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RESUMO

Células-tronco Mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells - MSCs) sdo uma
alternativa terapéutica para doencas inflamatorias intestinais, devido as suas
propriedades imunomodulatorias. Acredita-se que as MSCs respondam ao
microambiente inflamatério produzindo fatores solGveis, que agem inibindo a
inflamacédo e atuam na reparacao tecidual. As MSCs sao capazes de migrar a sitios
de lesdo por um processo conhecido como homing, o qual é mediado pelas
quimiocinas secretadas por células inflamatdérias, as quais interagem com receptores
presentes nas MSCs. Dessa forma, alteracées no microambiente das MSCs podem
modificar este processo e, consequentemente, seu efeito terapéutico. Os
tratamentos atualmente utilizados para desordens imunes incluem glicocorticoides e
imunossupressores, como Dexametasona (DEX) e Azatioprina (AZA). Em
combinacdo com a terapia celular, AZA ou DEX poderiam alterar caracteristicas das
MSCs importantes para a terapia celular. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito das drogas AZA e DEX no ciclo celular, capacidade migratoria e
secretoma de MSCs. O ciclo celular das MSCs cultivadas com DEX ou AZA foi
avaliado através de citometria de fluxo. O comportamento migratério foi analisado
por um ensaio transwell com o quimioatrator SDF-1 e as proteinas presentes no
secretoma das MSCs foram avaliadas por espectrometria de massas. Os resultados
demonstraram que AZA e DEX ndo promoveram alteracdes no ciclo celular das
MSCs, porém alteraram seu comportamento migratério. As MSCs do grupo AZA
migraram mais em direcdo ao SDF-1 (P<0,05), enquanto as células cultivadas com
DEX tiveram sua migracdo diminuida (P<0,05). A andlise do secretoma do grupo
AZA nao demonstrou resultados relevantes. Ao contrério das células cultivadas com
DEX, que apresentaram em seu secretoma proteinas que podem auxiliar no

entendimento do comportamento migratorio observado.



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) represent a therapeutic alternative for the
treatment of inflammatory bowel diseases, because of their immunomodulatory
properties. It is believed that these cells respond to the inflammatory
microenvironment, producing soluble factors that may act inhibiting inflammation, and
facilitating tissue repair. MSCs are able to reach the injury site through a migratory
process known as cell homing, in response to chemoattractants secreted by
inflammatory cells that interact with MSCs receptors. Thereby, alterations in the
MSCs microenvironment could modify this process and their therapeutic effect.
Conventional treatments for immune disorders include glucocorticoids and
immunosuppressive drugs, such Dexamethasone (DEX) and Azathioprine (AZA),
which in combination with cell therapy could alter some of MSCs characteristics. The
aim of this study is to evaluate the effect of AZA and DEX in MSCs cell cycle,
migratory behavior and secretome. MSCs were cultivated with AZA or DEX and cell
cycle was analyzed through flow cytometry. MSC migratory behavior was analyzed
towards a transwell assay with the SDF-1 chemoattractant and proteins present in
secretome by mass spectrometry. Our results demonstrated that MSCs cell cycle
was no affected, but their migratory behavior was altered. MSCs cultivated with AZA
presented more migratory cells than control group (P<0.05), while cells cultivated
with DEX had a decrease in the migratory cell number (P<0.05). In the MSCs
secretome, AZA group demonstrated no relevant results. However, DEX showed
important differences from control group that can help in the understanding of
observed migratory behavior changes.
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1. INTRODUCAO
1.1Doencas Inflamatorias Intestinais

As doencas inflamatdrias intestinas (DlIs), tais como a doenc¢a de Crohn (DC)
e a retocolite ulcerativa (RCU) sao caracterizadas por inflamagdes crbnicas e
recorrentes do trato gastrointestinal de etiologia desconhecida. A RCU se restringe
ao coélon e ao reto, apresentando infiltrado linfocitario, inflamacdo na mucosa e
superficial na submucosa; enquanto a DC pode afetar qualquer parte do tubo
digestivo, sendo caracterizada por um processo inflamatério transmural de aspecto
granulomatoso com ulceras. Os principais sintomas das Dlls sdo perda de peso,
diarreia e dores abdominais (Ordas I, et al. 2012; Podolsky DK, et al. 1991,
Baumgart DC, et al. 2012). Estudos tém demonstrado o papel das respostas TH1 e
TH2 em ambas as doencas, incluindo TH17, mais recentemente (Fuss 1J, et al.
2008; Feng T, et al. 2011). O aumento do numero de células T efetoras e a
deficiéncia de T células regulatérias, assim como o desequilibrio entre citocinas proé-
inflamatoérias e anti-inflamatérias estdo relacionados ao inicio e progressao de
ambas as DlIs (Figura 3) (Martinez-Montiel, et al. 2014; Mizes G, Molnar B,
Tulassay Z, et al. 2012; Mizes G, Molnar B, et al. 2012).

Células efetoras - - Células

Thl ou Th2 % &regulatﬁn'as
./ -

Homeostase da mucosa

ﬁb' — ﬂ ;s %

Inflamacio da Inflamacio da
mucosa mucosa
Nature Reviews | Immunology

Figura 1. Inflamacao versus homeostase intestinal. Dlls séo caracterizadas pelo

desequilibrio entre células T efetoras e células T regulatorias. Um aumento anormal
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no numero de células T efetoras, bem como a reducéo de células T regulatorias esta
relacionado a progressao da inflamacéo intestinal (Adaptado de Bouma, G, et al.
2003).

Altas incidéncias de RCU e DC séo relatadas no norte da Europa, no Reino
Unido e na América do Norte (Ng SC, et al. 2013). Atualmente, a incidéncia anual de
DC é mais alta na Ameérica do Norte (20,2 para cada 100.000 habitantes), enquanto
gue a incidéncia anual da RCU é maior na Europa (24,3 a cada 100.000 pessoas).
Nesse sentido, a prevaléncia das Dlls tem aumentado nos ultimos 50 anos, sendo
mais alta na Europa (505 para UC e 322 para DC a cada 100.000 habitantes). O
Brasil se encontra no grupo de baixa incidéncia da doenca, semelhante a
encontrada em outros paises da América latina, porém essa classificacdo pode estar
equivocada devido a falta de dados e registros da frequéncia de Dlls (Burisch J, et
al. 2013; Ponder A, et al. 2013; Ng SC, et al. 2013).

Embora a exata causa das Dlls permaneca desconhecida, as condi¢des
parecem estar relacionadas a combinacdes de fatores genéticos, poluicéo,
microbiota gastrointestinal, entre outros que desencadeiam um processo inflamatério
multissistémico (Alex P, et al. 2009; Baumgart DC, et al. 2012; Ordas I, et al.2012;
Podolsky DK, et al. 1991; Wallace KL, et al. 2014; Sobczak M, et al. 2014; Philpott D
J, etal. 2014).

1.2 Tratamento Medicamentoso das Doencas Inflamatdérias Intestinais

O tratamento medicamentoso das Dlls avancou na ultima década com a
introducdo de terapias biologicas, otimizacdo das antigas terapias e melhor
entendimento da patogénese da doenca no que se refere a genética e sistema
imune intestinal (Pithadia AB, et al. 2011). Os tratamentos atualmente disponiveis
para as Dlls consistem, principalmente, de aminosalicilatos, corticosteroides e
imunossupressores, além de anticorpos monoclonais anti-TNF-a, mais
recentemente, visando induzir e manter a remissao da doenca com a melhora dos
efeitos colaterais (Pithadia AB, et al. 2011; Baumgart D C, et al. 2012; Ordas I, et al.
2012).
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Entre as drogas utilizadas estdo o imunossupressor azatioprina (AZA) e o
corticosteroide dexametasona (DEX). A AZA é uma droga analoga do nucleotideo
purina, pertencente ao grupo das tiopurinas. E um antimetabdlito que prejudica a
biosintese de purinas e inibe a proliferacdo celular. AZA é convertida para
mercaptopurina, que € posteriormente metabolizado para 6-tioguanina (6-MP), que é
0 seu metabdlito ativo (Pithadia AB, et al. 2011). Resulta em diminuicdo da
inflamacéo através da apoptose de linfocitos T ativados, e o aumento de 6-TGN que
bloqueia a expressao de TRAIL, TNFRS7 e a4-integrina (Thomas C W, et al. 2005;
Sahasranaman S, et al. 2008). Além disso, a inibicdo da ativacdo de Racl em
células T, que tem como alvo os genes MEK, NFkB e bcl-xL, levando a apoptose
celular também foi demonstrada (Tiede I, et al. 2003). Porém demora de algumas
semanas a trés meses para que 0s pacientes alcancem a remissdo. Esta € uma
droga que € geralmente utilizada a longo prazo (Pithadia AB, et al. 2011).

