Entretanto, a regulacéo fisioldgica dos niveis de glicose no sangue sistémico
permanece um desafio. A Unica cura definitiva possivel para esta doenca, consiste na
substituicdo da massa de células B destruidas por outras células B novas capazes de
detectar niveis de acucar no sangue e secretar quantidades adequadas de insulina de
maneira glicose-dependente (PELLEGRINI, et al., 2016). Até o momento, as Unicas
abordagens clinicas disponiveis capazes de restaurar a massa de células B em
pacientes com DT1 sdo os transplantes de pancreas ou de ilhotas pancreaticas,
consistindo este Ultimo na infusdo de células enddcrinas na veia porta hepatica do
receptor necessitando apenas de um procedimento cirirgico minimamente invasivo

comparado ao complexo transplantes de pancreas total (VENTURINI et al., 2005).
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1.2 Fisiologia do pancreas

O péancreas € o Unico 6rgao responsavel por orquestrar dois processos vitais
independentes dentro do corpo, sendo um deles a absorcéo de nutrientes através da
liberac@o de enzimas digestivas exdcrinas e a segunda funcdo envolve o controle da
homeostase de glicose através da liberacdo de horménios enddcrinos.

As células acinares (exocrinas) compdem aproximadamente 98% da massa
pancreatica e sdo responsaveis pela secrecdo de enzimas digestivas no ducto
pancreatico, enquanto as ilhotas de Langerhans correspondem a 2% da massa
pancredtica e sao responsaveis pela manutencdo da homeostase da glicose através
da sintese e liberagdo de horménios, tais como insulina e glucagon (BALLIAN &
BRUNICARDI, 2007).

As ilhotas de Langerhans podem ser consideradas “micro-orgéos” no interior
do pancreas abrangendo cerca de 1% do 6rgao. Apesar de seu pequeno volume, €&
estimado que elas recebem até 15% do fornecimento sanguineo pancreatico e sédo
responsaveis pela funcdo enddcrina da glandula (BALLIAN & BRUNICARDI, 2007) .

O pancreas humano contém aproximadamente 1x10° ilhotas, cada uma delas
com cerca de 2,5x10%® células, embora os tamanhos individuais variem
consideravelmente. A organizacao celular dentro da histoarquitetura das ilhotas revela
o claro beneficio homeostatico. Cada cluster de ilhota, independentemente da forma
e tamanho, contém células alfa (a), beta (B), delta (8), PP e células épsilon, que
sintetizam e liberam glucagon, insulina, somatostatina, polipeptideos pancreaticos e
grelina (SCHARFMANN et al., 2008).

As células alfa humanas representam cerca de 30% da composi¢ao celular das
ilhotas e sdo responsaveis pela secrecdo de glucagon, influenciando a regulacao de
glicose e também de cetonas (CABRERA et al., 2006). As células delta pancreaticas
correspondem a menos de 10% da composicao celular das ilhotas e sé&o responsaveis
por secretar somatostatina, um hormonio originalmente isolado a partir do hipotalamo
e potente inibidor do glucagon, insulina e polipetideo pancreéatico. As células PP,
secretam o menos estudado dos hormonios da ilhota, o polipeptideo pancreatico (PP)
, € correspondem a menos de 5 % da composicao celular da ilhota. PP tém sido
demonstrado ter um efeito inibitério sobre as secre¢bes exdcrinas no pancreas,
destacando a comunicacdo entre as células endocrinas e exocrinas dentro da
glandula (BALLIAN & BRUNICARDI, 2007). Células Epsilon recentemente
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descobertas, abrengem menos de 1% de uma ilhota humana e sao responsaveis pela
secrecédo de grelina. Acredita-se que este peptideo tenha relacdo com a liberacdo do
horménio de crescimento, regulacdo metabdlica e balanco energético, mas o seu
papel nas ilhotas ainda nao foi definido conclusivamente (MEYER, 2010).

Células beta pancreaticas formam a maior parte do contetdo celular enddcrino
(aproximadamente 60%) dentro do pancreas e secreta o hormdnio insulina, um
peptideo anabdlico de 51 aminoacidos na forma ativa que € essencial para a
regulacdo homeostasica da glicose. Quando substratos de alta energia estdo em
excesso, a liberacdo de insulina desencandeia o metabolismo de glicose, lipideos e
proteinas nas células em adicédo a sintese de RNA e DNA. O mecanismo de acédo da
insulina ainda ndo esta totalmente elucidada, no entanto, entende-se que apdés a
ativacdo do receptor do hormdnio, ocorre uma cascata de modificagbes enzimaticas.
A acao hipoglicémica dainsulina é o resultado da captacao de glicose via translocacéo
dos transportadores de glicose (GLUT-4) e aminoacidos, e ativacdo da sintese de
proteinas, além da sintese de glicogénio e triglicerideos a partir da glicose (PEPPER
et al., 2013).

A organizacdo dos constituintes celulares dentro da ilhota tém papel importante
sobre a homeostase da glicose. Embora predominatemente composta por células
enddcrinas, outros tipos celulares compartilham uma porcao dessa estrutura. Células
endotelias vasculares compdem a maiorias das células ndo endocrinas dentro das
ilhotas, sendo os componentes restantes, fibras nervosas, pericitos, macrofagos e
células dentridicas (PEPPER et al., 2013).

Células endoteliais intra ilhotas sao responsaveis pela liberacéo de fatores pro
angiogénicos, tais como, VEGF, HGF,FGF, EGF e MMP gue auxiliam na criacdo de
novos vasos e capilares dentro da ilhota formando uma rede de vascularizagdo
essencial para fungdo e sobrevivéncia do tecido (BRISSOVA et al., 2004). O arranjo
especifico das células enddcrinas nas ilhotas pancreaticas e a microcirculacéo, sugere
uma ligacdo entre morfologia e fungdo dentro da ilhota. E sabido que as ilhotas
funcionam como micro-6rgéos integrados, e as células endocrinas das ilhotas podem
influenciar a fungcdo das células endoteliais dos vasos sangiiineos, e vice-versa. A
angiogénese nas ilhotas é fundamental para a formagédo de ilhotas normais durante o
desenvolvimento embrionario. No desenvolvimento pdés-natal em roedores, o0

crescimento rapido das ilhotas coincide com a proliferacdo de células endoteliais
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vasculares e aumento da densidade vascular (ZANONE et al., 2008). Desa forma, &
fundamental para manutencdo da viabilidade da ilhota pdos transplante, a preservacao
dessa rede vascular intriseca ou a formacdo de uma nova estrutura capilar a partir

das células endotelias remanescentes.

1.3 Transplante de ilhotas pancreaticas no tratamento do Diabetes tipo |

O campo de transplante de ilhotas pancreaticas tem evoluido significativamente
ao longo das ultimas 3 décadas gracas aos incriveis esfor¢cos da comunidade cientifica
em todo mundo, com melhorias continuas das técnicas de processo e manutencao
das ilhotas, juntamente com o desenvolvimento de protocolos de indugdo e mais
eficazes e administracdo de imunossupressores. O transplante de ilhotas pancreaticas
surgiu como um avango clinico no controle glicémico (GLEASON et al., 2000; KIDO et
al., 2000), no entanto, existem varios desafios que limitam sua aplicacdo generalizada.

O transplante de ilhotas pancreéticas é vantajoso comparado com o transplante
total do pancreas porque € relativamente ndo invasivo. O transplante de pancreas
pode produzir a longo prazo a independéncia da insulina exdgena, no entanto, é
necessaria uma grande cirurgia, associada com consideravel morbidade e
mortalidade precoce com imunossupressao obrigatéria ao longo da vida. A morbidade
associada ao transplante de ilhotas € 20 vezes menor do que a do transplante de
pancreas, e ilhotas saudaveis podem ser isoladas a partir de pancreas que ndao podem
ser utilizados para o transplante total do pancreas, o que é extremamente vantajoso
dado a escassez de doadores (MUIR et al., 2014).

O trabalho publicado por Barton et al. (2012) fez um levantamento do total de
677 transplantes de ilhotas realizados em alguns paises entre 1999-2010, e foi
constatada uma melhora percentual de 44% quanto a insulino-independéncia dos
pacientes conquistada apés 3 anos da realizagdo dos ultimos transplantes realizados
entre 2007 a 2010, ratificando o papel promissor desta terapia. Na uUltima década, por
exemplo, mais de 750 transplantes de ilhotas foram realizados em mais de 30 centros
de transplantes internacionais (figura.2) (BRUNI et al., 2014).

O trabalho de Balamurugan et al. (2014) traz uma retrospectiva de 1017
isolamentos de ilhotas para 537 pacientes, realizados entre 1999-2010, e mostra um
relativo sucesso constatado a partir do indice equivalente de ilhotas (IEQ) com o

decorrer do tempo referente a viabilidade das ilhotas pés-transplante e a taxa



20

equivalente deinsulina produzida com os avancos da técnica com o suceder dos anos.
Esses dados publicados trazem uma avaliacdo positiva do transplante de ilhotas
pancreaticas, demonstrando melhoria na quantidade, como também nos critérios

clinicos de qualidade dos isolamentos realizados entre 1999-2010.

Receptores de transplante de ilhotas por ano registrados com
o centro internacional de transplante de ilhotas
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Fig 2. Dados sobre o transplante de ilhotas registrado pelo CITR. Numero de receptores de
transplante de ilhotas entre 1999-2013 realizados nos centros de transplante em Edmonton, América
do Norte e Internacional. (Fonte: Adaptado de BRUNI et al., 2014).

Apesar dos pontos fortes destes estudos, incluindo a maior colecao de
transplante de ilhotas ja relatado, ainda existem limitacdes para esta técnica. Estima-
se que até 70% da massa de células B-transplantadas podem ser destruidas no inicio
do periodo poés-transplante (RYAN et al., 2005). Outra limitacdo decorre da remocéao
enziméatica das ilhotas da matriz pancreatica durante o isolamento. Este processo
rompe as conexdes entre a vascularizacdo das ilhotas e a circulagcdo sistémica,
causando a morte de um numero significativo de ilhotas nos dias seguintes ao
transplante. Esse dano é resultante da ocorréncia de véarios fatores, mas a isquemia
e o fornecimento inadequado de sangue provavelmente contribuem para a morte de
ilhotas no periodo imediato pés-transplante e pode prejudicar a sobrevivéncia e funcéo
das ilhotas a longo prazo (BALLIAN & BRUNICARDI, 2007).
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1.4 Células Tronco Mesenquimais: Aspectos moleculares, caracteristicas

funcionais in vitro e emprego na terapia celular

A medula Ossea adulta contém uma populacdo heterogénea de células,
incluindo células hematopoiéticas, macréfagos, eritrécitos, fibroblastos, adipécitos e
células endoteliais. Além destas, a medula éssea contém um subtipo de células
precursoras nado-hematopoiéticas que apresentam como caracteristica principal a
multipotencialidade. Estas células sdo comumente denominadas células-tronco do
estroma medular ou Células-Tronco Mesenquimais (CTMs), no inglés [Mesenchymal
Stem Cells (MSCs)] (SALEM & THIEMERMANN, 2010).

As células-tronco mesenquimais sdo um grupo de células clonogénicas,
presentes no estroma da medula 6ssea, originadas a partir do folheto germinativo
mesodermal, capazes de diferenciacdo em varias linhagens de células do tipo
mesodérmico e possivelmente, mas ainda parte de assunto controverso, em outros
tipos celulares ndo mesodérmicos, como células neurais ou hepatdcitos
(BYDLOWSKY et al, 2009).

Muitos autores tém questionado se é apropriado designar essa populacdo de
células como células “tronco” adultas, uma vez que a capacidade de auto-renovagao
ndo pbde ser provada invivo (LINDNER et al., 2010). Sacchetti et al. (2007) adotaram
o termo “células estromais” definindo-as como células do tecido conectivo que formam
o0 suporte estrutural no qual as células funcionais do tecido residem.

Inicialmente as CTMs foram nomeadas como precursoras de fibroblastos da
medula 0ssea por Friedenstein et al (1976). Neste trabalho as células aderentes foram
descritas como células de aparéncia heterogénea, mas apds algumas passagens
enzimaticas, mostravam-se morfologicamente mais homogéneas, delgadas, afiladas,
semelhantes a fibroblastos. Eles também demonstraram que essas células se
diferenciavam em pequenas colbnias, que definiu como Unidades Formadoras de
Colbnias de Fibroblastos (CFU-F) que apresentavam depdsitos de calcio e cartilagem
(FRIEDENSTEIN et al., 1976).

Na medula 6ssea, as CTMs sdo componentes importantes do nicho
hematopoiético, contribuindo com o suporte estromal através da sustentacdo direta
do microambiente e com a secrecao de fatores paracrinos envolvidos na proliferacao,

funcdo e diferenciacdo das Células-Tronco Hematopoiéticas (CTHs) (MEIRELLES et
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al., 2008). Constituem uma populacdo rara na medula éssea, cuja frequéncia varia
entre 0,01% a 0,0001% do total de células nucleadas. Apesar da rara presenca, estas
células podem proliferar efetivamente, mantendo seu carater de células-tronco in vitro.
A perda progressiva do potencial de diferenciacdo devido a senescéncia ocorre apos
cerca de 40 duplicagbes (KRAMPERA et al., 2007).

Segundo a International Society for Cellular Therapy, séo trés os requisitos
minimos para classificacdo como CTM. Primeiro com base na sua aderéncia seletiva
a superficie do plastico. Segundo, expressdes de marcadores de superficie CD105,
CD73 e CD90, e auséncia de expressao de CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79, CD19
e HLA-DR em mais de 95% das células em cultura. Terceiro é o potencial de
diferenciacdo multilinhagem.

As pesquisas atuais tém explorado extensivamente o potencial de utilizacdo de
CTMs em modelos de terapias regenerativas, sendo mais de 200 ensaios clinicos
baseados em terapias utilizando CTMs realizados ou em andamento como listado pelo
Instituto Nacional de saude (NIH, do inglés National Institute of health dos EUA)
(IKEBE & SUZUKI, 2014). Diferentes fontes de obtengcdo de CTMs vém sendo
utilizadas na terapia celular. Daltro et al. (2015) publicou que CTMs derivadas da
medula éssea de pacientes falciformes apresentavam inalterados a expressdo do
conjunto de marcadores de superficie celular fenotipicos de populacdo mesenquimal,
0 potencial osteogénico e a capacidade de secretar citocinas e fatores de crescimento
envolvidos no reparo tecidual. Entretanto, nem todas as CTMs apresentam papel pro-
angiogénico. Clarkin et al. (2013) demonstraram que uma populacdo de CTMs
expandidas de ilhotas de humanos interrompe as propriedades pré angiogénicas e
inibe a sobrevivéncia de células endoteliais microvasculares das ilhotas humanas e
de camundongos através do aumento da fosfoforilagdo de Smad-2, uma proteina pro
apoptotica.

