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Formacao in vitro de tabulos capilares a partir de
celulas de sangue de corddo umbilical humano
com perspectivas para aplicacio terapéutica

In vitro formation of capillary tubules from human umbilical cord blood cells with perspectives for

therapeutic application

Alexandra Cristina SENEGAGLIA?Y, Paulo Roberto Slud BROFMAN?, Carlos Alberto Mayora AITA!, Bruno
DALLAGIOVANNA?, Carmen Lucia Kuniyoshi REBELATTO?, Paula HANSEN?, Fabiane BARCHIKI*, Marco

Aurélio KRIEGER?

RBCCV 44205-1018

Resumo

Objetivo: As células progenitoras endoteliais (CPE),
caracterizadas pelo marcador CD133+, contribuem para a
neovascularizagdo, e 0 aumento no nimero dessas células
pode ser uma ferramenta terapéutica promissora. O sangue
de corddo umbilical humano contém um ndmero
significante de CPE, sugerindo a possibilidade do uso destas
células para a revascularizagdo de tecidos isquémicos. O
objetivo desse trabalho foi analisar a funcionalidade das
células CD133+ diferenciadas in vitro.

Métodos: As células diferenciadas foram caracterizadas
por citometria de fluxo; a expressdo do mRNA de VEGF foi
avaliada por RT-PCR e a funcionalidade, por meio de ensaios
de formagédo de tdbulos capilares.

Resultados: As células diferenciadas perderam os
marcadores de CPE, mantiveram em niveis baixos os
marcadores das linhagens hematopoética e monociticas e
aumentaram a expressdo dos marcadores de células
endoteliais adultas. As células diferenciadas apresentaram
transcritos no mMRNA de VEGF e mostraram-se capazes de
formar tabulos capilares in vitro.

Concluséo: As células CD133+ diferenciadas in vitro em
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células endoteliais demonstraram serem funcionalmente
ativas, abrindo perspectiva para seu uso futuro em aplicacoes
terapéuticas.

Descritores: Células endoteliais. Proliferacdo de células.
Transplante de células-tronco de sangue do cordao
umbilical. Neovascularizagdo Fisiologica

Abstract

Objective: Endothelial progenitor cells (EPC)
caracterized by the CD133+ marker, contribute to the
neovascularization. Increasing EPC number in vitro could
be a promising therapeutic tool. Human umbilical cord blood
maintains a significant number of EPC, suggesting the
possibility to use these cells to induce the revascularization
of ischemic tissues. The aim of this study was to analize the
in vitro function of differentiated CD133+ cells.

Methods: Cells were characterized by flow cytometry,
VEGF mRNA expression was evaluated by the RT-PCR
analysis and the functionally by essays of capillary tubes
formation.
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Results: Differentiated cells lost EPC markers,
maintained low levels of markers for hematopoietic and
monocytic cell lines and increased the expression of adult
endothelial cell markers. Differentiated cells expressed
VEGF mRNA and were capable to induce in vitro capillary
tubules formation.

INTRODUCAO

As investigacGes envolvendo células-tronco (CT) tém
aumentado e apresentam resultados promissores para
recuperar tecidos lesados, incluindo os cardiacos [1,2].
Porém, a falta de vasculatura suficiente que possibilite suprir
rapida e adequadamente as células infundidas, com oxigénio
e nutrientes, ainda é fator limitante para o sucesso da
implantagdo da engenharia de tecidos e para o tratamento
da isquemiatecidual [3].

Atualmente, ha trés tipos de estado-clinico que
poderiam ser beneficiados pelo transplante das células
progenitoras endoteliais (CPE): isquemia de membro inferior,
isquemia do miocardio e cicatriz pds-infarto. Estudos
indicaram que a terapia celular, utilizando células
expandidas in vitro, poderia promover a neovascularizagdo
de tecidos isquémicos, mesmo quando aplicada como
terapia Unica; isto é, sem a administracdo de fatores de
crescimento [4-6].

Uma limitacgdo critica para a aplicagdo terapéutica das
CPE, pés-natal, é seu baixo nimero na circulagdo. Foram
realizadas vérias pesquisas, com o intuito de otimizar a
quantidade e a qualidade dessas células para poderem ser
usadas clinicamente [4]. Devido as pequenas quantidades
de CPE encontradas no sangue periférico, essas ndo estdo
disponiveis prontamente para utilizagéo em ensaios clinicos.
Experimentos que aumentem a quantidade de CPE
funcionais, viabilizando esta terapia, podem se tornar
importantes.

