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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células-tronco multipotentes capazes de
se autorrenovarem e se diferenciarem em diversos tipos celulares mesenquimais. As CTMs
encontram-se em quase todos os tecidos e orgaos pds-natais devido a sua associacdo com
as células endoteliais (CEs) nos vasos sanguineos, e podem agir no reparo de lesdes no
organismo. Os objetivos deste estudo foram analisar as intera¢des entre CTMs e CEs in vitro
e, também, investigar alteracdes fenotipicas durante o cocultivo dessas células, em busca
de conhecimentos que possam contribuir para novas aplicacdes de CTMs na engenharia de
tecidos e, por extensdo na pratica clinica. Neste trabalho, foram utilizadas CTMs de tecido
adiposo humano e uma linhagem de células endoteliais derivada de hemangioendotelioma de
camundongos (EOMA). Quando cultivadas em contato com CTMs, as células EOMA formaram
estruturas semelhantes a capilares sanguineos. Essas estruturas ndo se formaram durante o
cultivo isolado dessas células. Esse resultado demonstra a importancia da interagdo entre as
CTMs e as CEs na angiogénese.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, células endoteliais, EOMA, pericitos,
medicina regenerativa.

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent stem cells able to self-renew and to
differentiate into various mesenchymal cell types. MSCs are found in almost all postnatal tissues
and organs owing to their association with endothelial cells (ECs) in blood vessels, and they can act
to repair injuries in the body. The objectives of this study were to analyze the interactions between
MSCs and ECs in vitro and, also, investigate phenotypic changes during coculture of these cells,
in search of knowledge that may contribute to new applications of MSCs in tissue engineering and,
by extension, in clinical practice. In this work, MSCs from human adipose tissue and an endothelial
cell line derived from mouse hemangioendothelioma (EOMA) were used. When cultured in contact
with MSCs, EOMA cells formed structures similar to blood capillaries. These structures did not
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form when these cells were cultured alone. This result demonstrates the importance of the interaction
between MSCs and ECs in angiogenesis.

Keywords: Mesenchymal stem cells, endothelial cells, EOMA, pericytes, regenerative
medicine.

INTRODUCAO

As células-tronco (CTs) sdo todas aquelas que possuem capacidade de autorrenovagao
e, ainda, de originar pelo menos uma célula em estagio mais avancado de diferenciacdo. As
CTs sdo classificadas como células multipotentes ou células-tronco do adulto (CTAs) que
possuem limitagdes de diferenciagao celular, e células-tronco embrionarias ou totipotentes,
que podem originar todos os tipos celulares do organismo adulto.

Dentre as CTAs, um dos tipos de CTs que vem sendo cada vez mais ttil para
pesquisas sdo as células-tronco mesenquimais (CTMs), que podem derivar de diversas
fontes do organismo, como a medula 6ssea, o corddo umbilical e o tecido adiposo
(YARAK; OKAMOTO, 2010). A associacdo das CTMs aos vasos sanguineos faz com
que estas estejam presentes em quase todos os tecidos e 6rgaos pos-natais (MEIRELLES;
CHAGASTELLES; NARDI, 2006). A presenca das CTMs nos vasos sanguineos deve-se
a sua origem a partir dos pericitos (MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).

Os pericitos sdo células que sdo encontradas em torno das células endoteliais (CEs)
nos vasos sanguineos, ¢ que contribuem para a formagao, manutengio e estabilizagdo
destes (MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008). Pericitos também exercem importantes
fungdes na angiogénese e na sintese de moléculas bioativas, como os fatores de
crescimento de diversos tecidos e células (APPAIX et al., 2014).

Quando ha uma lesdo, os pericitos dao origem a CTMs que poderdo participar
do reparo tecidual (MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008; CAPLAN, 2008). As
CTMs tém um importante papel na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos
por agirem de forma terapéutica em diversas lesdes e patologias do organismo humano
(GARCIA-GOME-Z et al; 2010). A angiogénese necessaria para o reparo tecidual de
tecidos vascularizados, por exemplo, ¢ estimulada por CTMs derivadas de tecido adiposo
(LISIECKI et al., 2014).

O presente estudo teve como principais objetivos analisar as interagdes entre CTMS
e ECs, bem como possiveis alteragdes no fenotipicas nessas células, durante o cocultivo
delas in vitro. Através deste estudo buscamos conhecimentos que possam contribuir para
novas aplicagdes de CTMs na engenharia de tecidos e, por extensdo na pratica clinica.

METODOLOGIA

Durante este estudo foram usadas CTMs humanas e células EOMA. As células
EOMA sao uma linhagem de células derivadas de hemangioendotelioma de camundongo,
e sua utilizagdo se da porque essas células mantém as propriedades e caracteristicas de CEs
microvasculares in vitro (OBESO; WEBER; AUERBACH, 1990). As CTMs e as EOMA
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foram mantidas em garrafas de cultura (TPP) em uma incubadora a uma temperatura de
37°C em uma atmosfera umidificada com teor de 5% de CO,.