A multipotencialidade e a facilidade de isolamento e expansdo em cultura das
CTMs, suas propriedades imunomodulatérias, capacidade de migracéo e secre¢do de
fatores troficos, torna-as importante alvo para o tratamento de diversas doencas
autoimunes e um instrumento na medicina regenerativa. Numerosos estudos preé-
clinicos tém estabelecido o potencial terapéutico de CTMs no engenheiramento de
tecidos e na liberagdo de fatores proteicos e citocinas que vao atuar na recuperacao

de uma leséo.
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1.5 Influéncia da hipdéxia sobre o comportamento angiogénico das CTMs

A concentracdo de Oz na medula 6ssea onde residem as CTMs é de 2-7% em
condicdes fisiolégicas normais. Acredita-se que as CTMs estejam localizadas em
nichos perivasculares proximo a estrutura vascular de quase todos os tecidos
(CRISAN et al.,, 2008). CTMs sao cultivadas in vitro em ambientes onde a
concentragdo de O: gira em torno de 21%, o que torna sua atividade secretoria
inadequeada (J. LIU et al., 2015). A hipdxia tém um forte efeito sobre varios aspectos
da biologia celular, tais como, metabolismo, angiogénese e imunidade inata, estes
efeitos sdo geralmente mediados por fatores indutores de hipoxia (HIFS)
(MAJMUNDAR et al., 2010).

O HIF1 é uma molécula heterodimérica, composta por duas subunidades HIF-
1a e HIF-1B, sendo a primeira altamente responsiva e estabilizada pela hipdxia. Sob
baixas tensbes de oxigénio, o HIF-1a se acumula no citoplasma e posteriormente é
translocado para o nucleo celular, onde sofre dimerizacdo com a subunidade HIF-1(.
Esse dimero é responsavel pela ativacdo dos diversos genes responsivos a hipodxia,
tais como produtores das proteinas envolvidas na maturacdo celular (eritropoietina e
transferrina), metabolismo energético (transportador de glicose 1 e 3), proliferacao,
viabilidade celular (IGF e p21) e angiogénese (VEGF e endotelina-1) (figura.3) (WAN
et al., 2010).
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Estudos comprovam que o pré condicionamento da CTMs a um ambiente de
hipéxia é fundamental para uma resposta angiogénica mais robusta. Griffith & George
(2009) demonstraram em seu trabalho um aumento de expresséo de VEGF e b-FGF
pelas CTMs em resposta a um ambiente de hipdxia e também que a maior secrecao
destes fatores contribuiu para a formacao de tubos em células endoteliais expostas a
estes fatores (figura.4).

Os processos de neovascularizacdo e angiogénese sao regulados por um
grande numero de fatores de crescimento endoteliais, incluindo VEGF e b-FGF. Além
disso, condi¢cbes patoldgicas, tais como isquemia, induzem a liberacédo destes fatores
a partir de CTMs, conduzindo a formacdo de novos vasos. VEGF € um importante
fator angiogénico que promove a proliferacdo e migracdo de células endoteliais e a
manutencdo da vasculatura dos vasos, atuando sinergicamente com uma proteina
denominada angiopoietina. VEGF afeta a formacado inicial do vaso sanguineo e
promove a geracdo de uma rede vascular primitiva, enquanto a angiopoietina atua
sobre as alteracOes subsequentes da remodelacdo vascular e promove a formacao
de vasos maduros e a estrutura espacial da rede vascular (J. LIU et al., 2015).
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Fig 4. Acao de fatores troficos sobre as células endoteliais. Pré-condicionamento de CTMs a
hipéxia acarretando aumento da proliferacéo e migracao de células endoteliais e consequentemente a
angiogénese no tecido. Fonte: (LIU et al, 2015).
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1.6 Potencial angiogénico de CTMs e sua utilizacdo no transplante de ilhotas

As ilhotas pancreéaticas sdo bem vascularizadas ao longo da vida, essa
caracteristica é de extrema importancia para a secrec¢ao de insulina rapidamente em
respostas a mudangcas nos niveis de glicose sanguinea. Embora as ilhotas
compreendam apenas 1-2% da massa pancreatica, elas recebem 5-10% do fluxo
sanguineo pancreatico. Durante o isolamento de ilhotas ocorrem o rompimento de
conexdes entre a vasculatura da ilhota e circulacdo sistémica onde o
reestabelecimento do fluxo sanguineo a ilhota transplantada requer varios dias. A
revascularizacdo rapida e adequada das ilhotas transplantadas é fundamental para
sobrevivéncia e funcdo das ilhotas (SORDI & PIEMONTI, 2010).

Recentemente, foi descrito em modelos animais que as CTMs derivadas da
medula éssea sdo capazes de aumentar a sobrevivéncia e funcdo dos enxertos de
ilhotas através do aumento da revascularizagdo (ITO et al., 2010). O grupo de Figliuzzi
et al. (2014), mostrou que CTMs de medula 6ssea expressam niveis elevados de
VEGF e o transplante dessas CTMs induziu uma resposta angiogénica robusta no
hospedeiro, levando a neovascularizacdo de enxertos de ilhotas singénicas em ratos
diabéticos. Outra pesquisa complementar relatou que o co-cultivo de CTMs e ilhotas
pancreéaticas de camundongos sem contado direto célula-célula acarreta um aumento
na viabilidade da ilhota e funcdo secretora de insulina devido a fatores tréficos
encontrados no sobrenadante de cultivo de CTMs (HGF, IL-6, TGF- e VEGF-A), além
de aumentar a migracdo e revascularizacdo de células endoteliais intra ilhotas
(FUGGLE et al., 2010).

Bell et al. (2012), realizaram um trabalho no qual o transplante de ilhotas em
camundongos diabéticos foi realizado conjuntamente com células progenitoras do
corddo umbilical e medula 6ssea previamente co-cultivadas, observando um aumento
na massa de células B e revascularizagdo do tecido decorrente do aumento de
expressao de receptor EGF, metaloproteinases e TGF-B. O estudo experimental em
camundongos diabéticos revelou que a co-cultura de contato direto entre CTMs e
ilhotas pode aumentar a secrecédo de VEGF pelas ilhotas comparadas com ilhotas
cultivadas sozinhas ou cultivadas sem contato direto com CTMs, potencialmente
aumentando a massa e fungdo das células B durante o periodo pré-transplante, pos
transplante ou até em ambos os periodos (RACKHAM et al., 2013). O transplante de

ilhotas por via intramuscular em camundongos desenvolvido por Fransson et al.
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(2015) apontou que a presenca de CTMs resultou na reducao da fibrose e na migracéo
de células endoteliais para regides periféricas das ilhotas aumentando a
revascularizacdo. No modelo de interacdo entre CTM-ilhotas complexadas em
esferoides, Shin et al. (2015) observaram uma reducdo na apoptose das ilhotas pos
transplante, juntamente com o aumento na secrec¢ao de insulina e vascularizacdo das
ilhotas. O estudo mais recente elucidando esta interacdo revelou que o transplante de
CTM-MO-ilhotas de camundongos promoveu a angiogénese através da diferenciacao
das CTMs em células endoteliais vasculares e células vasculares de musculo liso
(CAO et al., 2016).

Outra evidéncia da superexpressdo de fatores pré angiogénicos por CTMs
contribuindo para a eficacia do transplante de ilhotas foi consolidado em um estudo
experimental no qual CTMs derivadas de medula 6ssea humana foram modificadas
geneticamente para superexpressao de VEGF e antagonista do receptor de IL-1 e co-
cultivadas com ilhotas humanas para posterior co-transplante na capsula renal de
camundongos, o resultado obtido foi entdo uma melhoria no controle glicémico,
através do aumento da viabilidade e revascularizagdo das ilhotas (MUNDRA et al.,
2013).

Apesar destes resultados concisos indicando o potencial angiogiénico das
CTMs, ja se sabe que nem todas as CTMs apresentam um efeito benéfico sobre as
células endoteliais ou sobre a secrecao de insulina em ilhotas. Se for verdade entdo
gue as CTMs aumentam a viabilidade/funcionalidade das ilhotas pancreéticas através
do aumento da vascularizagdo, quais 0s mecanismos envolvidos?

Duas alternativas ndo mutuamente exclusivas justificam o papel das CTMs
visando aumentar a re-vascularizacdo de ilhotas pancreaticas. A primeira alternativa
considera que o co-cultivo de CTMs com ilhotas pancreaticas aumentaria a viabilidade
de células endoteliais presente no tecido enxertado e assim aumentariam a
angiogénese intra-ilhota e as chances de recirculagdo nos microcapilares ja presentes
na ilhota transplantada. A segunda alternativa sustenta que as CTMs seriam capazes
de secretar fatores que induziriam a atracdo e invasdo de vasos sanguineos do
hospedeiro, garantindo a revascularizacdo do tecido transplantado (NYQVIST et al.,
2011; LASCHKE & MENGER, 2012).

Em favor da primeira alternativa, a literatura descreve que ilhotas pancreéticas

recém isoladas contém células endoteliais e capilares sanguineos capazes de formar
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vasos sanguineos funcionais (NYQVIST et al.,, 2011), mas que o numero destas
células endoteliais reduz 95% ap0s 4 dias de cultivo (NYQVIST et al., 2005). Embora
0 mecanismo de desparecimento das células endoteliais ndo tenha sido investigado
nestes artigos, a presenca de fatores pro-mitéticos (VEGF, FGF, entre outros) reduziu
0 desaparecimento das células endoteliais e melhorou a viabilidade/funcionalidade
das ilhotas transplantadas. Portanto, a manutencao da viabilidade destas células € um
alvo potencial para promover a revascularizacdo da ilhota e sua funcdo apos
transplante. O uso de CTMs diretamente ou através de meio condicionado de CTM
seria importante para manter a viabilidade e manutencdo do fenétipo das células
endoteliais na ilhota apds o periodo de cultivo.

Os relatos atuais indicam que as células endoteliais intra ilhotas contribuem
para o processo de revascularizagdo dos enxertos de ilhota quando transplantados,
sendo a preservacdo destas células endoteliais pos-transplante fundamental para
manutencdo da sobrevivéncia e viabilidade das ilhotas (KING et al., 2015). Esses
resultados podem ser interpretados com base na comunicagdo dos pericitos (células
encontradas na membrana vascular basal, possivelmente de origem mesenquimal)
com as células endoteliais e o papel que a interacdo molecular entre estes dois tipos
celulares acarreta no processo de formagao de uma microvasculatura (ARMULIK et
al., 2011; NEWMAN et al., 2013).

A interacdo coordenada de pericitos e células endoteliais atuando sobre o
remodelamento vascular é mediada por varias moléculas. Angiopoietina -1 € expressa
por células mesenquimais perivasculares e atua sobre o receptor Tie-2 expresso em
células endoteliais promovendo a estabilizacdo dos vasos recém-formados pelo
recrutamento de pericitos. PDGF-B é expresso por células endoteliais em brotos
angiogénicos e estimula a migracao e proliferacao do receptor de PDGF-B expresso
em pericitos. Pericitos também estao envolvidos na expressdo de VEGF um mitégeno
endotelial que desempenha papel ativo na angiogénese e potencializa a sobrevivéncia
e estabilidade de células endoteliais em microvassos (GEEVARGHESE & HERMAN,
2014).

Dados recentes também tém demonstrado que a expressao de HGF em niveis
elevados por pericitos e fibroblastos estimula o brotamento de células endoteliais em
modelos esferdides in vitro (CHANG et al.,, 2013). Portanto, inUmeros fatores

potencialmente produzidos pelas CTMs estariam envolvidos com a manutencdo da
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viabilidade das células endoteliais na ilhota transplantada. No entanto, quais destes
fatores sdo produzidos pelas CTMs de medula 6ssea e estdo envolvidos com as
células endoteliais em ilhotas pancreéaticas humanas € totalmente desconhecido.

A segunda alternativa baseia-se na inosculacdo de redes vasculares pre-
formadas dentro do tecido implantado no hospedeiro com a microvasculatura
(LASCHKE & MENGER, 2012). As ilhotas pancreéticas transplantadas sé&o
revascularizadas pelos vasos sanguineos do hospedeiro que crescem na direcao das
ilhotas do doador através do mecanismo de angiogénese, independente de
sinalizacdo via receptor de VEGF (VAJKOCZY et al, 1995). Fatores
secretados/elementos de matriz produzidos pelas CTMs associadas diretamente com
as ilhotas transplantadas seriam importantes para estimular o brotamento de vasos
no hospedeiro e inosculagdo com os vasos da ilhota transplantada (WITTIG et al.,
2013).

O artigo publicado por Li et al. (2015), mostrou que a co-cultura in vitro de CTMs
e células endoteliais durante 24 horas, resulta na expresséo diferencial pelas CTMs
de IL-1B e IL-6, citocinas responsaveis por ativar a familia das proteinas NF-kB, as
guais sinalizam a transcricdo de uma série de genes, quimiocinas, receptores de
superficie e moléculas que podem promover a angiogénese in vivo e in vitro. O ensaio
in vitro no qual CTMs humanas isoladas de medula éssea e tecido adiposo foram
expandidas em um arcabouco de coldgeno e implantadas em membranas
corialantides de frangos, demonstraram a expressdo de varios fatores pro
angiogénicos, destacando-se a expressao de PDGF-AA gque atua como um importante
fator migratério e estimula a expressdo de fatores pro-angiogénicos secundarios
(EDWARDS et al., 2014).

Nesse contexto as CTMs surgem como uma abordagem pertinente devido a
capacidade de secretar fatores anti apoptoticos (IGF-1, TGF-B, IL-6) e reguladores da
angiogénsese (pré/anti-angiogénicos (VEGF-A, PDGF, HGF, Ang-1, THBS1, entre
outros) (MAUMUS et al., 2013). Portanto, um grande repertorio de fatores secretados
pelas CTMs pode ter papel na inosculacdo dos vasos do hospedeiro com a ilhota
transplantada, no entanto, quais destes fatores sao produzidos pelas CTMs de medula
O0ssea e como eles induzem o brotamento nos vasos do hospedeiro ainda é pouco

estudado.
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1.7 Meio condicionado de Células Tronco Mesenquimais

Os estudos reportando o efeito benéfico da terapia regenativa utilizando células
tronco tém revelado que os fatores secretados por estas células podem promover
reparo em varias condicdes que envolvam dano ao orgdo ou tecido. Estes fatores
soluveis compostos por fatores proté€icos, microvesiculas e exossomas podem ser
encontrados no meio onde as células sado cultivadas, sendo assim denominado meio
condicionado (H. O. KIM et al., 2013). A aplicacdo do meio condicionado apresenta
varias vantagens comparado ao uso de células tronco. O meio condicionado pode ser
congelado, liofilizado e transportado mais facilmente. Além disso, uma vez que €
desprovido de células ndo se faz necessarios avaliacdes prévias entre doadores e
receptores afim de se evitar a rejeicdo imune, sendo portanto, uma alternativa
promissora para ser utilizado como farmaco na medicina regenerativa (PAWITAN,
2014).