A DEX apresenta efeitos anti-inflamatorio e imunossupressor, entretanto, seu
mecanismo de agdo ainda nao foi totalmente elucidado. (Wang X, et al. 2008). Um
dos efeitos conhecidos para os glicocorticoides, como a Dexametasona, € a inibicao
de NFkB, através da indugéo da expressao de IkB. (Rhen T, et al. 2005; Wang X, et
al. 2008). Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados em pacientes com RCU,
podendo promover a remissdo em 90% destes (Schreiber S, et al. 1998). Este
tratamento € utilizado para pacientes classificados como portadores de atividade
moderada a grave da doenca, porém nao € indicado o uso a longo prazo devido aos
efeitos colaterais (Pithadia AB, et al. 2011).

1.3 Células-tronco Mesenquimais

Células-tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells - MSCs) sao células
multipotentes que apresentam grande plasticidade e podem secretar uma variedade
de citocinas e fatores de crescimento, 0s quais possuem atividades paracrinas e
autocrinas (Yi T, et al. 2012; Lee J W, et al. 2011). As MSCs foram identificadas pela
primeira vez em 1960 por Ernest A. McCulloch e James E. Till e tém se mostrado
como uma promissora alternativa terapéutica nas areas de medicina regenerativa,
doencas inflamatorias e doengas autoimunes (De Miguel MP, et al. 2012; Le Blanc
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K, et al. 2008; Martinez-Montiel MeP, et al. 2014; Flores Al, et al. 2015; Sensebé L,
et al. 2010; Li N, et al. 2014; Wang D, et al. 2015; Yaochite JN; Collino F, et al.
2015).

As MSCs podem ser isoladas de diversos tecidos, como medula 6ssea, tecido
adiposo, tecido muscular e 6rgaos feto-maternos. A placenta tem demonstrado
alguns beneficios quando comparada a outras fontes de MSCs (Hass R, et al. 2011,
Indumathi S, et al. 2013; da Silva Meirelles L, et al. 2006), como melhor taxa de
proliferacdo (Barlow, S et al. 2008), aumento das propriedades imunossupressoras
(Li X, et al. 2014; Zhu Y, et al. 2014) e uma 6tima capacidade de migracéo in vitro
(Li G, et al. 2011) e in vivo (Kholodenko I V, et al. 2012).

As MSCs apresentam capacidade de proliferacdo e autorrenovacgao, permitindo
seu cultivo in vitro. Além disso, quando cultivadas em meios especificos, podem ser
diferenciadas em osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos (Aggarwal S, et al. 2005).
As MSCs sao conhecidas pela modulacdo das células do sistema imune, bem como
pelo processo chamado de homing, em que as células migram a sitios de leséao,
auxiliando no reparo tecidual (De Miguel MP, et al. 2012; Aggarwal S, et al. 2005;
Nauta AJ, et al. 2007).

1.4 Propriedades das Células-tronco Mesenquimais

As MSCs apresentam capacidade imunossupressora mediada, principalmente,
pelo secretoma das MSCs. (Ghannam AS, et al. 2010; Ruster B, et al. 2006; De
Miguel MP, et al. 2012; Aggarwal S, et al. 2005; Nauta AJ, et al. 2007). Entre os
fatores secretados estdo as prostaglandinas (PGE,), as interleucinas (IL-4, IL-6, IL-
10), o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), fator de crescimento do
hepatocito (HGF), a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e oxido nitrico (NO)
(Yi T, etal. 2012). Em associacao, esses fatores podem inibir a proliferacéo e fungéo
de células do sistema imune, incluindo linfécitos T e B, e células NK; modular a
atividade de células dendriticas e induzir células T regulatérias in vitro e in vivo. As
MSCs bloqueiam a proliferacdo de linfocitos T (auxiliares e citotoxicos) através da

inibicdo da divisdo celular e inducédo de apoptose, além de suprimir a secrecdo de
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citocinas pro-inflamatorias (Figura 1) (Di Nicola M, et al. 2002; Aggarwa S, et al.
2005; Nauta AJ, et al. 2007; Shi M).

O

1 proliferacéo

célula B
1 diferenciacdo em plasmacito
1 proliferacao + OPGE? 1 proliferagéo
1 citotoxicidade + + J formacdo de CTL

iIFN.y/\ /\IFNY TIL-4
IFN- y IFN 7

— —>T|L10

W 7/Do
NK célula T Treg

OPGE2 MSC
@TEE OPGE2 OHGF J ativacao
# OM-CSF OTGF-f
OIL-6 OPGE2
OIL-10
OTGF-f
i, diferenciacéo J maturacao
‘ i ativacao *
Monocito iDCs mDCs

Figura 2. Propriedades imunomodulatérias das MSCs. Os fatores secretados
pelas MSCs inibem a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas, a
proliferacdo dos linfocitos T e B, a lise mediada por linfécitos T citotoxicos e o
potencial citotoxico das células NK. Além disso, induzem a proliferacdo de células T
regulatorias e a apoptose dos linfocitos T e neutréfilos. HGF, Fator de Crescimento
de Hepatdcito; CTL, Célula T Citotdxica; IDO, indoleamina 2,3-Dioxigenase; PGE2,
Prostaglandina E2; e TGF-B, Fator transformador de crescimento 8 (Adaptado de
Nauta AJ, et al. 2007).

b

O privilégio imunologico das MSCs se deve a auséncia de expressdo de
moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) e de moléculas
co-estimulatorias, como B7-1, B7-2, CD40 e CD40 ligante. Dessa maneira, as MSCs

nao podem atuar como células apresentadoras de antigenos e, assim, falham em
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ativar o sistema imunologico do hospedeiro, apresentando baixa imunogenicidade
(Shi M).

1.5 Ciclo celular e migracdo das MSCs

A terapia celular com MSCs prevé a expansao das células apds o seu isolamento
para posterior utilizacdo nos pacientes. O uso das MSCs depende da sua
capacidade de proliferacdo, sendo necessario atingir um namero minimo de células
para a eficiéncia do tratamento (Bernardo M E, et al. 2012). Dessa maneira,
alteracdes no ciclo celular e, consequentemente na proliferagédo das MSCs poderiam

prejudicar a efetividade da terapia celular.

As MSCs apresentam capacidade de migracdo a sitios de lesdo tecidual,
processo conhecido como homing, mediado por quimiotaxia. A ativacdo das MSCs
promove aumento da migragdo das células, podendo influenciar na eficiéncia do
efeito terapéutico (Fu X, et al. 2009). A interacdo de quimiocinas com 0s receptores
presentes na membrana plasmatica das MSCs sinaliza sua migracéo até o local da
inflamacdo. Um dos receptores mais estudados € o CXCR4, responsavel pela
guimioatracdo ao SDF-1 (stromal derived factor-1) (Sohni A, et al. 2013),
promovendo o movimento das MSCs em direcdo ao gradiente do quimioatrator,
onde estas auxiliam na reparacao tecidual pela secrecdo de fatores anti-apoptoticos
e angiogénicos (Baghaban Eslaminejad M, et al. 2014). A migragao celular depende
de varios aspectos como polarizacdo morfolégica, extensdo da membrana, formacao
de adesao célula-substrato, forca contrétil e tracao, e soltura das adesdes (Figura 2).
Diferentes quantidades de certos componentes celulares como receptores de
adesdao, proteinas de ligacdo ao citoesqueleto e ligantes de matriz celular podem
modificar o processo de migracao (Lauffenburger D A, et al. 1996), alterando, dessa

forma, a eficiéncia da terapia com MSCs.
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Figura 3. Migracao celular. (A) Polarizacdo e polimerizacdo dos filamentos de
actina, formando protusfes na célula. (B) Adesdes sdo formadas sob o lamelipodio
devido as ligacOes entre as integrinas e a matriz celular. (C) O nucleo e o corpo da
célula sdo movidos para frente em resposta a tensao criada pelas fibras de estresse.
(D) Desestabilizacéo e liberacdo das adesdes da extremidade oposta a direcdo da
migracdo. (E) Integrinas sdo ligadas ao esqueleto de actina, incluindo FAK e
proteinas de ligacdo a actina como vinculina, paxilina e a-actina (Adaptado de Chi Q,
et al. 2014).

6 Secretoma de MSCs

A protebmica é uma importante ferramenta para o estudo de proteinas em
larga escala. Essa abordagem tem permitido estudos de expressao proteica em
diferentes tecidos e células corporais, em condicbes ou momentos distintos. A
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analise protedmica do secretoma das MSCs € uma metodologia fundamental para o
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na terapia celular e para o
conhecimento do conjunto de fatores solUveis proteicos responsaveis pelas funcbes

celulares.