Apos o infarto do miocardio, a angiogénese natural é
normalmente insuficiente para a grande demanda por oxigénio
e nutrientes, bem como para prevenir a apoptose dos
cardiomidcitos hipertrofiados e 0 remodelamento ventricular.
Sendo assim, 0 aumento da perfusdo do miocardio infartado,
para melhorar a circulacdo de oxigénio e de nutrientes, por
meio da formacdo de novos vasos sangliineos, tem o
potencial de melhorar a funcéo cardiaca [7].

Os mecanismos potenciais para as CPE induzirem a
neovascularizacdo incluem aumento do fornecimento das
células endoteliais (CE) pela proliferacéo e diferenciacdo
das CPE ou em um aumento no fornecimento de fatores de
crescimento para ativar as CE residentes maduras. As CPE
sdo CD133+ e, a maioria, co-expressam o CD34+, somente
uma pequena porcentagem é CD34-. Assim, as células
CD133+ representam um subgrupo das CT CD34+, e sdo
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Conclusion: CD133+ cells differentiated into endothelial
cells in vitro are functionally active initiating the possibility
of their use in future therapeutic applications.

Descriptors: Endothelial cells. Cell proliferation. Cord blood
stem cell transplantation. Neovascularization, physiologic.

uma populacéo ideal para gerar CE [8]. Sant’annaet al. [9]
relataram que o aumento de capilares pela terapia génica,
utilizando injecéo transmural de plasmideo VEGF 165, tem
presumivel efeito benéfico na reducéo e na recuperacéo da
area isquémica.

Ja foi demonstrado que o sangue de corddo umbilical
humano (SCUH) contém células tronco mesenquimais [10]
e um grande nimero de CPE [11], sugerindo a possibilidade
de usar estas células para a revascularizagdo de doencas
isquémicas. Até o presente, o transplante das CPE derivadas
do SCUH ainda esta em fase de experimentos com animais.
A populacdo exata de CPE especifica (isoladas, expandidas
ou diferenciadas), que deveria ser utilizada para transplante
ainda ndo esta claramente definida [12].

Nosso grupo implementou metodologias para
diferenciar in vitro células CD133+, provenientes do SCUH,
originando uma populacdo de células semelhantes as
endoteliais que foram avaliadas para comprovar se eram
funcionalmente ativas e assim tornarem possivel seu uso
futuro para aplicagdes clinicas.

METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério
Experimental de Cultivo Celular da PUCPR e no Instituto de
Biologia Molecular do Parand, com cinco amostras de
sangue de corddo umbilical humano (SCUH), obtidas no
Hospital e Maternidade Victor Ferreira do Amaral - Curitiba/
PR, de cinco parturientes que, apds receberem todas as
informacdes necessarias, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido e concordaram em
participar do estudo. O Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica do Parana aprovou este
estudo sob n° 1366, e esta registrado na Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) sob ne FR - 105806.

Critérios de Inclusdo de Parturientes Doadoras de
SCUH
idade: 18 a 36 anos;
pré-natal documentado com pelo menos duas consultas;
parto normal ou cesareo;
tempo de bolsa rota no maximo até 18 horas;
partos com pelo menos 32 semanas;
peso fetal do recém-nascido acima de 1.500 gramas;
parturientes sem comportamento de risco - uso de drogas,
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promiscuidade sexual, doencas infectocontagiosas como:
hepatite, doengas sexualmente transmissiveis, doenca de
Chagas e malaria;

e parturientes sem doencas que possam interferir na
vitalidade da placenta, como: diabetes mellitus e
hipertensdo arterial;

e parturientes que ndo facam uso de medicamentos
antidepressivos, corticoides, ansioliticos e horménios
de modo geral.

Purificagdo e expansao das células CD133+

As células CD133+ foram purificadas utilizando-se o
conjunto de micropérolas acopladas ao anticorpo anti-
CD133 (Miltenyi Biotec®), de acordo com as instrucées do
fabricante. Resumidamente, a suspensdo de células
mononucleares (CM) foi centrifugada e ressuspendida em
solucgdo salina tamponada com fosfato (PBS) (Invitrogen
Life Technologies®) suplementada com 5% de soro bovino
fetal e 2 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).
As células foram entdo filtradas em um filtro com porosidade
de 40 um e centrifugadas por 10 minutos a 450 g e a
concentracdo de células foi ajustada para, no maximo, 1 x
108 células em 300 puL de PBS suplementado. Foram
adicionados 100 pL de solucdo bloqueadora (Miltenyi
Biotec®) e 100 uL do anticorpo anti-CD133 puro ligado as
micropérolas magnéticas (Miltenyi Biotec®); o material foi
homogeneizado e incubado por 30 minutos a 4° C.