O meio condicionado pode ser produzido a partir do cultivo celular em normoéxia
(20-21% de pO2) ou hipdxia (0,5% - 5% pO2). Varios estudos utilizando células tronco
revelam que a maioria dos fatores de crescimento sédo supra-regulados em condi¢des
de hipoxia, tais como VEGF (C.-P. CHANG et al., 2013; CHEN et al., 2014) PDGF (DI
SANTO et al., 2009) e HGF (OSKOWITZ et al.,2011; KANG et al., 2014). O meio
condicionado também €& composto por diversas citocinas proé inflamatorias (IL-8, IL-9,
IL-1b) e anti inflamatérias (TGFB1, IL-6,11-10). Outros fatores secretados sdo leptina,
angiogenina, MCP-1, uPA, trombospondina 1, TIMP-1 e IGFPB, que possuem
atividades pro angiogénica, inflamatoria e de migracdo (EDWARDS et al., 2014).

O transplante de ilhotas pancreéticas cultivadas em meio condicionado de
CTMs obtidas a partir de sangue de cordao umbilical, revelou regulacdo dos niveis de
glicose sanguinea, ganho de peso corporal e capacidade de tolerancia a glicose em
camundongos (PARK et al., 2010). Bhang et al.(2013) demonstrou que ilhotas
cultivadas em MC hipoxia derivado de CTMs de tecido adiposo apresentaram
diminuicdo na atividade apoptotica e aumento na secrecéo de insulina.

Para aplicacdo do meio condicionado em varias doencas humanas €
necessario padronizar o método de producdo considerando o tipo celular utilizado,
nimero de células, meio de cultura e processamento do meio condicionado. Além
disso, faz-se importante analisar o conjunto e concentracdo dos fatores e citocinas
produzidos por diversos tipos de células (PAWITAN, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar o potencial angiogénico do meio condicionado de células tronco
mesenquimais de medula Ossea na manutencdo da viabilidade de ilhotas

pancreaticas.

2.2 Especificos

e Obter, expandir e caracterizar células tronco mesenquimais (CTMs) isoladas de
medula 6ssea.

e Avaliar o efeito dos meios condicionados sobre a proliferacdo, viabilidade,
migracao e angiogénese de células endoteliais humanas (HUVECS).

e Analisar o perfil protedmico do meio condicionado.

e Avaliar a acdo do MC na producédo de insulina, angiogénese e viabilidade das

ilhotas pancreéticas.
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3 METODOLOGIA

3.1.1 Amostra biolégica e fracionamento para obtencdo das células

mononucleares

O Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, (UFBA)
aprovou este projeto (nimero do parecer: 625.059). Amostras de medula 6ssea foram
obtidas a partir de procedimentos cirlrgicos de puncdo nos pacientes falciformes
conduzidos no Complexo-Hospital Universitario Professor Reitor Edgar Santos, na
cidade de Salvador-BA. A amostra coletada em tubo conico contendo heparina sédica
(5000 U.1./ml) foi centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C, para separacao do
plasma. Em seguida, a amostra foi reconstituida em volume igual, no meio de cultura
DMEM Low glicose + 10 % SFB. A suspensao celular foi adicionada lentamente ao
polimero de separacdo Ficoll- Paque ™ 1,077g/L (GE Healthcare Bio-sciences AB) e
centrifugada a 1000 rpm durante 10 minutos. O Ficoll- Paque ™ permite a separagao
celular por gradiente de densidade. O anel de células mononucleares da medula
O0ssea (CMMO), existente na interface apds centrifugacao foi separado e lavado uma
vez com CMF (88mM de NaCl; 1mM de KCI; 2,4mM de NaHCOg3s; 7,5mM de Tris-Cl
(pH 7,6)). A suspensao celular total foi novamente centrifugada a 1000 rpm por 10
minutos e o pellet obtido foi ressuspendido em 6 mL de DMEM Low glicose + 10 %
SFB.

3.1.2 lIsolamento, cultivo e expansédo de células tronco mesenquimais

As CMMO foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO2, ocorrendo a cada
3-4 dias, a troca do meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - low glucose
(DMEM Low) (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB)
(lote 14/10 CULTILAB), penicilina (100 U/ml) estreptomicina (100 ug/ml) (Gibco®,
Invitrogen) e anfotericina (250 pg/ml) (Sigma-Aldrich®). Quando as células adquiriram
80% de confluéncia, foi realizado o sub-cultivo apos 2x lavagens com solucdo salina
CMF e descolamento da monocamada utilizando solucdo de Tripsina-EDTA 0,25%
(Gibco®, Invitrogen). As culturas foram rotineiramente observadas em microscopio
Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas) para verificacao
morfolégica das células.
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3.1.3 Obtencdo, isolamento, cultivo e expanséao de HUVECs

As células endoteliais foram isoladas a partir de amostras de cordao umbilical
obtidas na Maternidade Climério de Oliveira (UFBA). Todo material coletado foi obtido
apoés autorizacdo das gestantes, através da assinatura de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido antes e apés o parto. O cordao umbilical coletado foi armazenado
em recipiente fechado e refrigerado, e entdo transportado até o laboratério de
Imunologia no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS-UFBA), ocorrendo a digestdo do
tecido no prazo maximo de 2 horas apos obtencdo do material. O protocolo de
isolamento foi adaptado de DAVIS, et al., (2007). O cordao umbilical foi lavado com
solugéo de PBS (140 mM de NaCl; 2,7 mM de KCI; 10 mM de Na:HPO4 e 1,8 mM de
KH2PO4) para retirar o excesso de sangue. O corddo umbilical foi preenchido com 20
ml de colagenase tipo | 1mg/ml (Sigma-Aldrich®) e incubado a 37°C por 30 minutos.
Transcorrido o tempo, o corddo foi ordenhado, a suspensdo celular coletada e
adicionado 10 mL de Dmem Low + 10% SFB para inativar a enzima. A suspenséo foi
centrifugada a 1000 RPM por 5 minutos, e o pellet formado foi ressupendido em 5 ml
de meio (EGM™ - 2 + fatores) (Lonza, USA), e semeada em garrafas de 25cm?
previamente recobertas com 2% de gelatina (G9391,Sigma-Aldrich®). As HUVECs
foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 em meio de cultura completo (EGM™
-2 + fatores) (Lonza, USA), com 2% SFB e penicilina (100 U/ml) estreptomicina (100
pg/ml) (Gibco®, Invitrogen) foi substituido a cada 2 dias. Estas células foram
expandidas apds a monocamada apresentar 70% de confluéncia, e os experimentos

foram realizados entre as passagens 2 e 5.

3.1.4 Curva de crescimento populacional, célculo do tempo de dobramento e

numero de dobramento populacional total das CTMs

Células tronco mesenquimais de medula éssea entre as passagens 3 a 6, foram
submetidas a avaliacdo de medidas de crescimento populacional por um periodo de
70 dias. CTM-MO foram cultivadas em placas de 6 pocos e tripsinizadas ao atingirem
70% de confluéncia. A cada etapa de descolamento enzimético utilizando solucéo de
Tripsina-EDTA 0,25%, contou-se 0 numero total de células obtidas na camara de
Neubauer. A cada tripsinizacdo, 1x10° células foram replagueadas. Este processo foi
repetido sucessivamente até o septuagésimo dia. O tempo de dobramento
populacional das CTMs foi obtido através da férmula: tempo de dobramento =
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duracédo em dias * log (2) / log (populacéo final) —log (populacéao inicial) (ROTH

V, 2006; Acesso disponivel em: http://www.doubling-time.com/compute.php). O
nimero de dobramento populacional total (NDPT) foi calculado através da férmula:
NDPT = log (nimero de células com 100 % confluéncia/ numero de células
plagueadas)/ log(2) (CHEVALLIER et al., 2010).

3.1.5 Caracterizacdo Imunofenotipica em citdmetro de fluxo

A identificacdo e expressdo dos marcadores de superficie das culturas de
CTMs foram avaliadas através de ensaios de citometria de fluxo. Para caracterizacéao
das CTMs, cerca de 1x10° células foram incubadas com diferentes anticorpos
conjugados aos fluorocromos PE e FITC. Os anticorpos analisados foram anti-CD105-
PE (eBioscience, CA,USA, clone SN6), anti-CD90-FITC (eBioscience, CA, USA, clone
5E10), anti-CD146-PE (BD Pharmigen®, lot 91811) , anti-CD73 PE (EXBIO Praha,
a.s., clone AD2), anti-CD29-FITC (eBioscience ,CA, USA, clone TS2/16), anti-CD14
PE (eBioscience, CA,USA, clone 61D3), anti-CD34-FITC (BD, Cat No. 348053), anti-
HLA-DR- PE (EXBIO Praha, a.s., clone MEM 10). As células foram tripsinizadas,
posteriormente centrifugadas, e o sobrenadante celular obtido foi desprezado. Os
tubos com os pellets foram incubados com 10ul de cada anticorpo diluido 1:300 em
solucdo salina CMF. As células foram incubadas com os anticorpos por 30 minutos e
foi adicionado 1ml de solugcéo salina CMF suplementado com 3% SFB para redugao
de ligacdes inespecifica. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 10 min.
Descartou-se 0 sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em solugao salina CMF +
3% SFB submetido a leitura imediata no citbmetro de fluxo (FACScalibur BD
Biosciences, CA, EUA) e analisadas no software BD Cell Quest pro software.

3.1.6 Ensaio de multilinhagem celular in vitro

A multipotencialidade caracteristica das CTMs foi avaliada em ensaios de
conversao osteogénica e adipogénica, in vitro, seguindo o protocolo especifico ja
estabelecido na literatura (ZUK et al., 2001).

Para avaliar a diferenciacéo osteogénica, inicialmente foram plaqueadas 5x104
células em triplicatas em placas de 24 poc¢os. ApOs as células atingirem a confluéncia
parcial, trocou-se 0 meio de proliferacdo para o meio indutor osteogénico constituido
por DMEM high suplementado com 10%SFB, 0.1uM de Dexametasona (Sigma Aldrich
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®, USA),10 Mm de B-Glicerofosfato e 50ug/ml de acido ascoérbico-2-fosfato (Sigma
Aldrich ®, USA) conforme protocolo adaptado (ZUK et al., 2001). O meio indutor foi
substituido a cada 4 dias e a cultura mantida até 21 dias.

No final do periodo da diferenciacdo osteogénica, a cultura foi lavada e fixada
com paraformaldeido 4%, em seguida coradas com 1% Alizarina Red S (Sigma Aldrich
®, USA) (pH 4,1) que evidencia a deposicdo da matriz calcificada. O procedimento
rotineiramente foi realizado em triplicata e os resultados registrados em imagens
fotogréficas.

Para avaliar o potencial de diferenciacdo adipogénica, cerca de 5x10* células
foram plaqueadas em triplicadas em placa de 24 pocos. Apds atingirem a semi-
confluéncia, as células foram submetidas ao meio indutor adipogénico (DMEM high
glucose 1x, 10% SFB, 1mM dexametasona (Sigma Aldrich ®, USA), 100uM
indometacina(Sigma Aldrich ®, USA) e 500uM IBMX (Sigma Aldrich ®, USA))
preparado conforme protocolo adaptado (ZUK et al., 2001). O meio indutor foi trocado
a cada 3 dias, até a conversao satisfatoria das CTMs em adipdcitos. Apds o periodo
de converséao ideal, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% e coradas com
uma solucdo saturada de Oil Red O (Sigma Aldrich ®, USA), para evidenciacdo das

goticulas de gordura presentes na cultura.

3.1.7 Imunoflurescéncia para deteccdo de proteinas membranares e de

citoesqueleto

Proteinas da matriz extracelular, membrana plasmatica e citoesqueleto foram
identificadas através de imunofluorescéncia em culturas de CTMs e HUVECs. Neste
ensaio, CTMs entre a terceira e sexta passagens ou HUVECs na terceira passagem
cultivadas sob laminulas, foram fixadas com paraformaldeido 4%, durante 1 hora a
4°C. ApoOs a fixacdo as células foram lavadas com solugdo PBS e incubadas por 30
minutos com solucdo de permeabilizacdo (PBS + 0,3% Triton X-100) a temperatura
ambiente. Posteriormente as células foram incubadas com solucéo de bloqueio (PBS
+ 3% BSA) por 30 minutos e ao fim deste intervalo, os anticorpos primarios foram
diluidos na mesma solucao de bloqueio e incubados overnight a 4°C com auséncia de
luz. ApOs incubacdo com os anticorpos primarios, as células foram lavadas com
solucdo PBS trés vezes, 10 minutos cada, e incubadas por 2 horas a 37 °C ao abrigo

da luz, com anticorpo secundario conjugado com fluorocromo e com DAPI para
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visualizacdo dos nucleos, diluidos na solucdo de blogueio. Posteriormente, para
montagem das laminas adicionou-se 10 ul do meio de montagem (Dako Faramount

Aqueous Mounting Medium, S3025) e as laminulas foram colocadas invertidas sob a

gota.

Anticorpo Classe Fornecedor Diluicdo

Primério policlonal anti—coladgeno IV IgG de Coelho abcam, ab6586 1:200

Primario monoclonal anti- a actina de misculo liso IgG de Camundongo VECTOR, VP- | 1:200
S281

Primario monoclonal anti- proteoglicano de sulfato | IgG de Camundongo Chemicon, 1:200

de condroitina NG2 MAB5384

Priméario monoclonal anti — receptor 3 de PDGF IgG de Cabra R&D  Systems, | 1:200
AF385

Primario monoclonal anti- PECAM-1/CD31 humano | IgG de Camundongo R & D Systems, | 1:300
Clone #9G11

Secundario conjugado com Alexa Fluor 488 IgG de Coelho Thermo Fisher | 1:2000
Scientific

Secundario conjugado com Alexa Fluor 488 IgG de Cabra Thermo Fisher | 1:2000
Scientific

Secundario conjugado com Alexa Fluor 594 IgG de Camundongo Thermo Fisher | 1:2000
Scientific

Tabela 1. Lista dos anticorpos primarios e secundarios utilizados na imunofluorescéncia.
3.1.8 Preparo de meio condicionado das CTM

Para o preparo do meio condicionado (MC) as CTMs foram cultivadas a 37°C e
5% de COq, até a confluéncia. O meio de cultivo foi descartado, e um novo meio
constituido por EGM™-2 + 3% BSA (Sigma-Aldrich®) e penicilina (100 U/ml)
estreptomicina (100 pg/ml) (Gibco®, Invitrogen) foi adicionado. Este meio foi
denominado meio incompleto por ser um meio isento de SFB (EDWARDS et al., 2014).
As CTMs foram cultivadas em garrafas T25 durante 48 horas nas condi¢des hipdxia
(aproximadamente 5% de pO2) a 37 °C no interior de um dissecador hermeticamente
vedado utilizando um gerador de anaerobiose e fita indicadora de baixa pressao de
O2 (Probac do Brasil). As CTMs cultivadas em normoxia foram acondicionadas a
presséo atmosférica ambiente (aproximadamente 21% pO32) a 37°C. Apos 48h, 0 meio
condicionado foi recolhido e centrifugado a 1200 rpm/8min, sendo congelado a - 20°C
para uso posterior (SILVEIRA, R. et al., 2010).
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3.1.9 Dosagem de proteinas totais

Esta técnica foi utilizada para padronizacdo do meio condicionado. O metodo
utilizado foi o de Lowry modificado, utilizando o reagente de Folin Ciocalteau (F9252,
Sigma-Aldrich®) (HARTREE, 1972). O complexo de cor azul formado foi medido por
um espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific) utilizando o comprimento de
onda de 660nm. Albumina sérica bovina a 1% (A9418, Sigma-Aldrich®) foi utilizada

para a elaboracao da curva padréo.
3.2.1 Dosagem de Fostatase Alcalina

Esta técnica foi utilizada para quantificar a enzima fosfatase alcalina no meio
condicionado. 50ul do meio condicionado foi adicionado a 100ul de p-Nitrofenilfosfato
(N7653-100MlI, Sigma-Aldrich®) e incubado em banho-maria 37C°%30min. A solucéo
foi analisada através do espectrofotbmetro (Multiskan GO,Thermo Scientific), e o

comprimento de onda no valor de 405 nm foi utilizado para detec¢céo (SIGMA, 2002).