Os reagentes utilizados neste estudo foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo
— SP), com excegao feita aqueles cujos fornecedores sdo especificados. O isolamento de
CTMs humanas foi feito a partir de 30 mL de tecido adiposo humano da regido abdominal
obtido durante lipoaspiragdes em pacientes da Irmandade Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre. O material foi coletado apds obtengao prévia de autorizag¢@o do doador, que
assinou um termo de consentimento livre e esclarecido. Este projeto foi aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa em seres humanos da ISCMPA e da ULBRA (nimero
CAAE 11903713.7.0000.5335).

O tecido adiposo que foi aspirado passou duas vezes por lavagem com solucdo de
Hank e depois seguiu para a digestdo com colagenase tipo I por 40 a 50 minutos em tubo
de centrifuga de 50 mL; esta enzima atua mais efetivamente durante a digestao de tecidos
por conter outras enzimas agregadas a ela (LADEIRA et al., 2012).

Depois que o tecido foi digerido, no sobrenadante do tubo encontramos tecido
adiposo e na fase inferior do tubo, no pellet celular, visualizou-se a fragdo estromal vascular
que concentra uma grande quantidade de células-tronco derivadas de tecido adiposo
(CTDTASs). Quando a fragdo estromal ¢ cultivada, culturas de CTMs sdo estabelecidas
(ZUK et al., 2001).

Além de cultivo convencional das CTMs e das células EOMA; realizou-se
um cocultivo dessas células. O meio utilizado para as culturas foi o meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com acido 4-(2-Hidroxietil)piperazin-
1-etanolsulfénico (HEPES), 10 % de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life Technologies,
Sao Paulo — SP), e antibioticos. Houve a utilizagdo de garrafas de cultura celular de 25
cm? e de 75 cm?. A troca do meio de cultura das garrafas ocorreu a cada 72 horas.

Os repiques da populacdo celular das garrafas foram realizados com aplicagdo
de solugdo de Hank suplementada com 0,5 mM de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), que promove uma lavagem na garrafa. Para desprendimento das células, foi
utilizada a enzima tripsina, uma protease que realiza a hidrolise de ligagdes peptidicas
com cadeia lateral carregada positivamente. Na sequéncia, a tripsina foi inativada pela
adi¢8o de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram removidas da
garrafa onde estavam e colocadas em tubo de centrifuga de 15 mL para centrifugacéo e
posterior subcultura. A quantidade de cada uma das solugdes utilizadas durante o repique
da populag@o dependeu do tamanho da garrafa de cultura celular conforme descri¢ao na
tabela 1. A quantidade dos compostos usados no repique celular adicionados a garrafa
também dependeu do tamanho da populagao celular que estava sendo cultivada.

O célculo utilizado para contabilizagdo do niimero de duplicacdes da populagio
(DP) celular das garrafas foi DP=[Log (numero final de células) - Log (nimero inicial de
células)]/Log2. Para saber o tempo de duplicagdo em dias, o numero de dias em cultura foi
dividido pelo nimero de duplicagdes da populagido. A contagem das células foi feita em
uma camara de Neubauer. Para avaliagdo da viabilidade celular durante a contagem, 10
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pL da amostra de células foram combinados com 10 pL de corante Azul Tripan. Células
que incorporaram o corante foram consideradas ndo viaveis.

Tabela 1. Procedimentos realizados durante os repiques de populagao celular de CTMs e células EOMA em
garrafas de 25 cm? e 75 cm?.

ETAPA PROCEDIMENTO TEMPO

Retirada do meio da garrafa e adi¢cdo de 3 mL da
solugéo de Hank/EDTA.

Retirada da solugédo de Hank com 0,5 mM de EDTA
e aplicagéo de 2 mL de tripsina 0,025% em solugéo
de Hank com 0,5 mM de EDTA sobre o contetudo da
garrafa.

Acréscimo de 4 mL de DMEM com 10% de soro fetal
3 bovino a tripsina na garrafa e transferéncia para tubo 10 minutos de centrifugagéo.
de 15 mL para centrifugacéo.

Retirada do meio da garrafa e adigdo de 6 mL da
solugao de Hank/EDTA.

Retirada da solugdo de Hank com 0,5 mM de EDTA

e aplicacdo de 4 mL de tripsina 0,025% em solugéo

de Hank com 0,5 mM de EDTA sobre o contetdo da

garrafa.

Acréscimo de 6 mL de DMEM com 10% de soro fetal

3 bovino a tripsina na garrafa e transferéncia para tubo 10 minutos de centrifugagéo.
de 15 mL para centrifugagéo.

1 5 a 7 minutos de incubagéo.

5 a 7 minutos de incubagao a 37°C.

Garrafa de 25 cm?

5 a 7 minutos de incubagao.

5 a 7 minutos de incubagéo a 37°C.

Garrafa de 75 cm?