O secretoma das MSCs regula funcdes celulares importantes para a terapia
celular como proliferacdo, diferenciacdo, comunicacdo e migracdo celular
(Makridakis M, et al. 2013). As principais proteinas secretadas sdo de matriz
extracelular, citoesqueleto, sistema imune e resposta a estimulos, como calor e
lesdo (Lee MJ, et al. 2010), porém a expressdo de proteinas presentes no
secretoma das MSCs pode ser modulada pelo meio de cultivo ou pelo ambiente in
vivo (Makridakis M, et al. 2013, Lee MJ, et al. 2010; Kupcova Skalnikova H, et al.
2013). Portanto, é de extrema importancia o estudo do secretoma das MSCs nos

diferentes cenérios da terapia celular.

1.7 Células-tronco Mesenquimais e Doengas Inflamatoérias Intestinais

Estudos clinicos tém demonstrado a terapia celular com MSCs como
promissora para uma variedade de doencas, incluindo lupus sistémico eritematoso,
doenca do enxerto versus hospedeiro, infarto do miocardio, diabetes, cirrose,
insuficiéncia renal aguda, doencas degenerativas e Dlls (Le Blanc K, et al. 2008;
Martinez-Montiel MeP, et al. 2014; Flores Al, et al. 2015; Sensebé L, et al. 2010; Li
N, et al. 2014; Wang D, et al. 2015; Yaochite JN, et al. 2015; Collino F, et al. 2015).
A administracdo de MSCs em modelo murino de colite ulcerativa aguda induzida por
DSS tem demonstrado reducdo da inflamacdo do colon, dos sinais clinicos e
histol6gicos da doenca, além de induzir a apoptose de linfocitos T e apresentar
potencial antioxidante (Goncalves F, et al. 2013; Lin Y, et al. 2015). As MSCs
apresentam efeito supressor e modulador do sistema imune, através da secrecéo de
moléculas bioativas, desempenhando papel regulador na resposta imunoldgica da
colite experimental. Dessa forma, estudos clinicos tém focado nos beneficios e nos
eventuais riscos dessas células para o tratamento das Dlls (Gonzalez-Rey E, et al.
2009; Gonzalez MA, et al. 2009; Lazebnik LB, et al. 2010; Ghannam AS, et al. 2010;
De Miguel MP, et al. 2012; Flores Al, et al. 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

As DlIs sdo atualmente tratadas com drogas que visam manter o estado de
remissdo e aliviar seus sintomas clinicos, ndo havendo nenhum tratamento
disponivel que consiga promover a cura da doenca até o momento. MSCs tém
demonstrado eficacia em reduzir a inflamacéo e os sintomas clinicos das Dlls em
modelos animais e em pacientes, porém, pouco é conhecido sobre o efeito de
drogas convencionais sobre as MSCs. Levando em consideragcdo que a terapia
celular poderia ser afetada pelo tratamento medicamentoso de DIls, torna-se

necessario o estudo do efeito destas drogas na funcionalidade das MSCs.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito das drogas Dexametasona e Azatioprina no secretoma,

ciclo celular e migracdo das células-tronco mesenquimais.

3.2 Objetivos Especificos

- Isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais de cérion humano;

- Cultivar MSCs na presenca de AZA ou DEX e avaliar:

- Ciclo celular por citometria de fluxo;

- Migracéo celular por ensaio de transwell;

- As proteinas presentes no meio condicionado das MSCs por

espectrometria de massas;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolamento e cultura de células-tronco mesenquimais

As MSCs foram isoladas a partir do corion humano de dois individuos . O
corion humano foi obtido do projeto (11-0616), aprovado pelo comité de ética em
pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre apds autorizacdo das maes e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Apdés a retirada
asséptica do corion a partir de placenta humana, o tecido foi submetido a digestédo
com colagenase tipo | (solugdo de 0,5 mg/mL em DMEM - Dulbecco’s modified
Eagle’s medium - 10 mM HEPES) (Invitrogen, CA, USA) a 37°C por 1h e 45 min. A
inativacdo da enzima foi realizada com a adi¢cdo do meio DMEM suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen, CA, USA). A amostra foi centrifugada a
500 x g por 10min e o pellet ressuspendido em DMEM suplementado com 20% SFB,
100un/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco, NM, USA). As MSCs
foram cultivadas em placas de cultura e incubadas a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% CO,. A cultura foi expandida quando as MSCs apresentaram 80% de
confluéncia, através remocao das células aderidas pela solucédo de 0.25% Tripsina-
EDTA (Gibco, NM, USA). Células foram utilizadas entre as passagens P5-P8 e os
resultados de cada condicdo experimental foi comparada entre células da mesma

passagem.
4.2 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais

As MSCs utilizadas nesse trabalho foram caracterizadas por morfologia,
imunofenotipagem e diferenciacfes in vitro, de acordo com o Consenso publicado

pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (Dominici M, et al. 2006).

4.2.1 Imunofenotipagem

A caracterizacdo da populacdo de MSCs foi realizada por citometria de fluxo,
baseada no fenotipo dos marcadores de superficie CD73, CD90, CD105, CD45,
CD34, CD14, CD19 e HLA-DR (Dominici M, et al. 2006). MSCs foram removidas da
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superficie das garrafas com 0.25% de Tripsina-EDTA (Gibco, NM, USA) e lavadas
com PBS (300 x g por 5 min). As células (1 x 10° foram incubadas com os
anticorpos (30 min a 4 °C), lavadas com PBS e analisadas com o citdbmetro de fluxo
BD FACSCalibur (Becton-Dickinson, NJ, USA). Os dados foram posteriormente
analisados no software FlowJo (Ashland, OR, USA).

4.2.2 Diferenciacao celular

No ensaio de diferenciacdo celular, as MSCs foram induzidas a diferenciacéo
em adipdcitos e ostedcitos. O meio de cultivo utilizado para diferenciacéo
osteogénica foi DMEM com baixa concentracdo de glicose 15 mM Hepes,
suplementado com 10% de SFB, 1% de PS, 0,1 yM de Dexametasona (Sigma, MO,
USA), 50 uM de Acido Ascorbico 2-Fosfato (Sigma, MO, USA) e 10 mM de B-
Glicerolfosfato (Sigma MO, USA). Foram induzidas a diferenciacéo 5 x 10° MSCs por
poco em placa de 24 pocos e o0 protocolo durou 21 dias. A deteccdo de
diferenciacdo em ostedcitos foi realizada por coloracdo especial com o corante
vermelho de alisarina (Sigma-Aldrich, MO, USA), que marca depdsitos de calcio. Na
diferenciacdo adipogénica, as MSCs foram cultivadas em DMEM com baixa
concentracéo de glicose 15 mM Hepes, suplementado com 10% de SFB, 1% de OS,
1uM de Dexametasona, 10ug/mL de Insulina, 0,5 mM de isobutil metilxantina e 200
MM de Indometacina (Sigma, MO, USA). A diferenciacao adipogénica foi confirmada
com o corante Oil Red (Sigma-Aldrich, MO, USA) que marca vesiculas de gordura
(Indumathi S, et al. 2013).

4.3 Cultivo das MSCs com as drogas AZA e DEX

MSCs foram cultivadas em placa de 6 pocos (diametro de 35 mm, TPP) na
concentracdo de 6 x 10* células por poco com AZA ou DEX (Sigma-Aldrich, MO,
USA) por 7 dias. Foram utilizadas concentragfes clinicas de 1 uM (AZA) e 10 uM
(DEX), de acordo com Schneider N e colaboradores (2015). Estas concentragfes
sdo comparadas as encontradas no soro de pacientes de DlIs sob utilizagcdo dos
medicamentos (Duijvestein M, et al, 2010). A AZA foi dissolvida em Dimetil sulfoxido
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(DMSO; Sigma-Aldrich, MO, USA) na concentracao final de 0.5% em meio DMEM
completo (DMEM low glucose, 10% FBS, 1% PS), e a DEX em DMEM low glucose.
As MSCs do grupo DMSO (veiculo AZA) foram cultivadas com meio DMEM
completo na concentragao final de 0.5% de DMSO. O grupo controle foi cultivado

com meio DMEM completo.
4.4 Analise de migracao por transwell

Para andlise do comportamento migratorio das MSCs em direcdo a um
quimioatrator, foram utilizados insertos transwell (Falcon, NC, USA) com poros de
membrana de 8um e fibronectina (2 pg/ml; Sigma-Aldrich, MO, USA). Apés os 7 dias
de cultivo na presenca ou auséncia das drogas, MSCs foram transferidas para a
compartimento superior do transwell na concentracédo de 1x10° células por inserto.
O SDF-1a (stromal cell-derived factor 1; 300 ng/mL) (Invitrogen, Oregon, USA) foi
utilizado como quimioatrator e adicionado ao compartimento inferior do inserto. As
placas foram mantidas por 16h em incubadora umidificada com 37°C e 5% CO,. Em
seguida, o meio foi removido, os insertos foram lavados com PBS, fixados com 4%
de parafolmaldeido por 15 min, novamente lavados com PBS e as células nele
presentes foram marcadas com coloragdo Hematoxilina e Eosina. As células da
camara superior do transwell foram delicadamente removidas com um swab e as
MSCs que migraram através dos poros para a parte inferior do transwell foram
contadas em microscopio invertido (Axio Observer Z1, Zeiss, Gottingen, Germany).
O indice migratorio (Nichols J E, et al. 2013) foi calculado como: o niumero de células
que migraram em resposta a SDF-1/nimero de células que migraram de forma
randémica em meio sem SDF-1. Como anteriormente demonstrado em Schneider N,
et al. 2015, o grupo DMSO néo alterou a migracao das MSCs, por isso ndo esta

presente na andlise de transwell.