3.2.2 Coloracédo de CTMs com Calceina-AM

Esta técnica foi utilizada para avaliacdo da viabilidade celular de CTM apés
preparo do meio condicionado com o kit para deteccdo de calceina-AM (Life
Technologies, Cat# C3100MP). A conversao do acetdxi-metil-éster de calceina - um
diéster fluorogénico que ultrapassa, de forma passiva, a membrana celular — em
calceina, analogo impermeavel e de fluorescéncia verde, por enzimas esterases foi
utilizado como indicativo da integridade celular (NERI et al., 2001; FLANAGAN
PRODUKTE, 2003). As células foram lavadas 3x com CMF e incubadas com calceina-
AM (diluicdo 1:500) em CMF. Apos 30 minutos de reagdo, em ambiente isento de luz,
analisou-se a deteccdo da calceina nas CTMs por microscopia de fluorescéncia
Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas). Os dados foram apresentados na
forma de grafico através do calculo fluorescéncia celular total corrigida =
densidade integrada — (area selecionada x média de fluorescéncia de leitura dos
backgrounds) (MCCLOY et al., 2014).

3.2.3 Ensaio invitro de migracéo celular das HUVECs (modelo Scratch Assay)

A capacidade migratoria das HUVECs foi avaliada através do ensaio in vitro de

cicatrizagdo de lesdo na monocamada. HUVECs foram semeadas em placas de 24
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pocos (5x10* céls/poco) e cultivadas em meio (EGM™ -2 + fatores) (Lonza, USA) com
2% SFB e penicilina (100 U/ml) estreptomicina (100 pg/ml) até a monocamada atingir
80% de confluéncia. A lesédo na monocamada foi feita com o auxilio da ponta de uma
ponteira de 200 pyL. O meio de cultura foi entdo substituido por uma das seguintes
condi¢des: A) 500 uL do MC norméxia; B) 500 uyl do MC hipdxia; C) 500 uL do meio
completo EGM™ -2 + fatores, com 2% SFB e penicilina (100 U/ml) estreptomicina
(100 pg/ml); D) 500 yL do meio incompleto EGM™-2 + 3% BSA . Imagens foram
registradas no microscopio Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas)
no momento inicial e apds 18 hrs no local da lesdo. A quantificacdo da migracdo das
células endoteliais, foi realizado através do calculo percentual da area regenerada
apos o periodo de 18 horas, utilizando a equacéo: % area recuperada = (Area inicial
- Area final) / Area inicial, utilizando o software ImageJ do NIH (do inglés National
Institutes of Health) (LIANG et al., 2007).

3.2.4 Ensaio invitro de deteccdo de TUNEL em HUVECs

O ensaio de TUNEL (do inglés, Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-
dUTP Nick End Labeling) foi utilizado como indicador de apoptose em HUVECs
(KYRYLKOVA et al, 2012). Neste ensaio 0s nucleos apoptoéticos, 0s quais
apresentam fragmentacdo de DNA s&o revelados em verde pela ligagdo da enzima
deoxinucleotideo terminal transferase (TdT) acoplada com um fluoréforo e o marcador
nuclear utilizado foi o iodeto de propideo, evidenciando os nucleos em vermelho. A
apoptose em HUVECs foi avaliada por 24hs em meio de cultivo EGM™- 2 + 3% BSA
penicilina (100 U/ml) estreptomicina (100 pug/ml) (auséncia de fatores de crescimento),
conforme descrito por (LEE et al., 2005). Alternativamente, as HUVECs foram tratadas
com meio completo EGM™ -2 + fatores, com 2% SFB e penicilina (100 U/ml)
estreptomicina (100 ug/ml); meio condicionado normoxia; meio condicionado hipéxia.
ApOs cultivo, as HUVECs foram fixadas com paraformaldeido 4% por 20 minutos. Em
seguida foram permeabilizadas em solucéo (0,1% Triton-X-100; 0,1% citrato de sodio)
por 5 minutos e incubadas com (50 pl da enzima TdT (deoxinucleotideo terminal
transferase) + 450 pl do mix de nucleotideos marcados com fluoresceina) utilizando o
Kit (In situ Cell Death detection kit, Fluorescein; Roche) por 1 hora a 37°C em ambiente
escuro. Os nucleos totais foram marcados com o corante iodeto de propideo. Imagens

foram registradas no microscoépio Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc.,
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Americas). Andlise quantitativa foi realizada, mensurando a porcentagem de células

apoptaoticas.
3.2.5 Ensaio invitro de detec¢cao de BrdU em HUVECs

A capacidade proliferativa das HUVECs foi avaliada pelo ensaio de
incorporacdo de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU). Células foram sincronizadas em
meio com 0,5% SFB. Depois incubadas em 4 diferentes condigbes: Na presenca do
meio completo, EGM™ -2 + fatores com 2% SFB e penicilina (100 U/ml)
estreptomicina (100 pg/ml); meio incompleto (EGM™-2 + 3% BSA) penicilina (100
U/ml) estreptomicina (100 ug/ml); MC norméxia e MC hipéxia. O BrdU € um
nucleosideo sintético analogo da timidina, que € incorporado durante a sintese de
DNA. O BrdU foi adicionado a cultura durante um periodo de 24hrs, e identificado por
imunofluorescéncia  com  anticorpo  monoclonal de  camundongo anti-
Bromodeoxiuridina humana (VECTOR, VP-B209) diluido 1:200, anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado (Alexa Fluor 488, diluicdo: 1:2000) e com DAPI
para visualizacdo dos nucleos. Imagens foram capturadas utilizando o microscopio
de fluorescéncia Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas). Andlise
guantitativa foi realizada mensurando a porcentagem de células que incorporaram o
Brdu.

3.2.6 Ensaio invitro de tubulogénese das HUVECs

Os ensaios in vitro de tubulogénese seguiram o protocolo descrito por Nakatsu
& Hughes, (2008). Neste ensaio, a monocamada de HUVECs foi tripsinizada e
misturada com 2500 microesferas com colageno na superficie, em um tubo cbnico
contendo meio EGM-2 + fatores e 10 % SFB. Ap6s 24 horas de contato, as HUVECs
revestiram toda a superficie da microesfera. O preparo do gel foi realizado dissolvendo
3 mg/ml de fibrinogénio (F3879, Sigma-Aldrich®) em meio EGM-2 sem SFB. As
microesferas revestidas foram contadas a fim de se obter uma concentracéo de 500
microesferas/ml, antes de serem adicionadas a solucdo de fibrinogénio no tubo
conico. Foi adicionado 0,15 U/ml de aprotinina (A3428, Sigma-Aldrich®) a solucdo de
fibrinogénio contendo as microesferas revestidas com HUVECs. Posteriormente,
adicionou-se em cada po¢co de uma placa de 24 pocos, 0,625 U/ml de trombina
(T4648, Sigma-Aldrich®). Ao final a solugdo de fibrinogénio/aprotina contendo as
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microesferas foi adicionada aos pocos e misturada com a solucdo de trombina,

resultando na polimerizacao do gel.

Apos a polimerizacdo, foi adicionado sobre a superficie do gel as seguintes
solugdes: A) 500 uL do MC normoxia; B) 500 ul do MC hipdxia; C) 500 uL do meio
completo EGM™ -2 + fatores, com 2% SFB e penicilina (100 U/ml) estreptomicina
(100 pg/ml); D) 500 pyL do meio incompleto EGM™-2 + 3% BSA. Imagens do
comprimento e e numero de tubos foram registradas utilizando o microscopio Invertido
Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas) apés 4 dias de cultivo. Este ensaio
permitiu avaliar o efeito de fatores estimuladores ou inibitérios da tubulogénese

secretados pelas CTMs.

Superficie do gel

de fibrina ~  *

<«—_ Microesferas de coldgeno
revestidas com HUVECs

Fig 5. Ensaio de angiogénese in vitro. llustragdo esquemética de microesferas de colageno cobertas
com HUVECs embebidas em um gel de fibrina. Fonte: (Adaptado de Nakatsu & Hughes, 2008).

3.2.7 Deteccao de p-AkT e AKT por Western Blot

A técnica de Western Blot foi realizada para detectar a expressédo de p-AkT e
AKT seguindo o protocolo descrito em Derakhshan et al., (2008). Monocamada de
HUVECs em placas de 6 poc¢os (90% de confluéncia) foram incubadas com meio 0.5%
SFB overnight (12-16 h). Apds, as HUVECs (3 pocos) foram incubadas nas seguintes
condicdes por 0, 5 ou 30 min: A) Meio controle (EGM™-2 + 3% BSA); B) MC normoxia;
C) MC hipéxia. O meio foi aspirado, e as células lisadas com tampao RIPA (Tris-HCI
10 mM, pH=7,4; EDTA 5 mM; NaCl 150 mM; Triton X-100 1%; deoxicolato de sédio
1%;SDS 0,1%; aprotinina 1% e NasVOs4 0,1mM) contendo coquetel de inibidores de
protease (P8340, Sigma-Aldrich®). Os lisados foram centrifugados a 13.000 rpm para
eliminar o material insolivel e congelados. As amostras foram liofilizadas antes de
serem aplicadas no gel de poliacrilamida 10%. As concentracfes de proteina totais

foram quantificadas para o Western blot.
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O preparo das amostras para aplicacdo no gel foi feito por meio da adicdo de
100 ug de proteina / poco reconstituido em 8 uL do tampéo de amostra (solugcdo 1M
Tris.HCI pH 6,8, SDS 4%, Glicerol 20%, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol
0,2%) seguido de aquecimento a 100°C por 5 minutos. Os 40 uL das amostras e 4 uL
do marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BIO-
RAD) foram aplicados ao gel de poliacrilamida e submetidos a eletroforese em tampé&o
Tris-Glicina (pH 8,3).

Ap6s o término da eletroforese, as proteinas foram transferidas para a
membrana de PVDF, utilizando o dispositivo de transferéncia a seco de segunda
geracao (iBlot® 2 Dry Blotting System, Thermo Scientific™). Apds a transferéncia a
membrana foi bloqueada por 3 horas em solu¢cdo PBS 0,1% Tween (PBS-T) com 5%
de leite desnatado. Na sequéncia, a membrana foi incubada overnight (12 horas) com
o anticorpo primario monoclonal de coelho anti-pAkT. Posteriormente a membrana foi
lavada com PBS-T por 3 vezes e incubada por 1 hora com o anticorpo secundario.
Posteriormente, apds algumas etapas de lavagem foi realizado o stripping a frio da
membrana de PVDF com a solucéo de stripping (25 mM de glicina, 1% SDS, Tris HCI
pH 6,8) por 30 minutos, e posteriormente 4 lavagens com PBS-T. A membrana foi
blogueada novamente por 3 horas em solugcdo PBS 0,1% Tween (PBS-T) com 5% de
leite desnatado e depois foi incubada overnight (12 horas) com o anticorpo primario
monoclonal de coelho anti-AKT. Posteriormente a membrana foi lavada com PBS-T
por 3 vezes e incubada por 1 hora com o anticorpo secundario. Apos algumas etapas
de lavagens subsequentes, a membrana foi imersa em solu¢cdo quimioluminescente
de revelacdo (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat, Merckmillipore) e
as bandas foram detectadas utilizando o fotodocumentador (Alliance 4.7, Uvitec
Cambridge). As bandas detectadas por quimioluminescéncia foram quantificadas pela
densitometria da p-AkT e AKT, através do calculo, fluorescéncia celular total
corrigida = densidade integrada — (area selecionada x média de fluorescéncia de
leitura dos backgrounds) (MCCLOY et al., 2014), utilizando o software Image J (NIH,
EUA).

Anticorpo Classe | Fornecedor Diluicdo

Primario monoclonal de coelho anti-pAKT | 1gG Cell Signaling Technology® | 1:500
(Ser473) (D9E) XP® Rabbit mAb #4060
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Primario monoclonal de coelho anti-AkT (Akt | 1gG Cell Signaling Technology® | 1:500
Antibody #9272)
Secundario monoclonal de cabra anti 1gG de | IgG Vector Laboratories 1:1000

coelho acoplado com peroxidase P11000

Tabela 2. Lista dos anticorpos primarios e secundarios utilizados no western blot.