As CPE resultantes da purificacdo das CM do SCUH
foram plaqueadas em placas de 12 pogos recobertos com
fibronectina (BD - Bioscience®) com meio IMDM
suplementado e fatores de crescimento beta-FGF (Invitrogen
Life Technologies®), IGF-I (Sigma-Aldrich®) e VEGF (Sigma-
Aldrich®). Apos cinco dias de cultivo, trocou-se 0 meio pela
primeira vez e, depois, a cada dois dias. Os cultivos foram
mantidos em estufa, com 5% de tenséo de CO, em atmosfera
Umida. As células foram observadas diariamente em
microscopio ptico invertido (Olympux IX70®) com relacdo
a sua morfologia e proliferagdo. Quando as células
alcangavam confluéncia de aproximadamente 80%, procedia-
se a dissociacdo celular, utilizando a enzima Acutase.
Primeiramente as células foram dissociadas das placas e
replaqueadas em frascos de cultivo de 25 cm? (TPP®) e,
posteriormente, de um frasco para dois, seguindo em
progressao geométrica até 30 dias de cultivo.

Caracterizacao celular por citometria de fluxo

A caracterizagdo, a quantificacdo e a andlise da
viabilidade das células CD133+ purificadas e diferenciadas
foram realizadas pela técnica da citometria de fluxo com
anticorpos especificos. As células purificadas foram
analisadas logo apds seu isolamento, enquanto que as
células diferenciadas foram analisadas ao final de 30 dias,
apos a dissociacao celular. A técnica utilizada foi realizada
de acordo com Owens e Loken [13].

Resumidamente, a marcagédo foi realizada com 2 x 10°
células que foram incubadas com varios anticorpos
conjugados a fluorocromos humanos. Isotipos idénticos
aos anticorpos foram usados como controle. A aquisi¢do
das amostras foi realizada utilizando o citdmetro de fluxo
FACSCalibur (BD, EUA) e para as analises foi utilizado o
programa FlowJo (FlowJo, EUA).

Ensaios para avaliacdo da funcionalidade das células
expandidas e diferenciadas

Analise da expressdo de transcritos do VEGF no
mRNA por RT-PCR

O 4cido ribonucléico (RNA) celular total das células
CD133+ purificadas e das diferenciadas foi extraido
utilizando o conjunto de reagentes RNeasy (Qiagen), de
acordo com as recomendacdes do fabricante e, em seguida,
foi realizada a sintese do 4cido desoxirribonucléico
complementar (cDNA).

Os transcritos que codificam para o VEGF foram
amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase, com
transcricdo reversa (RT-PCR) utilizando-se o cDNAe o par de
primers VEGF (F15CTACCTCCACCATGCCAAGTG3R1
5TGCGCTGATAGAACATCCATGAS3). O gliceraldeido-3-
Fosfato-Desidrogenase (GAPDH) é um gene constitutivo e
estavel, expresso em altos niveis em quase todos os tecidos e
células, e foi utilizado como controle interno. Os produtos de
amplificacdo foram corados e analisados por eletroforese em
gel de agarose a 2% e utilizou-se 0 marcador de peso molecular
1Kb Plus (Invitrogen Life Technologies®). As imagens foram
capturadas pelo UV with darkroom (UVP Bioimaging
Systems®), com o programa de analise da Labworks.

Ensaio de formacéo de tubulos capilares in vitro

Ao final de 30 dias de cultivo, as células CD133+
diferenciadas foram dissociadas e semeadas em placas de
cultura de 24 pogos, recobertas com 250 pL de Matrigel™
(BD-Biosciences®). Adensidade celular foi de 20.000 células
em 250 pL, de IMDM suplementado mais os fatores de
crescimento. As células foram incubadas em estufa
umidificada com tenséo de 5%, de CO,, e observadas com
duas, seis, doze e vinte e quatro horas em microscépio
invertido (Olympus IX 70), para verificar a formacdo de
tibulos capilares, e, assim, comprovar sua capacidade
funcional in vitro. Durante a andlise das células ao
microscdpio, as imagens foram obtidas por meio do sistema
de captura de imagens spot insight (Diagnostic).