4.5 Andlise do ciclo celular

Para analise do ciclo celular, apds o cultivo das MSCs com as drogas por 7
dias, as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS, centrifugadas a 1200 rpm por
10 min e ressuspendidas em solugéo hipotdnica contendo 0,5 pg/mL de iodeto de
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propideo, 0,1% de Triton x-100 e 0,1% de citrato de sédio a 1x10° células/mL. Em
seguida, RNAse A foi adicionada na concentracdo 50 pg/ml e as amostras foram
protegidas da luz por 30 min a 4°C. A analise foi realizada por citometria de fluxo
(BD FACSCalibur; Becton-Dickinson, NJ, USA) e pelo software FlowJo (Ashland,
OR, USA).

4.6 Espectrometria de massas

As MSCs foram divididas em quatro grupos: grupo controle (células cultivadas
com meio DMEM completo), grupo AZA (células cultivadas com Azatioprina), grupo
DEX (células cultivadas com Dexametasona) e grupo DMSO (células cultivadas com
DMSO - veiculo usado para AZA). Para obtencdo do meio condicionado, MSCs dos
diferentes grupos foram cultivadas por 7 dias. Nas ultimas 24h, as células foram
cultivadas com meio DMEM sem phenol red, antibiéticos ou SFB. Ao fim do
protocolo, o meio condicionado foi separado, centrifugado a 200 x g por 7 min,
submetido a filtragem (0,22um) e congelado a -20°C . As proteinas presentes no
meio condicionado (12 mL) foram concentradas em filtro Amicon (3000 Da) através
de repetidas centrifugacfes 3000 x g por 30 min a 4°C até a concentracdo de
amostra final atingir 500uL. A concentracdo de proteinas foi quantificada pelo kit
Qubit (Invitrogen, USA), a amostra foi precipitada em TCA20%/Acetona e
armazenada a -20°C. Na sequéncia do protocolo, o TCA20%/Acetona foi removida e
o precipitado submetido ao speed vac a 40°C. As proteinas foram ressuspendidas
em tampdo desnaturante (ureia 8M/ NH4HCO3; - pH 8.9), reduzidas com DTT
(0,02ug/ 1ug de proteina) e alquiladas com iodocetamida (0,01ug/ 1ug de proteina).
A digestdo das proteinas foi realizada com tripsina (Trypsin Gold, Mass
Spectrometry Grade, Promega, Madison, WI, USA) e a dessaliniza¢do da amostra foi
realizada com coluna OASIS®HLB (Waters, Milford, MA, USA). Esta etapa do
experimento foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular de Cestodeos,
UFRGS. A espectrometria de massas foi realizada no Laboratério Nacional de
Biociéncia (LNBio), Campinas, SP. Os peptideos digeridos foram analisados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-
MS/MS), com ionizacao por eletrospray e analisador do tipo quadrupolo por tempo

de voo (ESI/Q-TOF).
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4.7 Andlise quantitativa e de bioinformética

Os dados de massas resultantes foram analisados pelo software MASCOT
versao 2.2.1, contra a base de dados Uniprot. Foram utilizados os seguintes
parametros para identificacdo de proteinas: maximo de uma perda de clivagem,
carbamidometilacdo como modificacdo fixa dos residuos de cisteina, oxidacao dos
residuos de metionina como modificacdo variavel, 0,2 Da como unidade de
tolerancia de peptideo e 0,1 unidade de tolerancia de massa. A validacdo da
identificacdo de peptideos e proteinas foi realizada através do software Scaffold
versao 4.0 (Proteome software, Inc. Portland, OR, USA). Foram aceitos peptideos e
proteinas com as probabilidades de 95% e 99%, respectivamente, e contendo no
minimo um peptideo Unico identificado. As proteinas identificadas foram analisadas
guanto a sua probabilidade de secrecao pelos algoritmos SignalP 4.1 (Bendtsen, et
al. 2004) e SecretomeP 2.0 (Bendtsen, et al. 2004). A anotacao funcional (Gene
Ontology, GO) foi realizada através do software Cytoscape versdo 3.1.1 (plugin
BINGO).

4.8 Andlise estatistica

Os dados foram analisados e representados como média + DP, n representa
0 numero de experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada usando
o teste ANOVA post-hoc Student-Newman-Keuls (SNK) para os resultados do
ensaio transwell e ciclo celular. NSAF (Normalized Spectral Abundance Factor) foi
utilizado para a comparacao da abundancia de proteinas individuais. Em seguida foi
aplicado o teste t de student para resultados do secretoma de DEX e ANOVA post-
hoc Student-Newman-Keuls (SNK) para o secretoma de AZA. Todos os dados foram
analisados em GraphPad INSTAT (GraphPad software, San Diego, California, USA)
e o valor P menor que 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1lsolamento e caracterizagédo de MSCs

MSCs foram obtidas de corion humano, semeadas em placas de cultura e
selecionadas a partir da propagacdo de células aderentes. As células cultivadas
apresentaram morfologia fibroblastica caracteristica de MSCs (Figura 4, A). O
potencial de diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos foi avaliado in vitro, através do
cultivo de MSCs com meios especificos para inducdo de diferenciacdo. As MSCs
demonstraram preservar seu potencial de diferenciacdo através de marcacédo de
depdsitos de calcio com Alizarin red e vesiculas de gordura com Oil red (Figura 4, B
e C). Na andlise por citometria de fluxo, as MSCs apresentaram marcadores de
superficie positivos para CD73 (99,4%), CD90 (99,9%) e CD105 (99,9%) (Figura 5,
A-C); e marcadores negativos para CD45 (0,10%), CD34 (0,067%), CD14 (0,15%),
CD19 (0,078%) e HLA-DR (0,15%) (Figura 5, D-H), demostrando preservar seu
fendtipo caracteristico.

Figura 4. Caracterizacdo de MSCs quanto a morforlogia e diferenciacéo celular.
(A) Morfologia fibrobastica de MSCs indiferenciadas; (B) MSCs diferenciadas em
ostedcitos, coloracdo Alizarin Red; (C) MSCs diferenciadas em adipocitos, coloracdo

Oil Red. Barra=200um. Fotos em aumento de 10x. (n=3)
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Figura 5. Imunofenotipagem das MSCs. A maioria das células preservou seus
fendtipos caracteristicos, resultando na presenca dos marcadores CD73, CD90 e
CD105; e na auséncia dos marcadores CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR. (n=3).

5.2 Comportamento migratorio

A migragdo de MSCs foi avaliada através de um ensaio transwell, que
consiste em uma membrana permeével por onde as células podem migrar de um
compartimento ao outro em direcdo a um quimioatrator. As células foram
plaqueadas na parte superior do transwell e estimuladas a migrar através dos poros
do inserto para a parte inferior, onde foi adicionado o quimioatrator SDF-1. Os
resultados demonstraram que as MSCs do grupo AZA exibiram o maior indice de
migracdo com diferenca estatistica significativa do grupo controle (Figura 6, A),
apresentando o maior numero de células capaz de migrar através dos poros em
resposta a SDF-1 (Figura 6, B e C) (P < 0.05, n = 3), enquanto as ceélulas cultivadas
com DEX apresentaram o menor indice de migracdo (Figura 6, A), com menos
células capazes de migrar em direcdo a SDF-1, em comparagdo com O grupo
controle (Figura 6, C e D) (P <0.05, n = 3).
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Figura 6. Comportamento migratério das MSCs. (A) indice migratério de
MSCs, demonstrando uma maior migracdo das células na presenca de AZA e uma
menor migracdo das células na presenca de DEX. * P < 0,05, em comparagdo com o
grupo controle. (B), (C) e (D) Fotografias dos grupos AZA, controle e DEX,
respectivamente, mostrando MSCs coradas com H&E. As células migraram para a
parte inferior da membrana transwell, em resposta a SDF-1. Fotos em aumento de
200x. O indice migratério foi calculado como: o nimero de células que migraram em
resposta a SDF-1/nimero de células que migraram de forma randémica em meio
sem SDF-1. (n=3).