3.2.8 qrT-PCR

Foram avaliados também os niveis de expressdo de transcrito dos seguintes
genes: IL8, HGF, NRG1, Bigh3, Pcolce, THBS, VWF, PDGFr, VEGF, SDF1, Angl,
FGF1, Col4, Eng, MCAM, CD90, KDR, FLT1, PPAR, Colla, SPARC e MMP2. O RNA
total das culturas priméarias de CTMs em normoxia e hipdxia utilizadas neste trabalho
foi isolado utilizando-se colunas de silica e metodologia disponibilizados pelo RNAspin
Mini-kit (GE, Healthcare/ Lot: SPI001443). A concentracdo do RNA preparado foi
(ND-1000

determinou-se a

determinada através da quantificacdo em  espectrofotdbmetro

Spectrophotometer, NanoDrop Technologies). Para tanto,
absorbancia das preparacfes a 260nm, considerando-se a correspondéncia entre
uma unidade de absorbancia neste comprimento de onda e a concentracdo de 60
ng/uL de RNA. O grau de pureza do RNA foi estimado pela relacdo
Abs260nm/Abs280nm, tendo-se como pureza satisfatéria uma relagéo préxima de 2,0.
A sintese de cDNA foi feita em reacdes de transcricdo reversa pela enzima Super
script 1l (Fermentas) com as amostras de RNA purificadas. A identificacdo e
guantificacdo dos produtos de c-DNA formados foi pela reacdo de gRT-PCR
guantitativo utilizando-se o corante SYBR® Green Master Mix (A&B, Lot: 1503124) e
como molde 3uL do cDNA sintetizado. Todas as reacdes de gRT-PCR foram
realizadas em triplicata, no termociclador Viia7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando o gene GAPDH como controle endégeno. Considerando que
todos os primers apresentaram eficiéncia maior que 80%, os resultados foram
alcancados utilizando o método AACt (PFAFF, 2004). As sequéncias dos primers
foram obtidas a partir de consulta no banco de dados da Primer Bank Havard (acesso

disponivel em: http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) e da Primer Blast (acesso

disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Gene Forward 5’->3’ Reverse 5->3’

ANG1 GTCAATGGGGGAGGTTGGACTGTA | AGCCAATATTCACCGGAGGGATTT
BIGH3 CATCAGCTACGAGTGCTGTC GTGTACAGCTGAGTGGTGGT
FGF1 GATGGGACAAGGGACAGGAG CGTATAAAAGCCCGTCGGTG



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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HGF GCCTCTGGTTCCCCTTCAAT GCTGCGTCCTTTACCAATGA
[I-8 CAGGAAGAAACCACCGGAAG TCTTTAGCACTCCTTGGCAAAA
NRG-1 GGGAGTGCTTCATGGTGAAA TTACGTAGTTTTGGCAGCGA
PCOLCE | GGAGTGCATCTGGACCATAAC GAAGACTCGGAATGAGAGGGA
FLT1 CGGGGATTTCACTGTACATCT AAGCAAACCACACTGGCTTC
SDF-1 ATGAACGCCAAGGTCGTG GGCTTTCGAAGAATCGGCAT
SPARC GCTGGATGAGAACAACACCC GCAGGAAGAGTCGAAGGTCT
MCAM ACTTCCACCTCCACCAGCTC GTCTGCGCCTTCTTGCTC
ENG CTGAGGACCAGAAGCACCTC TCCATGTCCTCTTCCTGGAG
KDR CGGCTCTTTCGCTTACTGTT CCTGTATGGAGGAGGAGGAA
THBS TTGCCACAGCTCGTAGAACA CAATGCCACAGTTCCTGATG
VWF TTTCCCCAGAGGAGATGTTG TCGGACCCTTATGACTTTGC
COL1A CACACGTCTCGGTCATGGTA AAGAGGAAGGCCAAGTCGAG
PDGFr AGCACCTTCGTTCTGACCTG TATTCTCCCGTGTCTAGCCCA
VEGF GAGGAGCAGTTACGGTCTGTG TCCTTTCCTTAGCTGACACTTGT
coL4 AGATAAGGGTCCAACTGGTGT ACCTTTAACGGCACCTAAAATGA
CD90 CATCTGCGAGTGTGGTGTCT CCCCACCATCCCACTACC
PPAR GATGCCAGCGACTTTGACTC ACCCACGTCATCTTCAGGGA
MMP2 AGCTCCCGGAAAAGATTGATG CAGGGTGCTGGCTGAGTAGAT
GAPDH | ACCCACTCCTCCACCTTTGA CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT
Tabela 3. Lista das sequéncias forward e reverse dos primers utilizados .
3.2.9 Perfil protebmico do meio condicionado: Identificagdo de fatores

secretados pelas CTMs

Foi investigado no meio condicionado de CTMs a presenca de fatores protéicos
angiogénicos. Uma membrana (kit array) para deteccdo de fatores de angiogénese
humana (Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit, R & D Systems, Inc) foi
utilizada de acordo com as instru¢des do fabricante. Foi avaliado cerca de 1 mL de
meio condicionado ou 200 ug de proteinas totais. Os fatores foram detectados por
guimioluminescéncia aumentada e quantificados por densitometria através do calculo,
fluorescéncia celular total corrigida = densidade integrada — (area selecionada
x média de fluorescéncia de leitura dos backgrounds) (MCCLOY et al., 2014),

utiizando o software Image J (NIH, EUA).

3.3.1 Isolamento de ilhotas pancreéticas de rato

llhotas pancreaticas foram isoladas de ratos machos Wistar, com massa
corpérea entre 270 a 3509 e aproximadamente 8 semanas de vida. O procedimento
de isolamento foi realizado no laboratério do Nucleo de Terapia Celular e Molecular

(NUCEL) - depto. de Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
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Paulo. Os pancreas foram perfundidos através do ducto de Wirson e digeridos com
Colagenase tipo V 0,7 mg/ml (Sigma-Aldrich®) de acordo com o método de RICORDI
et al (1988) com algumas modificagcdes (RYAN, et al. 2001). A purificacédo das ilhotas
foi feita apOs centrifugacdo em tubo cbnico usando um gradiente de densidade
continuo de Ficoll (1,037; 1,069; 1,096; 1,110) g/cm®, com posterior coleta destas
ilhotas entre os anéis formados pelo gradiente. A pureza das preparacdes das ilhotas
pancreaticas apos o isolamento foi determinada por coloracdo com ditizona (Sigma-

Aldrich®) que intercala ions Zn* presente nos granulos de insulina.

3.3.2 Cultura das ilhotas pancreaticas

Apos o isolamento e a purificacdo das ilhotas provenientes do pancreas de ratos
Wistar, estas foram cultivadas em meio CMRL 1066 (5.6mM glicose) (Mediatech -
Cellgro, Miami, FL, USA) contendo 10% de SFB em garrafas T25 sem superficie
aderente, em estufa a 37° C e 5,0% de CO2. A realizacdo destes procedimentos
ocorreu no laboratério do Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL) - depto. de

Bioguimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.
3.3.3 Ensaio in vitro de coloracédo live/dead de ilhotas pancreaticas

O ensaio de viabilidade celular de ilhotas foi realizado utilizando o kit de
fluorescéncia (live/dead), no qual a presenca de células vivas foi determinada
utilizando o corante FDA (F7378, Sigma-Aldrich®), e iodeto de propideo foi utilizado
como marcador de células ndo-viadveis. llhotas foram expostas a quatro diferentes
condigbes: meio CMRL 1066 + 10% SFB , meio incompleto, MC normoéxia e MC
hipéxia, durante 24 horas. ApOs registro das imagens utilizando o microscopio de
fluorescéncia (Eclipse TE 300, Nikon Instruments Inc., Americas) os dados resultantes
foram quantificados no software Image J (NIH, EUA), aplicando a foérmula
fluorescéncia celular total corrigida (CTCF) = densidade integrada - (area
selecionada x média de fluorescéncia de leitura dos backgrounds) (MCCLOY et
al., 2014). O valor médio de CTCF/area de cada ilhota analisada na imagem foi
aplicado ao final na seguinte férmula para obtencéo do percentual de morte: % morte
= (MEDIA CTCF/area Pl) / SOMA (MEDIA CTCF/area Pl + MEDIA CTCF/area FDA).
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3.3.4 Imunofluorescéncia confocal para ensaio de insulina e células endoteliais

em ilhotas pancreaticas

O ensaio de deteccao de insulina e molécula de superficie endotelial CD31 em
ilhotas pancreéticas, foi realizado com o objetivo de avaliar a presenca dessas
proteinas em ilhotas cultivadas em diferentes condi¢cdes: A) llhotas recém isoladas; B)
cultivadas em meio CMRL 1066 + 10 % SFB; C) MC hipéxia. A metodologia da
imunofluorescéncia esta anteriormente descrita no item 3.1.7. A captacdo das
imagens foi obtida através da visualizagcdo no microscépio confocal Zeiss - modelo
LSM 510-Meta, do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo.

Anticorpos Classe Fornecedor Diluicdo
Primério policolonal anti - insulina IgG de prea abcam, ab7842 1:100
da india
Primério policlonal anti- CD31 IgG de abcam, ab28364 1:50
Coelho
Secundario conjugado com Alexa Fluor 594 IgG de porco | abcam, ab150188 1:1000
Secundario conjugado com Alexa Fluor 488 IgG de | Molecular Probes, | 1:1000
coelho A-11008

Tabela 4. Lista dos anticorpos primarios e secundarios utilizados na imunofluorescéncia para

deteccéo de insulina e CD31 em ilhotas.

3.3.5 Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada com ferramentas de estatistica aplicando-se
a andlise ndo-paramétrica Mann-Whitney test, para reconhecer a significancia entre
duas médias amostrais independentes. Os resultados estdo expressos na forma de
média + desvio padrao e foram consideradas amostras significantes, aquelas na qual
as comparac0des entre as médias amostrais tiveram valor de p < 0,05. Nos ensaios de
migracdo celular foram realizadas analises pareadas no qual foram consideradas
amostras significantes, aquelas, na qual as comparacdes entre as médias amostrais
tiveram valor de p < 0,05. Todos os gréficos foram elaborados utilizando o software
Graph Pad Prisma (©2016 GraphPad Software, Inc).
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4  RESULTADOS

4.1.1 Dados epidemiologicos dos pacientes e obtencdo de células tronco

mesenquimais derivadas de medula 6ssea:

Ao longo deste trabalho, obteve-se 9 amostras de aspirado medular da crista
iliaca de pacientes entre 15-51 anos, todos doentes falciformes apresentando
osteonecrose femoral. Desse total foram escolhidas 3 amostras de pacientes para
propagacao celular e continuidade dos experimentos subsequentes, estabelecendo
como critério amostras nas quais as células apresentaram maior cinética de
crescimento populacional. Os dados hematoldgicos estdo apresentados na tabela 5.
A populacdo de células mononucleares total foi cultivada e ap0s cinco dias, as células
ndo-aderentes (hematopoiéticas) foram removidas, enquanto as células aderentes

(mesenquimais) foram mantidas em meio fresco, renovado a cada 4 dias.

Pacien | Gén | Idade | Gendtipo Hb Ht (%) | VCM | HCM | CHC | RDW | Leucécitos | Plaquetas
te ero (g/dL) (fl) (p9) M (%) (x103/mm?) (/mmsg)
(grd)
1 M 41 HBSS 13,3 37,3 73,9 26,3 | 357 |174 5,220 180.000
2 M 51 HBSC 15,0 43,60 | 93,60 |322 |344 |181 5,060 183.000
0 0
3 M 21 HBSC 13,4 41,0 88,0 28,8 | 32,7 |17,7 16,500 349.000
4 F 31 HBSS 12,8 38,0 91,0 31,0 | 34,0 | 13,0 6,080 181.000
5 F 26 HBSS 7,3 21,4 89,1 304 |34,1 | 155 9,7 310.000
6 F 40 HBSS 15,3 43,4 86,8 30,6 | 353 |164 4,100 197.000
7 M 16 HBSS 7,3 21,9 84,9 28,3 333 | 225 16,3 182.000
8 M 31 HBSS 9,6 29 72,6 24,0 {330 |21,0 13,170 684.000
9 M 15 HBSC 9,1 25,7 91,8 32,5 | 354 |229 14,7 467.000

Tabela 5. Dados hematol6gicos dos pacientes incluidos no estudo.

4.1.2 Aspectos morfolégicos apds isolamento, cultivo e expansdo de células

tronco mesenquimais (CTMs):

As culturas de CTMs foram observadas rotineiramente em microscopio
invertido de contraste de fase. Apos 21 dias de cultivo, células com morfologia
fibroblastéide e aderentes a superficie da placa de cultivo foram notadas na cultura,

diferenciando-se de populacdes de células hematopoiéticas ndo aderentes (figura 6).
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Fig 6. Fotomicrografia representativa da cultura de CTMs em pré-confluéncia. Cultura de células-
tronco mesenquimais na passagem 1, em pré- confluéncia. Barra de escala =100pm.

A populacdo de células aderentes isoladas apresentou-se altamente
heterogénea: células de aspecto fusiforme ou estrelado, grandes e pequenas (figura
7). Quando em confluéncia, a monocamada celular apresentou padrao com regioes
de alta e baixa densidade celular, formando estrutura semelhante a vales e

montanhas, normalmente observado em cultura de estroma medular.

Fig 7. Fotomicrografia representativa da cultura de CTMs em confluéncia. Cultura de células-

tronco mesenquimais na passagem 3, em confluéncia. Barra de escala =100um.
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4.1.3 Avaliacdo da cinética de expansdao celular

Avaliou-se a capacidade de expansdao das CTMs através da contagem
cumulativa do numero de células em cultivo durante 70 dias. Foi plaqueado
inicialmente, 1x10° células em uma placa de cultivo de 6 pocos, e apds sucessivas
etapas de tripsinizacdo ao longo dos 70 dias do ensaio, foi possivel avaliar o tempo
de dobramento populacional em funcdo do tempo. A curva obtida no gréfico (figura 8),
revelou que as CTMs apresentaram elevada capacidade de expansdo ao longo dos
70 dias. Seguindo a férmula descrita na metodologia, o nimero de dobramento
populacional total das CTMs foi 21,07 £ 4,25 duplicacbes e o tempo de dobramento
foi 2,20 £ 0,46 dias.
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Fig 8. Curva de expansdo de CTM-MO. CTM-MO foram cultivadas durante 70 dias, sendo feita
contagem da populagéo celular a cada etapa de tripsinizacé&o.

4.1.4 Caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo:

Apés a terceira passagem as CTMs foram caracterizadas quanto a expressao
de antigenos de superficie celular, seguindo os critérios estabelecidos pela sociedade
internacional de terapia celular (DOMINICI et al., 2006). As CTMs derivadas de medula
Ossea apresentaram uma alta expressao para os marcadores de superficie celular
CD29 (integrina B1), CD105 (endoglina), CD73 (ecto-5 nucleotidase) e parcial para
CD90, sendo estas, moléculas caracteristicas de populacées de CTMs (figura 9 e 10).
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Fig 9. Analise imunofenotipica de marcadores de superficie por citometria de fluxo. Os
histogramas mostram a expresséo das moléculas CD29, CD105, CD90 e CD73, CD14, CD34, HLA-DR
e CD146 (em roxo), comparado com as células ndo marcadas (auto-fluorescéncia) (em verde).

Resultado representativo, N =3.