RESULTADOS
Caracterizacao celular por citometria de fluxo
As células CD133+ purificadas foram avaliadas

imunofenotipicamente depois do isolamento com as
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Fig. 1 - Caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo de células CD133+ purificadas e diferenciadas. As células foram marcadas com
anticorpos humanos fluorescentes anti-CD133, CD34, CD45, CD14, CD105, CD31 e VWF. Histogramas azuis identificam a porcentagem
de células positivas para cada anticorpo e os histogramas vermelhos identificam os controles isotipicos (negativos)

micropérolas imunomagnéticas acopladas ao anticorpo anti-
CD133 e as células diferenciadas apds dissociacdo
enzimatica ao final do cultivo de 30 dias (resultados
representados na Figura 1). Desta forma, foi possivel
caracterizar cada um desses tipos celulares
independentemente.

Anélise da expressdo de transcritos do VEGF no
mRNA por RT-PCR

A andlise da expressdo no mMRNA do VEGF foi realizada
nas células CD133+ purificadas e diferenciadas, por RT-
PCR, em cinco amostras. Avaliou-se, como controle interno,
a expressdo de GAPDH, o qual apresentou bandas para as
dez amostras analisadas. Nas células purificadas, ndo foi
verificada a presenca de transcritos no mRNA do VEGF.
Observaram-se transcritos para 0 VEGF em todas as células
diferenciadas testadas (Figura 2). Foi demonstrado que
apenas as células apos inducéo de diferenciagdo passaram
aexpressar transcritos no mRNA de VEGF.

Fig. 2 - Gel de Agarose dos produtos de RT-PCR para o VEGF e
GAPDH. Amostras 1 a 5: Células CD133+ purificadas; amostras
6 a 10: Células CD133+ diferenciadas
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Fig. 3 - Ensaio de formagéo de tGbulos capilares de células CD133+
diferenciadas in vitro. Fotomicrografia de: (A) células
imediatamente ap6s o plaqueamento apresentando morfologia
arredondada e espalhadas pela superficie aleatoriamente (B)
células apds 24 horas apresentando estruturas semelhantes a
tlbulos capilares bem formadas
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Ensaio de formacao de tlbulos capilares in vitro

Para avaliar a funcéo das células CD133+ diferenciadas
foi testada a capacidade, in vitro, dessas células formarem
tlbulos capilares quando plaqueadas sobre o Matrigel™.
As células foram analisadas e fotografadas com duas, seis,
doze e vinte e quatro horas ap6s o plaqueamento. A analise
das células demonstrou que, imediatamente ap6s o
plaqueamento, as células apresentavam morfologia
arredondada e encontravam-se espalhadas pela superficie
aleatoriamente, sem a formacao de tdbulos capilares (Figura
3A). E, ap6s 24 horas, formaram estruturas semelhantes a
tlbulos capilares bem formadas (Figura 3B). Em todos os
cinco experimentos, independentemente realizados, apos
24 horas, as células diferenciadas formaram tabulos
capilares in vitro.

DISCUSSAO

Independentemente da fonte, CPE sdo dificeis de isolar
porque representam uma populagdo muito pequena, quando
comparadas as células hematopoéticas. No sangue
periférico, apenas 0,01% das CM sdo CPE [14]. Na MO,
menos que 0,05% das células sdo CPE [15]. Em estudos
prévios dos autores desse trabalho [16], conseguiu-se obter
0,64%, de CPE isoladas, a partir de CMS de SCUH,
demonstrando que o SCUH pode ser uma melhor opc¢éo,
como fonte de CPE, semelhante ao encontrado por
Eggerman et al. [15], que demonstraram que o ndmero de
CPE de SCUH é superior ao encontrado no sangue
periférico de adultos. O nimero exato de células necessario
para induzir a neovascularizagdo com sucesso ainda € uma
incognita [17]. A possibilidade de obter um nimero maior
de células podera abrir a perspectiva de que novos testes
sejam realizados, para definir o nimero de células mais
adequado para esse tipo de terapia.

As células tiveram seu fenoétipo caracterizado por
citometria de fluxo. Em torno de quatro semanas, quando
as células alcancaram a confluéncia, as células CD133+
apresentaram-se semelhantes ao fenétipo tipico de CE,
tendo aumentada a positividade para marcadores
caracteristicos destas células, como o CD31 e o VWF [18].
Observou-se 0 decréscimo das células CD34+, porém
algumas ainda continuaram presentes, em concordancia
com estudos de Gross e Herbrig [14], o mesmo aconteceu
com o CD105. Verificou-se uma grande diminuicdo das
células CD133, como descrito por Shmelkov et al. [19]. O
nimero de células CD45 e CD14, respectivamente das
linhagens hematopoéticas e monociticas, ndo foi
representativo.