5.3Ciclo celular
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MSCs foram cultivadas com as drogas por 24h ou 7 dias. Fases do ciclo
celular foram analisadas através de citometria de fluxo e do marcador nuclear iodeto
de propideo. Os grupos experimentais ndo apresentaram modificagcdes no ciclo
celular em nenhum dos diferentes tempos (Figura 7, A e B). Nao foram detectadas
alteracdes na porcentagem de células que estavam nas fases GO/G1, S ou M,
indicando que o tratamento com AZA ou DEX néao influencia na divisdo de MSCs
(Tabela 1).

24h 7d

rl DMSO ' DMSO

Aza Aza

Figura 7. Ciclo celular de MSCs. MSCs cultivadas com AZA, DEX ou DMSO néo
apresentaram alteracfes na andlise do ciclo celular. P > 0,05 (A) Cultivo por 24h. (B)

Cultivo por 7 dias. (n=3).

Tabela 1. Anélise do ciclo celular das MSCs. Nao foram detectadas alteracdes na
porcentagem de células que estavam nas fases G0O/G1, S ou M. P > 0,05. Os valores

da tabela estéo representados em porcentagem.

Grupo Tempo G0-G1 S G2-M

24h 71.73+2.36 8.76+1.20 19.03+1.86
Controle

7d 74.66x1.79 7.57+0.51 16.86+£1.52
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24h 80.50+3.38 5.55+0.57 12.97+2.64

Dex
7d 75.00+1.42 6.02+0.71 17.30+0.98
24h 76.43+2.40 7.44+0.69 15.56+1.55
Aza
7d 72.6612.94 8.16+1.38 18.00+2.70
24h 77.73+£3.03 7.15+0.47 14.18+2.96
DMSO
7d 72.13+2.29 8.60+1.26 18.00+0.90

5.4 Secretoma de MSCs cultivadas com AZA ou DEX

5.4.1 Identificag&@o de proteinas

A identificacéo de proteinas pelo software MASCOT

(http://www.matrixscience.com/) e sua filtragem pelo Scaffold resultaram na

identificacdo de 67 proteinas, das quais 63 apresentaram no minimo um peptideo
Unico. Foram identificadas 39 proteinas no grupo controle, 55 no grupo DMSO, 57
no grupo AZA e 50 no grupo DEX (Figura 18, A e B). Com o objetivo de verificar as
proteinas secretadas pelas MSCs, foram utilizados os algoritmos SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), que prediz a probabilidade de secrecao

pela presenca de peptideo sinal (via classica), e  secretomeP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/), que prediz secrecdo através de vias

nao classicas. Dentre as 63 proteinas, 30 (48%) apresentaram peptideo sinal e 11
(17%) apresentaram secre¢do ndo classica. Os algoritmos ndo identificaram como
secretadas o numero de 22 (35%) proteinas, porém estas ja haviam sido
identificadas em outras analises de secretoma de MSCs por espectrometria de
massas (Lee J W, et al. 2011), incluindo a analise prote6mica de microvesiculas de
MSCs (KimH S, et al. 2012).
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Figura 8. Diagrama de Venn das proteinas identificadas no secretoma das
MSCs. (A) Diagrama de Venn das proteinas identificadas nos grupos AZA (57),
controle (39) e DMSO (55) (B) Proteinas identificadas nos grupos DEX (44) e
controle (39). (n=2).

5.4.2 Andlise das proteinas secretadas

Para andlise das proteinas diferencialmente expressas entre os grupos DEX e
controle ou AZA, controle e DMSO, MSCs foram cultivadas por 7 dias na presenca
ou auséncia das drogas e o sobrenadante das culturas foi coletado para a anélise
por espectrometria de massas. Para analise do secretoma das MSCs cultivadas com
AZA, foram selecionadas as proteinas que apresentaram diferenca estatistica entre
0s grupos (AZA .vs. controle) e (AZA .vs. DMSO), mas ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos (DMSO .vs. Controle). As proteinas com p<0,05 néo se
mostraram relevantes para as modificacdes observadas na migracdo de MSCs ou
demais processos importantes para o efeito terapéutico de MSCs, por iSso nao
foram objeto de analise neste trabalho. As proteinas encontradas na andlise do
secretoma dos grupos DEX e controle foram listadas (Tabela 4) e agrupados em um
Heat map (Figura 9). Para a andlise das proteinas presentes no grupo DEX e no
grupo controle foi realizado o teste estatistico t de student, permitindo a identificacdo
de 15 proteinas com p<0,05. Estas proteinas foram analisadas quanto a ontologia
(Tabela 3), sendo que somente 6 proteinas se mostraram envolvidas no processo

migratorio propriamente dito, destacadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Anédlise das proteinas diferencialmente expressas entre 0s grupos

DEX e controle. Proteinas secretadas pelas MSCs na presenca de DEX e que

tiveram diferenca significativa do controle. P<0,05. Em linhas cinzas as proteinas

referentes a migracao celular. Os valores do teste NSAF das repeticbes de DEX e

controle sdo mostrados nas colunas 4,5,6 e 7.

Proteinas ID Peso DEX 1 DEX 2 Controle 1 |Controle 2 |ValorP
molecular (teste t)

Vimentina BOYJC4 | 50 kDa 0,01104 | 0,01051 0 0| 0,0078

Glia-derived nexin C9JN98 | 30kDa 0,012926 | 0,01477 0 0| 0,0211

Profilina-1 PROF1 15 kDa 0,022048 | 0,02099 0 0| 0,0078

Protein-glutamine

gamma-

glutamyltransferase

2 B4DIT7 69 kDa 0,005991| 0,0057 0 0| 0,0078

Transforming

growth factor-beta-

induced protein ig-

h3 BGH3 75 kDa 0,003013| 0,00287 0 0| 0,0078

Coldgeno alfa-1

(cadeia ) CO1A1 | 139kDa | 0,039357| 0,03948 0,01755| 0,019051| 0,0208

Heat shock cognata

71KDa E9PKE3 | 69 kDa 0,011149| 0,0091 0,055681| 0,065897| 0,0383

Coldgeno alfa-1

(cadeia Il) CO3A1 | 139kDa | 0,000702 0| 0,0046735| 0,0030039| 0,0439

Colageno alfa-1

(cadeia XII) COCA1 | 333 kDa 0 0| 0,002796| 0,0028754 | 0,0045

Glicose-6-fosfato

isomerase G6PI 63 kDa 0 0| 0,0030696| 0,0026307 | 0,0245

Tubulina cadeia beta | Q5JP53 | 48 kDa 0 0| 0,0038578| 0,0033061| 0,0245

Queratina tipo |

citoesqueletal 9 K1C9 62 kDa 0 0| 0,0027494 | 0,0023562| 0,0245

Procolageno-

lisina,2-oxoglutarato

5-dioxigenase 1 B4DR87 | 88 kDa 0 0| 0,002213| 0,0018965| 0,0245

Catepsina L1 CATL1 38 kDa 0 0| 0,0051437| 0,0044082| 0,0245

Fator de

crescimento

semelhante a

insulina 7 IBP7 29 kDa 0 0| 0,0060739| 0,0052054| 0,0245

MSCs cultivadas com DEX apresentaram aumento de expressao das proteinas

vimentina, profilina-1, protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 (TGM-2),
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transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 (TGFBI), bem como reducgao
na expressao de catepsina L1 e Heat shock cognata 71KDa. Tais proteinas estao
relacionadas com o movimento migratério de MSCs.
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TGFEI
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Figura 9. Diagrama esquematico das proteinas secretadas na presenca ou
auséncia de DEX. As proteinas foram agrupadas conforme sua expressao nos
grupos DEX e controle. As proteinas dentro da marcacdo pontilhada amarela
apresentam baixa expressdao em comparagcao com O grupo controle, enquanto as

proteinas dentro da marcacéo pontilhada azul apresentam expressdo aumentada em
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comparagao com o grupo controle. Entretanto, estes dados n&o significam diferenca
estatistica, mas sim um panorama geral de expressdo. Os niveis de expressao estdo

representados em vermelho, alta expresséo e verde, baixa expressao.
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6. DISCUSSAO

As terapias medicamentosas atualmente utilizadas nas DIls, como o
glicocorticoide DEX e o0 imunossupressor AZA, visam induzir e manter a remissao
dos pacientes. Porém, nem sempre sao efetivas e causam, muitas vezes, efeitos
colaterais (Pithadia AB, et al. 2011). A terapia celular baseada em MSCs é uma
promissora alternativa para o tratamento de Dlls (Flores Al, et al. 2015), devido a
sua capacidade de modular o sistema imune e sua migracdo seletiva a sitios de
inflamacé&o. Todavia, ha poucos estudos encontrados na literatura sobre a interacéao

das MSCs com drogas utilizadas em pacientes com DIIs.