Avaliou-se também a expressdao da molécula CD146 (MCAM), conhecido
marcador de células subendoteliais dos sinusdides da medula éssea (pericitos), o qual
apresentou uma baixa expressdo. Além destes marcadores, estas células foram
caracterizadas pela baixa expressdo de moléculas hematopoiéticas, CD34
(principalmente em precursores de células hematopoiéticas e células endoteliais),

CD14 (receptor LPS) e HLA-DR (antigeno leucocitario humano) (figura 10).
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Fig 10. Porcentagem da expressao de antigenos de superficie de CTMs. Valores expressos pela
média + desvio padréo. Resultado representativo, N =3.
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4.1.5 Caracterizacao por diferenciacdo osteogénica e adipogénica

A capacidade de diferenciacdo das CTMs em linhagens osteoblasticas e
adipdcitos foi avaliada seguindo o protocolo desenvolvido por Zuk et al. (2001). Ao
atingirem a pré-confluéncia, CTM-MO na terceira passagem foram tratadas com meios
indutores de conversdo em linhagens osteogénica e adipogénica, durante um periodo
de 21 dias. Transcorrido o periodo de inducado, foi observado uma grande quantidade
de goticulas lipidicas intracelulares, como evidenciado apds coloracdo com oil red
(figura 11. A). As células induzidas a conversdo osteogénica apresentaram ao fim dos
21 dias alteracdes na morfologia celular, com as células se organizando em cristas
(amontoado de células). A mineralizagdo celular resultante do acumulo de depésito
de célcio, pode ser observado apés a coloracdo com alizarinared (figura 11.B).

Fig 11. Caracterizacdo do potencial multiinhagem de CTMs. A) Presenca de goticulas lipidicas

intracelulares apds indugdo adipogénica de CTMs coradas em vemelho com Oil Red B) Depésito de
matriz calcificada corada em vermelho apés inducéo osteogénica com Alizarina Red. Barra de escala
=100 um. Resultado representativo, N=3.
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4.1.6 Identificacdo de marcadores membranares e de citoesqueleto em CTMs

A identificacdo de proteinas integrais de matriz extracelular, marcadores

miogénicos, receptores tirosina quinase e proteoglicanos integrais de membrana,

foram avaliados em CTMs através da marcacdo respectiva com anticorpos anti-Col
IV, anti-a-SMA, anti-PDGFR e anti-NG2 (figura 12).

Sobreposicdo

PDGFRB NG2 DAPI Sobreposigdo

Fig 12. Imunofluorescéncia das proteinas Col IV, a-SMA, PDGFRB e NG2. Nicleos corados em
azul com DAPI. Barra de escala = 50 ym. Resultado representativo, N=1.

Estes resultados demonstram a marcacdo positiva para todas as proteinas
analisadas, com a presenca mais evidente da marcacgao de Col IV, a-SMA e PDGFRg.
Esse padrdo de marcadores € caracteristico de culturas de CTMs e culturas de

células perivasculares (CRISAN et al., 2008).

4.1.7 Pré-condicionamento das CTMs e avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade das CTMs foi analisada pelo método de coloragdo com calceina-
AM. Apos 48 horas de condicionamento, o meio foi coletado e a viabilidade celular foi
analisada (figura 13. A, B, C, D).
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Fig 13. Viabilidade celular de CTMs. A,B,C,D) Imagem de CTMs observadas em microscopio
invertido de contraste de fase. E, F) Imagem de CTMs detectadas por ensaio de calceina em
microscopio de fluorescéncia. A- célula pré normdxia . B-células pds-normoxia. C- célula pré hipoxia .
D-célula pés hipdxia. E- célula pés normdxia . F- célula pds hipoxia. Barra de escala = 100um.

Resultado representativo, N=3.

Foi observado que néo houve alteracdo morfologica das células incubadas em
normoxia apds o condicionamento por 48 horas. Entretanto, observou-se a presenca
de granulos em suspensdo nestas culturas apos o condicionamento (figura 13.B).
ApGs o condicionamento em hipdxia as células apresentaram uma morfologia mais
alongada com diminuicdo da &rea citoplasmatica e uma grande quantidade de
granulos em suspensdo (figura 13.D). Como foi demonstrado pelo método de
coloracao por calceina, apés os condicionamentos em ambas as condi¢des, as células

permaneceram viaveis (figura 13 E,F). As imagens de coloracdo com calceina foram
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guantificadas e o grafico resultante indicou que ndo houve diferenca estatistica na

viabilidade das CTMs expostas a diferentes pressdes parcias de oxigénio (figura 14).
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Fig 14. Gréfico representativo da viabilidade celular. Representacdo grafica da viabilidade das
CTMs pré-condicionadas em norméxia e hipdxia por intensidade de pixel. Valores expressos pela média

* desvio padréo. Resultado representativo, N=3.

4.1.8 Aspectos morfolégicos e caracterizacdo de células endoteliais derivadas

do cordao umbilical humano (HUVECS)

Logo apés o isolamento (passagem zero), as ceélulas descoladas da veia
umbilical apresentam-se como grumos refringentes ao fundo da placa de cultivo
(figura 15.A). O fendtipo poligonal caracteristico das HUVECs pdde ser observado
apés 3 dias de cultivo em meio completo, com as células aderidas formando
monocamada (figura 15.B). A caracterizacdo das células endoteliais foi realizada pela
expressdo da molécula de superficie endotelial CD31 apds marcacao por

imunofluorescéncia (figura 15.C).
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Fig 15. HUVECs observadas em microscopia 6ptica de contraste de fase e apds ensaio de
imunofluorescéncia. A) Fotomicrografia de HUVECs apds o isolamento na passagem zero. B)
Fotomicrografia de cultura de HUVECs na segunda passagem C) Nucleos marcados em azul com DAPI
e marcagdo da molécula de adeséo celular endotelial CD31 (em verde). Barra de escala: A e B =
100um; C = 50 pum. Resultado representativo, N=3.

4.1.9 Avaliacdo in vitro da capacidade migratdria das HUVECs (Scratch wound

assay)

A capacidade de migragcdo das células endoteliais (HUVECS) na presenca do
meio condicionado das CTMs foi avaliada por meio do ensaio de cicatrizagdo da lesao
na monocamada. ApoOs 18 horas, observou-se a reducdo significativa da area

lesionada, ocasionada pela migracdo das células endoteliais (figura 16. A).
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Fig 16. Ensaio de migracéo celular. A) Imagem ilustrativa do ensaio de migracdo de HUVECs no
momento inicial e apés 18 horas (Aumento de 4x). B) Grafico representativo da area cicatrizada pelas
HUVECSs. Valores expressos pela média + desvio padréo. **P < 0,01. Resultado representativo, N=3.

A é&rea de reducgéo da lesdo na monocamada das HUVECs em contato com 0s
meios condicionados hipoxia e norméxia foi estatisticamente significativa (p=0,0010
e p=0,0017; respectivamente) comparado a area de reducdo da lesdo em
monocamadas incubadas com o meio incompleto que foi de 33,09 = 10,41%.0
resultado do ensaio demonstrou que a reducdo da area lesionada foi de 88,13 + 17,
56% na presenca do MC normodxia e de 100% na presenca do MC hipoxia,
demonstrando que os meios condicionados foram capazes de promover a reducao
na area lesionada ap6s 18 horas, indicando a possivel migracdo das células
endoteliais (figura 16. B)
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4.2.1 Avaliacao in vitro da Viabilidade das HUVECs (TUNEL assay)

Com o objetivo de avaliar o efeito dos meios condicionados na viabilidade das

células endoteliais privadas de soro, foi realizado o ensaio de TUNEL (figura 17. A e
B).

15+ I x
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Células apoptéticas (%)

Fig 17. Ensaio de viabilidade das HUVECs em meio condicionado. A e B) Marcacédo por
imunofluorescéncia do nicleo total em vermelho pelo iodedo de propideo e nicleos apoptéticos em
verde pelo TdT. C) Representagdo gréfica da porcentagem de células apoptéticas nos MC. Valores

expressos pela média + desvio padréo. *P < 0,05. Resultado representativo, N=3.

A partir do gréafico observa-se que o percentual de HUVECs em apoptose no
MC normoxia foi 2,5 + 1,0 % e no meio hipoxia foi 1,25 + 0,5%, sem significancia
estatistica entre eles. Estes resultados foram significativamente menores (p=0,0294,
em ambas condi¢cdes) quando comparado ao percentual de apoptose das HUVECs

em contato com o meio incompleto (9,25 + 3,30 %) (figura 17.C).
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4.2.2 Avaliacao in vitro da proliferacdo de HUVECs (BrdU assay)

A avaliacdo da capacidade proliferativa das HUVECs em contato com 0s meios
condicionados, meio completo e meio incompleto foi realizada pela incorporacéo de
BrdU. Os nucleos que incorporaram BrdU foram visualizados em verde, e os nucleos

totais foram revelados em azul pelo DAPI (figura 18).

BrdU
DAPI

Sobreposicao

Fig 18. Ensaio de proliferacdo das HUVECs por incorporacao de BrdU. Marcagdo dos nucleos

totais pelo DAPI (azul) e marcagéo dos nucleos de células em divisdo na fase S do ciclocelular (verde).

Barra de escala = 50 um.

A quantificacdo dos dados foi realizada a partir da contagem de 300 nucleos
totais obtidos em 4 campos de imagens distintos. A taxa de proliferacao foi medida
pelo percentual de nucleos que incorporaram BrdU (figura 19). Ambos os meios
condicionados (normoxia e hipdxia) estimularam a proliferacdo das HUVECs quando
comparados ao meio incompleto. A taxa de proliferacdo das HUVECs na presenca de
MC hipoxia foi 31,46 + 5,55 %, significativamente maior comparado a taxa de

proliferacdo no MC normoxia que foi 19,32 * 4,89 % (figura 19).
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Fig 19. Quantificacdo daincorporacdo de BrdU ap6s 24 horas. Andlise obtida a partir da contagem

de 300 nucleos totais. Valores expressos pela média *+ desvio padrdo. ***P < 0,001. Resultado
representativo, N=3.

4.2.3 Avaliagdo tubulogénica das HUVECs nos meios condicionados

A avaliacdo do potencial angiogénico das HUVECs foi realizada por meio do
ensaio de tubulogénese em gel de fibrina. Os resultados obtidos ao longo do
experimento, revelaram que as HUVECs quando em contato com os MCs adquirem a
capacidade de formar tubos que se estendem e ramificam, culminando na formacao
do lumen endotelial (figura 20.A, setas em preto).

A B
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Fig 20. Ensaio de angiogénese in vitro com microesferas . A) Imagem ilustrativa da auséncia de
formacéo de tubos em HUVECSs na presenca de meio completo e incompleto. B) Imagem ilustrativa da
formacédo de tubos em HUVECs na presenca dos meios condicionados hipoxia e normodxia. Barra de
escala = 100 ym. C) Gréficos representativos dos nimeros/comprimento dos tubos formados por
células endoteliais. Valores expressos pela média = desvio padrdo. ***P < 0,001. Resultado
representativo, N=3.

A anadlise quantitativa dos tubos foi realizada apés a selecdo de 50 beads
fotografadas em 4 campos distintos da imagem. Os resultados obtidos demonstraram
gue diferentemente dos meios completos e incompletos, os MCs normoxia e hipdxia
estimularam o brotamento e a formacao de tubos nas células endoteliais . A formacao
de tubos pelas HUVECs na presenca do MC hipdxia foi estatisticamente significativa
comparada a formacéo de tubos nas HUVECs tratadas com MC normoxia. Outro dado
guantificado foi o comprimento destes tubos, revelando que houve uma tendéncia de
aumento no comprimento dos tubos no MC hipéxia (166,30 + 60,40 um) comparado
ao MC norméxia (126,40 + 44,53 pm) (figura 20.B).

4.2.4 Western Blot de p-Akt e Akt

O ensaio de western blot foi realizado para detectar a presenca de p-Akt e Akt
nos extratos de HUVECs previamente incubadas com os MC normoxia e hipdxia.
Estas proteinas quinases estdo envolvidas em cascatas de sinalizacdo intracelular

responsaveis pela proliferacao e inibicdo da apoptose celular.
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Fig 21. Western blot de p-Akt e Akt. A) Fotografia da membrana de Western blot marcada com as
proteinas p-Akt e Akt (60 Kda). B) Grafico representativo da expressédo de p-Akt e Akt em extratos de
HUVECs submetidas a diferentes condi¢cfes. Resultado Representativo, N=1.

A partir da andlise dos blots, foi evidenciado a expressédo de p-Akt (estado
fosforilado e ativo da proteina Akt) e Akt em todas as condi¢cdes na qual as HUVECs
foram tratadas (figura 21.A). Os maiores niveis de expressdo da p-Akt e AKT foram
alcancados apds 5 minutos de incubacdo das HUVECs com o MC hipoxia (figura
21.B). Os gréaficos também revelaram que os niveis de expressdo de p-Akt nos
primeiros 5 minutos com os MCs, equivalem aproximadamente aos niveis de
expressao de Akt total em ambos os MCs no mesmo intervalo de tempo.
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4.2.5 Analise da expressao génica das CTMs

Com o objetivo de avaliar a expresséo diferenciada dos transcritos génicos nas
CTMs condicionadas em normoéxia e hipoxia, a analise quantitativa dos genes NRG1,
col4, colla, PCOLCE, MMP-2, SPARC, Bigh3, THBS, HGF, IL-8, FGF-1, PPAR,
PDGFR, VEGF, SDF-1a, ENG1, MCAM e CD90 foi conduzida através da técnica de
gRT-PCR.

A presenca dos transcritos génicos foi demonstrada através de gréaficos de
expressao relativa. Os resultados foram normalizados em fungéo dos genes GAPDH
e HPRT, entretanto, escolhemos o GAPDH por ser um enddgeno com maior

expressdo comparado ao HPRT.
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Fig 22. Perfil de expressao de CTMs quando condicionadas em normoéxia e hipoxia. Os genes
investigados foram: NRG1, col4, colla, PCOLCE, MMP-2, SPARC, Bigh3, THBS, HGF, IL-8, FGF-1,
PPAR, PDGFR, VEGF, SDF-1a, ENG1, MCAM e CD90.

Os resultados obtidos evidenciaram a expressdo de varios genes pro-
angiogénicos como PDGFR, VEGF, HGF, IL-8 e MMP-2 tanto nas CTMs em normoéxia
como em hipoxia. Além disso, genes envolvidos na formac&do do lumen de células
endoteliais como PCOLCE, SPARC e Bigh3, também foram expressos em ambas as
condi¢des que as CTMs foram expostas. CD90 e CD105, marcadores tipicos de CTMs
foram expressos em todas as condic¢des (figura 22).
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4.2.6 Perfil protebmico do meio condicionado

Afim de analisar o perfil de expressao de proteinas angiogénicas presentes no
meio condicionado derivado das CTMs, foi realizado o ensaio de array para detecgao
de até 55 proteinas simultaneamente. A partir dos resultados de migracgéo,
proliferacéo e angiogénese, foi avaliada a presenca de fatores no MC hipoxia (figura
23 AeB).
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Fig 23. Perfil protedmico do meio condicionado. A) Perfil de expressao proteica de MC hipoxia na
membrana de Array apds exposicdo ao filme de raio-X por 10 min. B) Gréafico de quantificacdo da
expresséo proteica pela medigdo da intensidade de pixel dos spots. Valores expressos pela média +
desvio padrdo. Resultado representativo, N=1.
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Os resultados obtidos evidenciaram a expressao de 25 proteinas relacionadas
a eventos angiogénicos presentes no MC hipoxia. Os maiores niveis de expressao
foram detectados nas proteinas, activina A, angiogenina, angiopoietina-1, HGF,
IGFBP-2, MCP-1, PTX3, PF4, TIMP-1, trombospondina -1 e VEGF (figura 23 B).