Atécnica da RT-PCR demonstrou claramente a presenca
de transcritos do VEGF no RNA mensageiro em todos o0s
cinco experimentos independentemente realizados com
células CD133+ diferenciadas. Sabe-se que o VEGF tem

fungdo determinante na neovascularizacdo por ser um
potente mitdégeno para as CE, promove a proliferacéo e
migracdo destas células, participa do remodelamento da
matriz extracelular, formagdo de tibulos capilares e rede
vascular [20]. A verificacdo da presenca de transcritos no
mRNA do VEGF é um fator importante para confirmar que
apenas as CPE diferenciadas in vitro possuem
caracteristicas que permitem afirmar que sdo células
semelhantes as CE adultas.

O ensaio funcional, por meio da formacéo tubular em
Matrigel™ mostrou que as células CD133+ diferenciadas
apresentaram in vitro a formag&o de estruturas semelhantes
a capilares, fornecendo evidéncias adicionais de que as
células proliferaram e originaram células semelhantes as
células endoteliais. A capacidade de migragdo celular é
fundamental para formar novos vasos e capilares e é uma
caracteristica das CE que sdo capazes de uma organizagao
que resultam na formagéo de estruturas tubulares
tridimensionais in vitro [21].

Os resultados obtidos, a respeito da funcionalidade das
células CD133+ diferenciadas, parecem estar em
concordancia com um estudo pré-clinico de Kawamoto et
al. [22]. Nesse estudo, as CPE diferenciadas in vitro e
infundidas na area isquémica de ratos com infarto agudo
do miocardio foram detectadas, em estudos histologicos,
pos-eutanasia, na area de neovascularizagdo. Demonstrou-
se que essas células ndo participam apenas da inducdo de
fatores paracrinos, os quais estimulariam a proliferacao de
células presentes in situ, mas, sim, fisicamente da
reconstituicdo da area lesada. Outro estudo, de Mukai et
al. [23], que corrobora com os achados deste trabalho
comprova que CPE cultivadas poderiam formar vasos
sanguineos. Diferente das CPE sem cultivo que
promoveriam a angiogénese por meio da migragdo e
proliferacdo de CE maduras; sugerindo assim que estas
duas populacdes celulares teriam um papel diferente na
neovascularizacdo in vivo.

Segundo Rocha et al. [24], as células derivadas de SCUH
sdo pouco imunogénicas, o que possibilitaria sua utilizacdo
em transplantes alogénicos. Ha necessidade de estudos
mais aprofundados para confirmar se as CPE diferenciadas
in vitro possuem expressdo de antigenos HLA ou nédo e
qual a sua intensidade de expressdo. Mesmo que essas
células ndo apresentem antigenos HLA, outros testes na
area da histocompatibilidade deveréo ser realizados, com o
objetivo de comprovar se as CPE diferenciadas in vitro
despertam, ou ndo, a resposta imunoldgica alogénica. Em
um estudo envolvendo células mesenquimais, Cho et al.
[25] descrevem que as células mesenquimais alogénicas
ndo desencadeiam uma resposta imunoldgica no tecido
normal, porém em regides de inflamagdo, na presenca de
citocinas como o IFN-ypode haver rejeicdo. A partir dessas
informacdes, sera possivel ter uma base mais sélida para
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viabilizar a possivel utilizagdo de CPE diferenciadas do
SCUH em ensaios clinicos.

O uso de CPE derivadas de SCUH pode servir como uma
estratégia Util para estudar a natureza dessas células, antes de
usa-las em ensaios clinicos. As CPE podem ser obtidas e
expandidas do SCUH e, também, utilizadas para varias
propostas, como a expansao ex vivo de células semelhantes
as CE, para terapia celular e génica ou, de acordo com Quirici
etal. [26], em co-cultivos in vitro, abrindo novas perspectivas
para o tratamento da cardiomiopatia isquémica. Os resultados
obtidos por Melero-Martin et al. [27] reafirmam o potencial
terapéutico in vivo das CPE para formar redes vasculares que
permitam a vascularizagdo de 6rgaos e tecidos isquémicos.

Com base nos ensaios realizados ficou demonstrado
que as células CD133+ diferenciadas in vitro tém fungéo
semelhante a das CE, abrindo perspectiva para seu uso
futuro em aplicagdes terapéuticas.
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