Glicocorticoides e Azatioprina sdo drogas conhecidas por afetar o ciclo celular.
Dessa maneira, efeitos citotoxicos sdo observados nos pacientes, sendo 0os mais
comuns a depressdo da medula 6ssea (diminuicdo de glébulos vermelhos, brancos
e plaguetas) e efeitos tdéxicos no figado pela morte de hepatdcitos (Dubinsky M C, et
al. 2003). O glicocorticoide DEX inibe a sintese de DNA e bloqueia o ciclo celular de
algumas células, tendo se mostrado eficaz em suprimir o crescimento da linhagem
células Con8 de tumor mamario e SUP-T1 linfoblastéide (Cataldi S, et al. 2014;
Goya L, et al. 1993). Levando em consideracdo o efeito das drogas em algumas
linhagens celulares e o fato de que pacientes com Dlls podem receber doses diarias
de AZA ou DEX (Pithadia AB, et al. 2011) a interagéo das drogas com as MSCs dos
pacientes poderia afetar um futuro transplante aut6logo, bem como um transplante
alogénico administrado em conjunto com as ceélulas.

No presente estudo, o ciclo celular das MSCs cultivadas com DEX ou AZA (24h
ou 7 dias) foi analisado por citometria de fluxo com o marcador nuclear iodeto de
propideo. Os resultados ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos,
indicando que as drogas AZA e DEX néo prejudicaram a divisdo celular no cultivo in
vitro nas doses testadas. Estudos prévios demonstraram que DEX ndo afeta a
proliferacdo e ciclo celular das MSCs (Alm J J, et al. 2012; Xiao Y, et al. 2010),
enquanto, no trabalho de Huang e colaboradores (2014), AZA demonstrou alterar a
proliferacéo e ciclo celular das MSCs somente nas concentracdes de 0,20 e 0,30

mg/mL bem superiores as utilizadas em nosso estudo (0,28 uyg/mL) ( Huang H R, et
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al. 2014). Dessa forma, nossos resultados sugerem que doses terapéuticas de AZA
ou DEX nao influenciam no ciclo celular de MSCs. Podendo ser utilizadas

concomitantemente a terapia celular sem prejuizos de proliferacéo.

O contato das MSCs com o microambiente inflamatoério do organismo do paciente
promove sua ativagcdo e aumento de migracdo, de modo que alteracbes neste
processo poderiam influenciar na eficiéncia do efeito terapéutico (Fu X, et al. 2009).
O homing das MSCs é mediado pela interacdo de quimiocinas com 0s receptores
presentes na membrana plasmatica das células, sinalizando sua migracao aos sitios
de inflamagé&o. Tal processo envolve o movimento do citoesqueleto de actina e a
indugdo da polarizacdo celular. Como previamente observado no estudo
desenvolvido por nosso grupo, AZA e DEX alteram estes elementos nas MSCs
guando em concentracfes terapéuticas (Schneider N, et al. 2015). A AZA foi capaz
de aumentar a velocidade de migracdo, sendo observado um aumento do
alongamento celular, da presenca de fibras de estresse ventrais, preservacao da
distribuicdo de FAK e de lamelipddios. Entretanto, DEX provocou diminuicdo da
migracdo, resultando em uma morfologia celular arredondada, aumento ainda maior
de fibras de estresse ventrais, auséncia de FAK nas projecdes de membrana e
perda de lamelipédios. Entretanto, estes ensaios analisaram a migragao intrinseca
das células, ou seja, sem estimulo quimioatrator.

No presente estudo, observamos resultados similares ao analisar o
comportamento migratério das MSCs na presenca do quimioatrator SDF-1. AZA foi
capaz de induzir uma maior migracdo de células, enquanto a DEX diminuiu o
namero de células que atravessaram a membrana em direcdo ao quimioatrator.
Esses resultados sugerem que as alteracbes observadas na migracao celular ndo
estdo relacionadas a sinalizacdo da quimioatracdo, mas a outros mecanismos
celulares, provavelmente envolvidos no remodelamento do citoesqueleto de actina e
na regulacdo das adesdes celulares. Estudos anteriores demonstraram que DEX
induz rigidez da estrutura celular e prejudica a migracdo de células T, envolvendo a
ativacdo do complexo ERM, que esta relacionado ao rearranjo do citoesqueleto
(Muller N, et al. 2013). Em adicéo a este efeito, o estudo de Chen X e colaboradores

(2014), mostrou que DEX inibe o efeito terapéutico das MSCs in vivo, em modelo
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experimental de inflamacéo de figado, inibindo a imunossupressdo e afetando o
comportamento migratério. Apesar de DEX n&o se mostrar efetiva na alteragdo do
ciclo celular, a terapia combinada de DEX com as MSCs n&do se mostra interessante
para pacientes com DIIs, visto que DEX prejudica o efeito imunossupressor e altera
0 processo de migracdo celular, podendo prejudicar sua eficiéncia. Ao contrario de
AZA, que apesar de necessitar de mais estudos, abre novas possibilidades para a

terapia combinada, podendo melhorar o resultado da terapia celular nas Dlls.

O secretoma das MSCs regula fungdes celulares importantes para a terapia
celular, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, comunicacdo e migracdo celular
(Makridakis M, et al. 2013). Sabendo que o secretoma das MSCs pode ser alterado
de acordo com o microambiente e meio de cultivo, propusemos a avaliacdo
protedGmica do meio condicionado de MSCs cultivadas com AZA ou DEX, de nosso
conhecimento, esse é o primeiro estudo que avalia alteragdes causadas pelas
drogas no secretoma das MSCs, uma vez que ndo foram encontrados trabalhos
similares nas bases de dados de literatura cientifica. As proteinas identificadas no
grupo AZA ndo apresentaram alteracbes de funcdes ou vias relevantes para a
migracdo celular. Entretanto, as MSCs cultivadas na presenca da droga DEX
apresentaram aumento na secrecao de vimentina, profilina-1, protein-glutamine
gamma-glutamyltransferase 2 (TGM-2) e transforming growth factor-beta-induced
protein ig-h3 (TGFBI) e baixa expressao das proteinas catepsina L1 e Heat shock
cognata 71KDa (HSPAS).

A Vimentina pertence a familia dos filamentos intermediarios, é associada a
migracao celular e apresenta papel importante na adesao celular (Chernoivanenko |
S, et al. 2013). Esta proteina atua na formacdo de estruturas adesivas, como as
integrinas, as moléculas de adesdo celular, as proteinas de ligacdo com o
citoesqueleto e a regulacdo da expressdo de FAK (lvaska J, et al. 2007,
Chernoivanenko | S, et al. 2013; Dave J M, et al. 2014). Corroborando com nossos
resultados, ja foi demonstrado que o tratamento com DEX inibiu o movimento celular
e alterou a distribuicdo de FAK pelo corpo da célula (Schneider N, et al. 2015), o que
pode estar relacionado com o aumento da adesdo celular provocado pelos altos
niveis de vimentina. Além disso, esta proteina é encontrada associada com actina e
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integrinas, nas estruturas chamadas VAMs (Vimentin associated matrix adhesions),
gue atuam de forma semelhante a ades6es focais (lvaska J, et al. 2007), outro fator

gue pode estar associado com a diminuicdo da migracdo das MSCs.

A Profilina-1 é conhecida por se ligar aos monémeros de actina, atuando no
controle de sua polimerizacdo e da migracdo celular (Ding Z, et al. 2012). Em
alguns tipos de carcinomas a profilina-1 promove inibicdo da motilidade celular. A
superexpressao de profilina-1 é associada a expresséo diferencial de marcadores
protedmicos de mobilidade celular, como o NME2, que diminui a migracao celular
(Coumans J V, et al. 2014). Apesar de nossas analises ndo demonstrarem diferenca
estatistica nos niveis de NME2, o aumento da polimerizagdo de actina corrobora
com o fato de que DEX aumentou a presenca de fibras de estresse ventrais
(Schneider N, et al. 2015) aumentando a rigidez celular e inibindo a migragao tanto
intrinseca quanto em resposta ao quimioatrator. A resposta celular a profilina-1 &
distinta em diferentes tipos celulares, podendo estimular ou inibir a migragéo celular
(Ding Z, et al. 2012), mas neste cenario o aumento de profilina-1 pode estar

relacionado a diminuicdo da migracdo das MSCs.