4.2.7 Isolamento de llhotas Pancreaticas de ratos

As ilhotas pancreéticas foram obtidas de 15 ratos Wistar com 8 semanas de
idade, com peso variando entre 270-350g. A cada isolamento realizado foram
contabilizadas em média 2000 ilhotas. Estes grupos celulares apresentaram
morfologia difusa, variando em forma e tamanho (figura 24.A). Apés a purificacdo as
ilhotas foram coradas com ditizona e observadas no microscopio invertido de

contraste de fase com uma coloragao vermelha (figura 24.B).

Fig 24. lihotas pancreéticas em microscopia Optica. A) Fotomicrografia de ilhotas pancreaticas de
ratos recém isoladas B) llhotas pancreaticas purificadas e coradas com ditizona. Magnificacao 100X.

Resultado representativo, N=3.

Os resultados obtidos a partir da coloragdo com ditizona indicaram a presenca
de ilhotas viaveis ao final dos isolamentos apresentando a manutencdo da secrecdo
de insulina (figura 24.B). Estes grupos celulares foram entdo cultivados em meio
CMRL 1066 + 10% SFB por 24 horas e posteriormente utilizados nos experimentos

subsequentes.
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4.2.8 Ensaio in vitro de viabilidade de ilhotas pancreaticas

O ensaio live/dead foi realizado afim de avaliar a viabilidade das ilhotas
cultivadas por 24 horas na presenca dos MCs. As fotografias obtidas pela coloracao
com FDA (verde) indicaram a presenca de ilhotas viaveis na presenca dos MCs. Em
contraste, observou-se também regifes de morte celular nas ilhotas (vermelho) pela

coloracdo com iodeto de propideo (figura 25 A).
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Fig 25. Ensaio de viabilidade de ilhotas em meio condicionado. A) Fotomicrografia do ensaio de
viabilidade por quimioluminescéncia de ilhotas pancreaticas de ratos em microscopio de fluorescéncia,
objetiva de 10X. B) Quantificacdo grafica da viabilidade de ilhotas pancreaticas em diferentes

condic¢des. Valores expressos pela média + desvio padréo. *P < 0,05. Resultado representativo, N=3.

Os resultados obtidos apos a quantificacdo dos dados, indicaram que o indice
de morte nas ilhotas cultivadas com o MC normoxia foi de 17 = 1,82 % e hipoxia foi
de 15,50 + 3,742 %, significativamente menor comparado ao meio incompleto (22,50
+ 1,73 %). Supreendentemente, o indice de morte das ilhotas cultivadas em MC foi
menor que aquele observado no meio CMRL 1066 (18 + 6,18 %) (figura 25). Foi
observado que a redugao na morte das ilhotas em ambos os meios condicionados foi
estatisticamente significativa (p=0,0284), comparada com o resultado obtido nas

ilhotas submetidas ao meio incompleto.
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4.2.9 Avaliacdo da expresséao de insulina e morfologia em ilhotas na presenca

de meio condicionado

A partir dos resultados obtidos em ilhotas cultivadas com o MC hipoxia no
ensaio de viabilidade, foi realizada a marcacdo para deteccdo de insulina e da
molécula de superficie endotelial CD31. A partir das imagens obtidas revelou-se que
a producéo de insulina (vermelho) foi mantida nas ilhotas cultivadas com o MC hipéxia.
Resultando semelhante foi observado nas ilhotas em contato com o meio CMRL 1066
(figura 26. B e C).

A andlise da marcacdo de CD31, revelou que o MC hipOxia preservou a
histoarquitetura vascular das ilhotas. Entretanto, ilhotas cultivadas com o meio CMRL
1066, mostraram uma perda consideravel de sua estrutura vascular, revelado nas
imagens pela diminuicdo da marcacdo em verde. A analise comparativa das imagens
foi realizada avaliando o resultado da marcacédo de insulina e CD31 em ilhotas recém
isoladas (figura 26.A).
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Fig 26. Imunofluorescéncia de insulina (vermelho) e CD31 (verde) em ilhotas pancreéticas de ratos. Nucleos corados em azul com DAPI. A:
llhotas recém isoladas; B: Meio CMRL 1066; C: MC hipdxia. Resultado representativo, N=1. Barra de escala = 100 ym.
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Apds a quantificacdo dos dados obtidos (figura 27), ficou evidenciado uma maior
expressao de insulina em ilhotas cultivadas no MC hipéxia (95,14%), em comparagao
ao meio CMRL 1066 (72%) e ilhotas recém isoladas (48,95%). Os dados também
revelaram que a maior expressao de CD31 em células endoteliais nas ilhotas ocorreu
quando cultivadas no MC hipoxia (23,45%), em comparacdo ao meio CMRL 1066
(5,0%) e ilhotas recém isoladas (19,00%).
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Fig 27. Quantificacdo da marcagdo para insulina e CD31. llhotas recém isoladas, ilhotas cultivadas
com meio CMRL 1066 e ilhotas cultivadas com meio condicionado hipoxia. Resultado representativo,
N=1.
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5 DISCUSSAO

Desde o primeiro relato clinico em 1977 por Najarian et al. o transplante de
ilhotas pancreaticas para o tratamento de DT1 tém sido foco de inlmeras pesquisas.
As CTMs surgem como uma alternativa para melhorar a eficiéncia do transplante
devido a sua capacidade de reparo e regeneracdo de tecidos. Inimeros trabalhos
testando o co-cultivo de CTMs humanas e/ou murinas em ilhotas tém sido realizados
(FUGGLE et al., 2010; BELL et al., 2012; RACKHAM et al., 2013; FRANSSON et al.,
2015; UNSAL et al., 2015; REKITTKE et al., 2016). Todavia, a perda da rede vascular
intra ilhotas pds transplante associada com a reducdo da viabilidade, indicam a
necessidade de novos esforcos para aplicacdo desta terapia a nivel clinico.

Os resultados obtidos neste trabalho descrevem a presenca de CTMs na fracéo
de CMMO de pacientes falciformes. As CTMs isoladas e caracterizadas cresceram
em monocamadas aderidas ao plastico, apresentaram morfologia fibroblastoide,
exibiram marcadores fenotipicos de populagcdo mesenquimal e capacidade de
diferenciacdo osteogénica e adipogénica. Estes resultados sdo concordantes com
trabalhos recentes que também isolaram e caracterizaram CTMs estromais derivadas
da medula 6ssea de pacientes falciformes (LEBOUVIER et al., 2015; DALTRO et al.,
2015). Lebouvier et al. (2015) demonstraram que CTM-MO oriundas de pacientes
falciformes exibiam marcadores fenotipicos de populacdo mesenquimal similar a
CTM-MO de pacientes controle sadios.

Corroborando com os nossos resultados, Daltro et al. (2015) demonstraram que
CTM-MO derivadas de pacientes falciformes apresentaram capacidade de
diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica quando induzidas em meio
adequado, bem como estas células secretaram fatores de crescimento envolvidos no
processo de reparo tecidual, sugerindo que estas células sédo candidatas promissoras
para aplicagdo na medicina regenerativa. Em nosso trabalho, nés obtivemos sucesso
no isolamento e expansdo de CTM em 33% das amostras de medula 6ssea. Acredita-
se que isso foi devido a falta de condicGes ideais de cultivo, como lotes de SFB
vencidos, oscilacbes da pressdo parcial de CO:2 na estufa e contaminagcdes
envolvendo bactérias e leveduras. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que CTM-MO derivadas de pacientes falciformes atenderam aos

critérios de classificacdo descritos por Dominici et al. (2006).
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As CTMs de MO apresentaram capacidade de expansdo ao longo de 70 dias.
O tempo de dobramento cumulativo das CTMs foi igual a 2,20 + 0,46 dias, e 0 nUmero
de dobramento populacional total das CTMs foi (21,07 + 4,25). Nossos resultados
foram similares aos encontrados por Bartmann et al. (2007) onde o tempo de
dobramento resultante das CTM-MO foi 2,7 £ 0,5 dias. Este estudo também
demonstrou que a densidade celular no instante do plaqueamento ndo afeta as
propriedades das CTMs, incluindo a expressédo de marcadores de superficie celular.
O trabalho realizado por Tsai et al. (2011) mostrou que CTM-MO condicionadas em
hipoxia apresentam uma maior eficiéncia na expansdo comparada as CTMs
condicionadas em normoxia. O artigo de revisdo publicado por Ikebe & Suzuki (2014)
relata que a densidade de plagueamento deve ser 3000 células/cm? para aplicacéo
na area clinica. Concluimos que as CTMs utilizadas neste trabalho apresentaram alta
capacidade de expansdo e atendem o0s pré-requisitos para serem utilizadas em
protocolos de terapia regenerativa.

As CTMs apresentaram-se viaveis apés 48h ao condicionamento em hipoxia
pela coloracdo com calceina AM. O meio condicionado das CTMs incubadas em
hipéxia apresentou elevados niveis protéicos e alta atividade de fosfatase alcalina,
indicando alta atividade secretoria e corroborando estudos que indicam a utilizagao
desta estratégia em CTMs visando o aumento dos efeitos paracrinos (C.-P. CHANG
etal., 2013; YU etal., 2013; CHEN et al., 2014; EDWARDS et al., 2014; BADER et al.,
2015). Maiores concentracdes proteicas no meio condicionado apods 48 horas €
possivelmente explicado por uma adaptacdo celular ao ambiente de hipdxia. A
literatura descreve que o pré-condicionamento de CTMs a hipdxia induz a producédo
de ROS na mitocondria que passa a desempenhar um papel efetivo na citoprotecéo
(YU et al, 2013), além de ndo alterar a viabilidade celular das CTMs como
demonstrado em outros estudos (HUNG et al., 2012; BADER et al., 2015).

O potencial angiogénico in vitro do MC foi avaliado por meio da capacidade de
migracao, proliferacdo e formacédo de tubos pelas HUVECs. Nossos resultados
demonstraram que o MC hipOxia promoveu maior capacidade migratoria e proliferativa
das HUVECs comparado ao MC normoxia. Estes resultados corroboram com os
resultados de outros trabalhos utilizando MC de medula 6ssea e corddo umbilical
respectivamente (CHEN et al., 2014; BADER et al., 2015). Os resultados obtidos neste

trabalho revelam que na presenca do MC hipdxia, as células endoteliais apresentaram
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maior capacidade de formacao de tubos comparado ao MC normoxia. Varios estudos
in vitro examinaram o papel das células de origem mesenquimal, principalmente
fibroblastos, na tubulogénese e brotamento de células endoteliais. A formacéo de
tubos em géis tridimensionais (3D) de fibrina foram estritamente dependentes da
distancia entre os fibroblastos e as células endoteliais, indicando que fatores difusiveis
derivados dos fibroblastos sado necessérios para tubulogénese (GRIFFITH et al., 2005;
NEWMAN et al., 2011). Sabe-se que 0 processo angiogénico é decorrente de um
equilibrio entre a secrecao de fatores pro e anti angiogénicos, e recentes publicacdes
demonstram esse efeito (BURAVKOVA et al, 2014; KWON et al, 2014).
Recentemente, a andlise prote6mica do perfil secretério de fibroblastos e células
musculares lisas identificou fatores essenciais para o brotamento e tubulogénese de
HUVECS in vitro: PCOLCE, HGF, fibronectina, SPARC, IGFBP7 e betalG-H3
(NEWMAN et al., 2013). Nossos resultados sao originais ao descreverem o0
brotamento e tubulogénese de HUVECs apenas na presenca de MC de CTMs.
Nossos resultados também identificaram alguns destes fatores expressos nas CTMs
ou presentes no MC (ver a seguir). A formacao do limen endotelial corroborou dados
da literatura quando CTMs pré-tratadas em ambiente de hipdxia sdo submetidas ao
contato com células endoteliais (J. LIU et al., 2015).

Os dados da analise de expressdo de p-Akt e Akt por western blot, revelaram
gue em apenas 5 minutos o MC hipdxia induziu a fosforilacdo de Akt em (p-Akt, estado
ativo fosforilado). Inicialmente, S.-C. Hung et al. (2007) descreveu que o MC hipdxia
de CTMs ativa as vias PI3K-Akt e ERK em células endoteliais adrticas humanas pelo
efeito combinado de varios fatores produzidos pelas CTMs, resultando em inibicdo da
apoptose, aumento da sobrevivéncia e estimulacdo da angiogénese. O trabalho
apresentado por Kim et al. (2011), revelou que a hipdéxia induz a producdo de ROS
gue desencadeia a expressao de Akt e ERK1/2 aumentando a proliferacéo e migracéo
celular. Kwon et al. (2014) mostrou que o MC hipoxia de CTMs foi responsavel pelo
aumento na fosforilacdo de ERK, FAK e Akt-dependente da ativacdo de eNOS em
HUVECSs, os quais sao importantes mediadores da proliferacdo e migracdo em células
endoteliais.

A andlise por gPCR das CTMS e analise protedmica do MC hipdxia, revelaram
a expressdo de diversas moléculas relacionadas a reparo tecidual, migracdo e

angiogénese. O resultado obtido através do qPCR das CTMs além de confirmar a
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expressdo de marcadores de superficie nas CTMs, indicou que estas células
expressaram genes envolvidos na formacdo do limen em células endoteliais, tais
como, PCOLCE, SPARC, Bigh3 e FGF, similar ao estudo realizado com fibroblastos
por, Newman et al. (2011). A avaliacdo do perfil protedbmico dos MCs hipOxia das
CTMs, revelou a elevada concentracdo de Activina A, angiogenina, angiopoietina-1,
HGF, IGFBP-2, MCP-1, PTX3, PF4, TIMP-1, trombospondina 1 e VEGF. Newman et
al. (2011) demonstrou que a combinacdo das proteinas angiopoietina-1, angiogenina,
HGF entre outras sao necessarias coletivamente para formacao de tubos em células
endoteliais. A secrecdo e producdo de angiogenina em CTMs é estimulada pela
hipoxia (HARTMANN et al., 1999). Esta proteina € absorvida por endocitose mediada
por receptor pelas células endoteliais e translocada para o nicleo onde promove uma
ampla variedade de respostas incluindo proliferacdo, migracdo, invaséo celular e
formacéao de tubo. Tém sido proposto que angiogenina estimula a expressao de MMP2
(proteinas com papel crucial na invasdo celular) através da via de sinalizacao
MAPK/ERK (MIYAKE et al., 2015).