Antes do cocultivo, que teve duracdo de 15 dias, as células EOMA foram marcadas
com o corante fluorescente CM-Dil (Molecular Probes, Life Technologies, Sao Paulo - SP).
Esse corante exibe colora¢ao vermelha quando excitado por luz verde em um microscopio
de fluorescéncia. As células EOMA foram coradas antes de entrarem em contato com
as CTMs para que pudessem ser visualizadas por microscopia de fluorescéncia. A
microscopia de fluorescéncia foi realizada em um microscopio de fluorescéncia invertido
modelo Axio Vert. Al (Zeiss, Alemanha).

RESULTADOS

As CTMs apresentaram morfologia caracteristica durante seu cultivo, conforme
a figura 1. A populacdo celular se duplicou a cada 72 horas, a uma velocidade de 0,334
duplicagdes da populagdo inicial por dia. Além disso, o cocultivo das CTMs com as
células EOMA deu origem a estruturas semelhantes a capilares sanguineos em meio a
aglomerados de células apds 3 dias de cultura (Figura 2).
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Figura 1: CTMs em cultivo convencional, em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino, visualizadas com
contraste de fase em microscopio invertido nos aumentos de (A) 100x e (B) 200x, apresentando
morfologia caracteristica.

Figura 2: CTMs e células EOMA apds 3 dias em cocultivo, em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino,
visualizadas em (A) 100x e (B) 200x com contraste de fase em microscépio invertido.

O comportamento das células EOMA nos cocultivos pdde ser acompanhado por
observagdo das culturas em microscopio de fluorescéncia, uma vez que essas células
foram marcadas com o corante fluorescente CM-Dil imediatamente antes de serem
colocadas em contato com as CTMs. A partir de trés dias de cocultivo, as células EOMA
formaram estruturas semelhantes a capilares sanguineos. Essas estruturas mantiveram-
se durante os 15 dias de cocultivo, conforme exibido na figura 3. Essa analise indicou
que foi a interagdo entre as CTMs e as células EOMA que possibilitou a formagao de
estruturas semelhantes a capilares sanguineos, uma vez que CTMs e EOMA cultivadas
separadamente ndo formaram essas estruturas.
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Figura 3: Estruturas formadas por células EOMA apés 15 dias de cocultivo com CTMs, em meio DMEM
com 10% de soro fetal bovino, visualizadas em (A) 100x e (B) 200x em microscopio invertido com
detecgao de fluorescéncia. Note estruturas semelhantes a capilares sanguineos marcadas em
vermelho devido ao corante aplicado nas células EOMA anteriormente ao cocultivo.

DISCUSSAO

As CTMs apresentaram caracteristicas morfologicas esperadas durante este estudo.
Nas condig¢des de cultivo utilizadas, a duplicagdo da populagdo das CTMs em cultura
ocorreu em 72h. Outras caracteristicas das CTMs incluem a diferencia¢ao celular
(MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008); ensaios de diferenciagao das CTMs nao foram
realizados neste estudo visto que as culturas foram obtidas utilizando-se um protocolo
rotineiramente utilizado no laboratério e que resulta no estabelecimento de populagdes de
CTMs. Neste sentido, o isolamento de CTMs pdde ser feito a partir de tecido adiposo por
este concentrar CTDTAS no pellet celular conforme descrito por Zuttion et al. (2013).

Ha evidéncia de que os pericitos originam as CTMs (MEIRELLES; CAPLAN;
NARDI, 2008). A formagao de estruturas semelhantes a capilares confirmou que CTMs
interagem ativamente com as células endoteliais, que neste estudo foram representadas
pelas células EOMA. Essa associagdo observada in vitro vai ao encontro da hipotese
segundo a qual CTMs encontram-se associadas aos vasos sanguineos no organismo, o
que faz com que elas estejam presentes em quase todos os orgaos ¢ tecidos pos-natais
(MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

A formacao das estruturas semelhantes a capilares observada neste estudo sugere
que algumas CTMs podem ter se tornado pericitos neste experimento. Anteriormente
a este trabalho, demonstrou-se que células EOMA formam estruturas semelhantes a
capilares quando cultivadas sobre matriz extracelular representativa da membrana basal
de vasos sanguineos (OBESO; WEBER; AUERBACH, 1990). Neste estudo, infere-se
que as CTMs proveram matriz extracelular ¢ biomoléculas que permitiram a formagéo
de estruturas semelhantes a capilares pelas células EOMA.

CONCLUSAO

A medicina regenerativa busca, cada vez mais, maneiras de utilizarem-se CTAs no
reparo de lesdes teciduais. Neste estudo, estruturas semelhantes a capilares sanguineos
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foram formadas pelas células EOMA devido ao contato com as CTMs, o que demonstra
a importancia da interacdo entre CTMs e CEs na angiogénese. Sendo assim, confirma-se
que as interacdes entre as CTMs e as CEs podem trazer novas perspectivas in vivo para
a medicina regenerativa.
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