A proteina TGM-2 atua em diversos processos celulares como adesao, migracéo
celular, proliferacdo, apoptose, diferenciacdo e remodelamento da matriz
extracelular (Nurminskaya M V, et al. 2012; Odii B O, et al. 2014). Quando presente
na superficie celular fortalece a ligacdo da célula a fibronectina, mediando a ligacédo
entre integrinas e fibronectina, também resultando na sinalizagdo para o aumento da
FAK (Nurminskaya M V, et al. 2012). Nossos dados vao ao encontro da literatura,
pois DEX provocou a redistribuicdo de FAK nas MSCs por todo o corpo celular
(Schneider N, et al. 2015), e como utilizamos fibronectina como matriz para a
migracdo, a ligacdo entre integrinas e a fibronectina pode ter sido intermediada pela
TGM-2. Também foi demonstrado em fibroblastos que o aumento dos niveis de
TGM-2 provocaram maior adesédo celular e consequente diminuicdo da migracao
(Balklava Z, et al. 2002), o que sugere que o aumento da adesdo das MSCs ao
substrato pode explicar a inibicho da migracdo destas células. Além disso, o
secretoma das MSCs na presenca de DEX resultou no aumento de TGFBI, a qual €

uma proteina de matriz extracelular induzida por TGF-3 e envolvida nos processos
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de adesao celular, migragdo e proliferacdo, e que interage com as integrinas, de
modo a estimular a adeséao celular (Park J Y, et al. 2004). Juntamente com a TGM-2,
esta proteina pode ter estimulado a adesdo das MSCs, de modo a inibir o

movimento celular.

O secretoma do grupo DEX também apresentou baixa expressdo das proteinas
catepsina L1 e HSPA8. Catepsina L1 é uma protease lisossdmica que age na
regulacdo da degradacdo e remodelacdo da matriz extracelular, motilidade,
angiogénese e sinalizacdo celular. Ja foi visto que MSCs secretaram maior
guantidade de catepsina quando estimuladas por TNF-a, sugerindo que esta
protease seja secretada em resposta a um ambiente inflamatério in vivo (Lee M J, et
al. 2010). Nossas observacfes foram feitas in vitro sem a estimulacao por fatores
inflamatorios, e neste cenario a DEX inibiu a secrecdo de catepsina L1. Estudos
observaram que a inibicdo de catepsina L1 provoca a diminuicdo da migracdo de
células cancerigenas, possivelmente resultando na inibicdo de outras proteases
importantes para a invasao celular e degradacédo da matriz extracelular (Tsai J Y, et
al. 2014; Navab R, et al. 2008). Além disso, a HSPA8 também teve seus niveis
reduzidos. Esta proteina é uma chaperona importante na degradacado de proteinas
como a actina, via proteassomo. (Stricher F, et al. 2013). A inibicdo de HSPA8 em
células do musculo liso vascular diminui a migracdo celular por sua influéncia no
canal idnico ASIC2. (Grifoni S C, et al. 2008). Corroborando com nossos dados de
reduzida migracao celular na presenca de DEX, a inibicdo da secrecdo de ambas as
proteinas Catepsina L1 e HSPAS8 possivelmente interferiu na degradacdo de matriz
extracelular e de actina. Tais fatores podem influenciar o movimento da célula na

matriz e aumentar a rigidez celular, afetando a migracédo das MSCs.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das drogas AZA ou DEX no ciclo
celular, migracédo e secretoma de MSCs, sendo esses, aspectos importantes para
uma terapia celular bem sucedida. Os resultados de ciclo celular ndo demonstraram
diferenca estatistica entre os grupos. Entretanto, a DEX provocou uma diminui¢cdo
na motilidade celular, enquanto a AZA potencializou a migracéo celular. Na anélise
do secretoma das MSCs cultivadas com DEX, foram identificadas proteinas

relacionadas a migracdo e adesdo. Esses resultados corroboram com o
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comportamento migratério observado no grupo DEX, sugerindo que as proteinas
diferencialmente expressas desempenham papel importante nas MSCs, diminuindo
sua migracdo. Acreditamos que mais estudos s&do necessarios para o melhor
entendimento destes processos. Ao passo que AZA necessita experimentos
adicionais aprofundados para esclarecer o seu papel no perfil funcional das MSCs,
nossos achados fornecem dados importantes para o uso concomitante da terapia

medicamentosa com DEX e MSCs.
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7. CONCLUSAO

- Foi possivel isolar, expandir e caracterizar células-tronco mesenquimais de
membrana coridbnica humana de acordo com as normas da Sociedade Internacional

de Terapia Celular;

- As drogas AZA e DEX nas concentracfes de 1uM e 10uM, respectivamente,

nao alteraram o ciclo celular das MSCs.

- A analise da migracao celular por transwell demonstrou que MSCs tratadas com
AZA apresentam maior migracdo de células em resposta a SDF-1, enquanto as

MSCs cultivadas com DEX apresentam reducdo no comportamento migratoério.

- O secretoma das MSCs foi alterado por DEX, apresentando proteinas
envolvidas nos processos de migracao e adesao celular, podendo estar relacionadas
a motilidade prejudicada observada na analise do comportamento migratério das
MSCs.
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8. PERSPECTIVAS

Como sequéncia a este trabalho, seréo realizadas:

- Avaliag6es morfologicas de MSCs cultivadas com AZA ou DEX por microscopia

eletronica;

- Avaliacdes do efeito terapéutico das MSCs em combinacdo com AZA ou DEX

em modelo animal de colite ulcerativa aguda induzida por DSS.
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10. APENDICE

Tabela 3. Anotacdo funcional das proteinas diferencialmente expressas nos

grupos DEX e controle. Proteinas que apresentaram diferenca estatistica entre os

grupos DEX e controle foram analisadas quanto a sua ontologia. Tabela mostrando

a relacdo dos processos biolégicos, divididos em proteinas com baixa expressao e

alta expressao no grupo DEX, em comparagao com o controle.