O trabalho desenvolvido por, H. Liu et al., (2008), demonstrou que TIMP-1
derivado de fibroblastos, aumenta a formacédo de vasos em HUVECs, além do seu
papel atribuido no processo de migracdo celular (EDWARDS et al., 2014). Os
resultados publicado por Kwon et al. (2014) foram consistentes com 0S NOSS0S
resultados quanto a avaliacdo de fatores secretados por CTMs que possuem papel
chave no processo angiogénico. Foi demonstrado assim como em nosso trabalho, a
elevada expressao de VEGF, HGF, MCP-1, como fatores importantes para a
revascularizacdo de membros isquémicos em camundongos, atuando através da
ativacdo das vias de sinalizacdo PI3K/AKT e MAPK. Proteinas encontradas no meio
condicionado das CTMs em hipdxia, tal como IGFBP-2, podem atuar como enhancers
do promotor do gene de VEGF, contribuindo para a promoc¢do da angiogénese em
modelos de neuroblastoma (AZAR et al., 2011). J& PTX3 atua como um importante
fator no reparo de les6es promovido pelas CTMs (CAPPUZELLO et al., 2015). A
presenca destas proteinas no meio condicionado aliado com o que vém sendo
descrito na literatura, ratificam o potencial paracrino das CTMs visando sua utilizacao

em modelos de reparo e regeneracéo tecidual.
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Nossos resultados demonstraram que o MC hipéxia aumentou a viabilidade das
ilhotas e manteve expressdo de insulina em células beta e de CD31 em células
endoteliais durante o periodo de cultivo, comparado com as condi¢cdes controle. As
ilhotas pancreaticas isoladas e cultivadas com o MC apresentaram reducdo nos
indicadores de morte celular, provavelmente devido a presenca de fatores proteicos
pro-sobrevivéncia secretados pelas CTMs. O meio condicionado hipdxia também foi
responsavel pela manutencdo da expressao de insulina pelas células B e foi
observado também a presenca de células endoteliais na histoarquitetura das ilhotas
apos o isolamento e cultivo com MC hipodxia.

Estudos anteriores demonstraram que apoés isolamento e 24h de cultivo em
condi¢des controle, as ilhotas pancreaticas isoladas reduziram a expressédo de CD31
e de insulina, através de um mecanismo de sinalizacdo mediado por ALK5 (CLARKIN
et al., 2013; KING et al., 2015). Outros trabalhos sugerem que em modelos in vivo, a
interacdo CTM-ilhota contribui para a melhora vascular e viabilidade das ilhotas
(FRANSSON et al., 2015; FUGGLE et al., 2010; SHIN et al., 2015). Nosso trabalho
demonstrou que o cultivo in vitro de ilhotas pancreaticas com meio condicionado de
CTM-MO em hipoxia promove a viabilidade e manutencdo da histoarquitetura de
células endoteliais nas ilhotas. A presenca de fatores proteicos no MC provavelmente
esta envolvido nestes efeitos. Concluimos, que o MC das CTMs de medula 0ssea
induzidas a hipdxia, demonstraram potencial angiogénico e contribuiram para a
manutencdo da viabilidade das ilhotas pancreéticas através da presenca de fatores

protéicos soluveis.
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CONCLUSOES

As células isoladas da medula 6ssea preencheram os critérios estabelecidos pela

Sociedade Internacional de Terapia Celular para uma CTM-MO.

Os meios condicionados obtidos em condicbes de normoOxia e hipdxia foram
capazes de aumentar a viabilidade, proliferacéo e induzir a migragéo e brotamento
angiogénico em HUVECS.

O meio condicionado de hipdxia induziu maior capacidade angiogénica em

HUVECs comparado ao meio condicionado de normoxia.

A presenca de fatores sollveis no meio condicionado de CTM-MO em hipOxia
corroborou com a maior viabilidade e preservacdo da histoarquitetura de ilhotas

pancreaticas recém isoladas.

A utilizacdo de MC na terapia celular poderia minimizar a variabilidade biolégica
da terapia baseada em células, além de permitir uma dosagem precisa de fatores
paracrinos purificados, levando ao desenvolvimento de uma terapia com

resultados controlaveis e previsiveis.
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ANEXO

VIA DO PACIENTE

Estudo: Avaliacdo in wifro do potencial angiogénico de células tronco mesenquimais multipotentes como ferramenta
no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Coleta de Corddo Umbilical

Para ser entregue a parturiente ANTES de sua entrada na sala de parto.

Projeto: “Avaliacdo in vitro do potencial angiogénico de células tronco mesenquimais

multipotentes como ferramenta no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.”

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Nome do Paciente:

Documento de Identidade:

Data Nascimento:

Enderego:

Bairro: Cidade: Estado:
CEP: Telefone:

DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

Por favor, leia o formulario cuidadosamente. Vocé pode fazer perguntas sobre o proposito da pesquisa,
05 possiveis riscos e beneficios, seus direitos como um voluntario, e qualquer coisa a mais sobre a
pesquisa ou este formulario que ndo estiver claro. Quando nds tivermos respondido todas as suas
perguntas, vocé pode decidir se vocé quer realizar a doacdo ou ndo. Nds Ihe daremos uma cdpia deste
formulario para seus reqistros.

PROPOSITO E BENEFICIOS

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa realizada pela Universidade Federal da Bahia
que visa estudar uma nova forma de cultivo de células em laboratorio. Antes de participar deste estudo,
vocé precisa entender a que ele se propde.

Apods o nascimento de seu (sua) filho{a), a placenta, o corddo umbilical e o sangue do cord3o umbilical
sdo rotineiramente desprezados. Vocé pode ajudar na pesquisa de células tronco destes tecidos,
doando o sangue e o corddo umbilical de seu (sua) filho{a) que ira nascer.

A doacdo & um ato simples e livre, sem prejuizo para seu atendimento médico, e para isso basta que
vocé expresse sua vontade atraves da assinatura desfe termo de consentimento. A doacdo néo
implicara em nenhuma despesa adicional para vocé ou sua familia e nem o sangue e o corddo colhidos
serdo utilizados para fins lucrativos.
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VIA DO PACIENTE

Estudo: Avaliacdo in witro do potencial angiogénico de células tronco mesenguimais multipotentes como ferramenta
no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.

De acordo com nossa legislacdo, € proibido receber qualquer forma de remuneracdo ou recompensa

pela doacdo de sangue, tecidos ou drgaos.

OBJETIVO: O objetivo da doacao & obter células saudaveis que seriam descartadas junto com o cordao
umbilical e serdo testadas em laboratorio para avaliar a capacidade de estimular a sobrevivéncia e o

brotamento de novos vasos sanglineos.

METODO DE COLETA DO CORDAO UMBILICAL: ocorrera na sala de parto, logo apos o desligamento
e quando o recém nascido ja se encontrar aos cuidados do pediatra. O corddo sera cortado proximo da
placenta e sera armazenado adequadamente para uso posterior. N3o ha possibilidade de causar
nenhum dano ao recém nascido ou a vocé.

INTERRUPGCAO DO ESTUDO: Vocé & livre para se recusar a participar ou retirar seu termo de doagdo a
qualquer momento ou por decisdo da equipe medico-cientifica. Vocé também podera anular este
consentimento, mesmo apés t&-lo assinado, quando retornarmos algumas horas apds o parto para

buscar seu re-consentimento.

CUSTO DA DOAGAO: Nio ha nenhum custo para vocé ou seus parentes. Vocés nio serdo cobrados

pela coleta, analise, armazenamento do sangue do cordao e do corddo umbilical do se (sua) filho (a).

BENEFICIOS EM PARTICIPAR DO ESTUDO: Nio ha beneficios clinicos para vocé ou seu (sua) filho(a)
com este projeto cientifico. Ressaltamos que, uma vez feita a doacdo, o material colhido NAO PODERA
SER REIVINDICADO FUTURAMENTE PELA DOADORA PARA USO PROPRIO OU PARA USO DE
ALGUM MEMBRO DA FAMILIA. NAO ESTARA DISPONIVEL NENHUMA COMPENSAQE.O
FINANCEIRA PELA SUA PARTICIPAGAO.

CONFIDENCIALIDADE: Seu médico ira tratar da sua identidade com padries profissionais de sigilo.
Seu prontuario vai permanecer confidencial. Apenas a equipe do Estudo e a equipe assistencial terdo
acesso a ele. Possivel publicacdo cientifica resultante deste estudo ndo a identificara, de modo algum,

como participante.

INDENIZAGAO: Ao assinar este termo, vocé nio abre m3o de nenhum direito legal que vocé
eventualmente teria em caso de conduta incorreta e enganosa de qualquer membro da equipe que fara
a coleta do material doado durante o estudo.



VIA DO PACIENTE

Estudo: Avaliacio in witro do potencial angiogénico de células tronco mesenquimais multipotentes como ferramenta
no transplante de ilhotas pancredticas humanas.

Em caso de dividas poderei chamar o pesquisador responsavel Dr. Vitor Anténic Fortuna no
telephone (71) 9230 1514 / 3235 9682, ramal 226, email: vfort@ufba.br ou o Comité de Etica em
Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, situado & Rua do Limoeiro, no 137 — Nazaré, CEP
40.005-150 — Salvador, BA, no telefone (71) 3283 — 9275, email: cepmco@gmail.com.

CONSENTIMENTO ANTES DO PARTO:

Nestes termos, eu abaixo assinado

[] entendi e concordo em doar o corddo e / ou sangue de corddo umbilical.

[] ndo autorizo a doagdo do corddo e / ou sangue de cordao umbilical.

Assinatura do Paciente:

Assinatura da Testemunha:

Assinatura do Médico:

Pesquisador:

Telefone:

Local e data:
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VIA DO PACIENTE
Estudo: Avaliac3o in vifro do potencial angiogénico de células tronco mesenquimais multipotentes como ferramenta
no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Coleta de Cordao Umbilical

Para ser entregue a parturiente 4 - 6 horas APOS o término do parto.

Projeto: “Avaliagdo in vitro do potencial angiogénico de células tronco mesenquimais

multipotentes como ferramenta no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.”

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

NMome do Paciente:

Documento de Identidade:

Data Nascimento:

Enderego:

Bairro: Cidade: Estado:
CEP: Telefone:

DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

Por favor, leia o formulario cuidadosamente. Vocé pode fazer perguntas sobre o propositc da pesquisa,
05 possiveis riscos e beneficios, seus direitos como um voluntario, e qualquer coisa a mais sobre a
pesquisa ou este formulario que ndo estiver claro. Quando nods tivermos respondido todas as suas
perguntas, vocé pode decidir se vocé quer realizar a doacdoe ou ndo. NoOs Ihe daremos uma copia deste

formulario para seus registros.

PROPOSITO E BENEFICIOS

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa realizada pela Universidade Federal da Bahia
que visa estudar uma nova forma de cultivo de células em laboratorio. Antes de participar deste estudo,
vocé precisa entender a que ele se propde.

Apos o nascimento de seu (sua) filho(a), a placenta, o cordde umbilical & o sangue do corddo umbilical
sdo rotineiramente desprezados. Vocé pode ajudar na pesquisa de células tronco destes tecidos,
doando o sangue e o corddo umbilical de seu (sua) filho(a) que ira nascer.

A doacdo é um ato simples e livre, sem prejuizo para seu atendimento médico, e para isso basta que
vocé expresse sua vontade através da assinatura deste termo de consentimento. A doa¢do nado
implicara em nenhuma despesa adicional para vocé ou sua familia € nem o sangue e o corddo colhidos

serdo utilizados para fins lucrativos.



VIA DO PACIENTE

Estudo: Avaliacdo in witro do potencial angiogénico de células tronce mesenguimais multipotentes como ferramenta
no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.

De acordo com nossa legislacdo, & proibido receber qualquer forma de remunerac8o ou recompensa

pela doagdo de sangue, tecidos ou orgaos.

OBJETIVO: O objetivo da doag&do € obter células saudaveis que seriam descartadas junto com o corddo
umbilical e serdo testadas em laboratorio para avaliar a capacidade de estimular a sobrevivéncia e o

brotamento de novos vasos sangliinecs.

METODO DE COLETA DO CORDAO UMBILICAL: ocorrera na sala de parto, logo apés o desligamento
e quando o recém nascido ja se encontrar aos cuidados do pediatra. O corddo sera cortado proximo da
placenta e serd armazenado adequadamente para uso posterior. Ndo ha possibilidade de causar

nenhum dano ao recém nascido ou a vocé.

INTERRUPGAO DO ESTUDO: Vocé & livre para se recusar a participar ou retirar seu termo de doacdo a
qualquer momento ou por decisdo da equipe médico-cientifica. Vocé também podera anular este
consentimento, mesmo apos té-lo assinade, quando retornarmos algumas horas apos o pario para

buscar seu re-consentimento.

CUSTO DA DOAGAO: Nio ha nenhum custo para vocé ou seus parentes. Vocés nfio serdo cobrados

pela coleta, andlise, armazenamento do sangue do corddo e do corddo umbilical do se (sua) filho (a).

BENEFICIOS EM PARTICIPAR DO ESTUDOQ: Nio ha beneficios clinicos para vocé ou seu (sua) filno(a)
com este projeto cientifico. Ressaltamos que, uma vez feita a doaco, o material colhido NAO PODERA
SER REIVINDICADO FUTURAMENTE PELA DOADORA PARA USO PROPRIO OU PARA USO DE
ALGUM MEMBRO DA FAMILIA. NAO ESTARA DISPONIVEL NENHUMA COMPENSAGAO
FINANCEIRA PELA SUA PARTICIPAGAO.

CONFIDENCIALIDADE: Seu médico ira tratar da sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Seu prontuario vai permanecer confidencial. Apenas a equipe do Estudo e a equipe assistencial terdo
acesso a ele. Possivel publicacdo cientifica resultante deste estudo ndo a identificara, de modo algum,

como participante.

INDENIZAGAO: Ao assinar este termo, vocé nido abre mio de nenhum direito legal que vocé
eventualmente teria em caso de conduta incorreta e enganosa de qualguer membro da equipe que fara

a coleta do material doado durante o estudo.
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VIA DO PACIENTE

Estudo: Avaliacdo in vitro do potencial angiogénico de células tronco mesenquimais multipotentes como ferramenta
no transplante de ilhotas pancreaticas humanas.

Em caso de dividas poderei chamar o pesquisador responsavel Dr. Viter Anténio Fortuna no
telephone (71) 9230 1514 / 3235 9682, ramal 226, email: vfort@ufba.br cu o Comité de Etica em
FPesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, situado @ Rua do Limoeiro, no 137 — Nazaré, CEP
40.005-130 — Salvador, BA, no telefone (71) 3283 — 9275, email: cepmco@gmail.com.

RE-CONSENTIMENTO 4 A 6 HORAS APOS O PARTO:

Nestes termos, eu abaixo assinado

[ entendi e ainda concordo em doar o corddo e / ou sangue de cordio umbilical.

[ anulo o meu consentimento inicial para doagdo do cordido e / ou sangue de corddo umbilical.

Assinatura do Paciente:

Assinatura da Testemunha:

Assinatura do Médico:

Pesquisador:

Telefone:

Local e data:
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