GO-ID |valor P Processo bioldgico Proteinas com baixa expressdo no grupo DEX
30155 |  3,76E-03 | regulation of cell adhesion | TGM2_HUMAN|GDN_HUMAN |CO1A1_HUMAN|BGH3_HUMAN
negative regulation of cell
7162 1,23E-02 | adhesion GDN_HUMAN|CO1A1_HUMAN |BGH3_HUMAN
48729 2,32E+00 | tissue morphogenesis TGM2_HUMAN |PROF1_HUMAN|CO1A1_HUMAN
35148 2,49E+00 | tube formation TGM2_HUMAN |PROF1_HUMAN
negative regulation of
90331 4,89E+00 | platelet aggregation GDN_HUMAN
regulation of platelet
90330 4,89E+00 | aggregation GDN_HUMAN
anatomical structure
formation involved in
48646 | 5,78E+00 | morphogenesis TGM2_HUMAN |PROF1_HUMAN |CO1A1_HUMAN
isopeptide cross-linking via
18153 9,78E+00 | N6-(L-isoglutamyl)-L-lysine TGM2_HUMAN
negative regulation of
34111 9,78E+00 | homotypic cell-cell adhesion | GDN_HUMAN
60346 9,78E+00 | bone trabecula formation CO1A1_HUMAN
18262 9,78E+00 | isopeptide cross-linking TGM2_HUMAN
peptidyl-glutamine
18199 9,78E+00 | modification TGM2_HUMAN
extracellular matrix
30198 1,05E+01 | organization CO1A1_HUMAN |BGH3_HUMAN
negative regulation of
90084 1,47E+01 | inclusion body assembly P08107
positive regulation of
48711 1,47E+01 | astrocyte differentiation GDN_HUMAN
negative regulation of
10757 1,47E+01 | plasminogen activation GDN_HUMAN
34505 1,47E+01 | tooth mineralization CO1A1_HUMAN
60605 1,47E+01 | tube lumen cavitation TGM2_HUMAN
60662 1,47E+01 | salivary gland cavitation TGM2_HUMAN
regulation of homotypic cell-
34110 1,96E+01 | cell adhesion GDN_HUMAN
regulation of plasminogen
10755 1,96E+01 | activation GDN_HUMAN
regulation of inclusion body
90083 2,44E+01 | assembly P08107
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43589 2,44E+01 | skin morphogenesis CO1A1_HUMAN
32964 2,44E+01 | collagen biosynthetic process | CO1A1_HUMAN
intramembranous
1957 2,44E+01 | ossification CO1A1_HUMAN
extracellular structure
43062 2,52E+01 | organization CO1A1_HUMAN |BGH3_HUMAN
9887 2,66E+01 | organ morphogenesis TGM2_HUMAN|PROF1_HUMAN|CO1A1 HUMAN
negative regulation of
protein maturation by
10955 2,93E+01 | peptide bond cleavage GDN_HUMAN
cartilage development
involved in endochondral
60351 2,93E+01 | bone morphogenesis CO1A1_HUMAN
regulation of response to
32101 3,56E+01 | external stimulus TGM2_HUMAN | GDN_HUMAN
regulation of astrocyte
48710 3,91E+01 | differentiation GDN_HUMAN
35239 3,94E+01 | tube morphogenesis TGM2_HUMAN |PROF1_HUMAN
morphogenesis of an
2009 4,13E+01 | epithelium TGM2_HUMAN |PROF1_HUMAN
9888 4,28E+01 | tissue development TGM2_HUMAN |PROF1_HUMAN|CO1A1_HUMAN
43277 4,40E+01 | apoptotic cell clearance TGM2_HUMAN
42026 4,40E+01 | protein refolding P08107
7601 4,57E+01 | visual perception CO1A1_HUMAN |BGH3_HUMAN
sensory perception of light
50953 4,57E+01 | stimulus CO1A1_HUMAN |BGH3_HUMAN
elevation of cytosolic calcium
ion concentration involved in
G-protein signaling coupled
51482 4,88E+01 | to IP3 second messenger TGM2_HUMAN
regulation of protein
maturation by peptide bond
10953 4,88E+01 | cleavage GDN_HUMAN
negative regulation of cell-
22408 4,88E+01 | cell adhesion GDN_HUMAN
60343 4,88E+01 | trabecula formation CO1A1_HUMAN
regulation of protein
70613 4,88E+01 | processing GDN_HUMAN
60325 5,37E+01 | face morphogenesis CO1A1_HUMAN
cellular response to growth
71363 5,37E+01 | factor stimulus CO1A1_HUMAN
regulation of platelet
10543 5,37E+01 | activation GDN_HUMAN
1958 5,86E+01 | endochondral ossification CO1A1_HUMAN
positive regulation of glial
45687 6,35E+01 | cell differentiation GDN_HUMAN
1568 6,75E+01 | blood vessel development TGM2_HUMAN |CO1A1_HUMAN
positive regulation of
14015 6,83E+01 | gliogenesis GDN_HUMAN
negative regulation of
48523 6,97E+01 | cellular process P08107|GDN_HUMAN|CO1A1_HUMAN |BGH3_HUMAN
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1944 7,15E+01 | vasculature development TGM2_HUMAN|CO1A1_HUMAN
GO-ID |ValorP Processo bioldgico Proteinas com alta expressdo no grupo DEX
30199 9,54E-01 | collagen fibril organization CO3A1_HUMAN|COCA1_HUMAN
multicellular organismal P07437|I1BP7_HUMAN|CO3A1_HUMAN|PLOD1_HUMAN|COCA1_
7275 1,09E+00 | development HUMAN |K1C9_HUMAN|G6PI_HUMAN
8544 |  1,15E+00 | epidermis development CO3A1_HUMAN|PLOD1_HUMAN|K1C9_HUMAN
7398 1,47E+00 | ectoderm development CO3A1_HUMAN|PLOD1_HUMAN|K1C9_HUMAN
43588 1,52E+00 | skin development CO3A1_HUMAN|K1C9_HUMAN
P07437|1BP7_HUMAN|CO3A1_HUMAN |PLOD1_HUMAN | COCA1_
32502 1,93E+00 | developmental process HUMAN |K1C9_HUMAN |G6PI_HUMAN
P07437|CO3A1_HUMAN|PLOD1_HUMAN|COCA1_HUMAN|K1C9
48731 4,80E+00 | system development _HUMAN | G6PI_HUMAN
hydroxylysine biosynthetic
46947 5,59E+00 | process PLOD1_HUMAN
hydroxylysine metabolic
46946 5,59E+00 | process PLOD1_HUMAN
anatomical structure P07437|CO3A1_HUMAN|PLOD1_HUMAN|COCA1_HUMAN |K1C9
48856 8,08E+00 | development _HUMAN | G6PI_HUMAN
extracellular matrix
30198 1,40E+01 | organization CO3A1_HUMAN |COCA1_HUMAN
multicellular organismal P07437|1BP7_HUMAN|CO3A1_HUMAN |PLOD1_HUMAN | COCA1_
32501 | 1,46E+01 | process HUMAN |K1C9_HUMAN|G6PI_HUMAN
7599 1,56E+01 | hemostasis CO3A1_HUMAN |G6PI_HUMAN
50878 2,78E+01 | regulation of body fluid levels | CO3A1_HUMAN|G6PI_HUMAN
32964 2,79E+01 | collagen biosynthetic process | CO3A1_HUMAN
extracellular structure
43062 3,33E+01 | organization CO3A1_HUMAN|COCA1_HUMAN

Tabela 4. Proteinas identificadas no secretoma dos grupos DEX e controle.

Proteinas secretadas pelas MSCs na presenca de DEX. Os valores do teste NSAF

das repetices de controle (C) e DEX sdo mostrados nas colunas 4,5,6 e 7.

Proteinas Numero de Peso DEX 1 DEX 2 c1 c2 Valor P
identificadas acesso molecular

Glia-derived nexin C9JN98 30 kDa 0,012926 | 0,014767 0 0| 0,0211
Profilina-1 PROF1 15 kDa 0,022048 | 0,020991 0 0 | 0,0078
Alfa-enolase ENOA 47 kDa 0,0047415 | 0,006771 0 0| >0,05
Vimentina BOYJC4 50 kDa 0,01104 0,01051 0 0 | 0,0078
Vinculina VINC 124 kDa 0 | 0,000864 0 0| >0,05
Protein-glutamine B4DIT7 69 kDa 0,0059907 | 0,005704 0 0| 0,0078
gamma-

glutamyltransferase

2

Colageno alfa-1 CO5A1 184 kDa 0,0016794 | 0,001066 0 0 > 0,05
(cadeia V)

Piruvato Kinase KPYM 58 kDa 0,005813 | 0,009224 0 0 > 0,05
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PKM

Transforming BGH3 75 kDa 0,0030129 | 0,002868 0 0 | 0,0078
growth factor-beta-

induced protein ig-

h3

ATPase do reticulo TERA 89 kDa 0,0025531 0 0 0 > 0,05
endoplasmatico

Queratina tipo Il, K22E 65 kDa 0,0032203 | 0,003066 | 0,002681 0 > 0,05
citoesqueletal 2

(epidérmico)

Periostina B1ALD9 90 kDa 0,0073844 0,00703 0 0,0035118 >0,05
Colageno alfa-1 CO1A1 139 kDa 0,039357 | 0,039477 | 0,01755 0,019051 | 0,0208
(cadeia )

Colageno alfa-1 CO6A1 109 kDa 0,0040035 | 0,002859 | 0,001666 0,0014279 >0,05
(cadeia Vi)

Queratina tipo Il, K2C1 66 kDa 0,0015977 | 0,001521 0,00266 0,0022794 > 0,05
citoesqueletal 1

Glypican-1 GPC1 62 kDa 0,0055317 | 0,007022 0,00307 0,0026307 >0,05
Nidogénio-1 NID1 136 kDa 0,0024753 | 0,001571 | 0,001374 0,0011772 > 0,05
Alfa-actina 1 ACTN1 103 kDa 0,00632 | 0,004919 0,00188 0,0024513 >0,05
Alfa-actina 4 ACTN4 105 kDa 0,00632 | 0,004919 0,00188 0,0024513 > 0,05
Plasminogen PAI1 45 kDa 0,035832 | 0,026804 | 0,025565 0,010955 >0,05
activator inhibitor 1

(PAI 1)

Filamina-A FLNA 281 kDa 0,0011661 | 0,000735 | 0,000647 0,0022182 | >0,05
Filamina-C FLNC 291 kDa 0,0011661 | 0,000735 | 0,000647 0,0022182 >0,05
Colagenase tipo IV MMP2 74 kDa 0,010913 | 0,008905 | 0,018167 0,020017 | >0,05
72 kDa

SPARC SPRC 35 kDa 0,020374 | 0,016165 | 0,022612 0,0096892 >0,05
Catepsina D (cadeia | C9JH19 33 kDa 0,007492 | 0,014266 | 0,008315 0,010689 > 0,05
leve - fragmento)

Fibronectina F8W7G7 243 kDa 0,018543 | 0,017654 | 0,017229 0,011074 >0,05
Colageno alfa-3 CO6A3 344 kDa 0,011335 | 0,008017 | 0,008087 0,0083168 | >0,05
(cadeia VI)

Tromboposdina-1 TSP1 129 kDa 0,012312 | 0,012559 | 0,016104 0,018819 >0,05
Colageno alfa-2 CO1A2 129 kDa 0,015818 0,02725 | 0,016301 0,0096715 | >0,05
(cadeia )

Actina ACTB 42 kDa 0,032925 | 0,036571 | 0,020548 0,050888 >0,05
(citoplasmatica 1)

Colageno alfa-1 CO3A1 139 kDa 0,0007018 0 | 0,004674 0,0030039 | 0,0439
(cadeia )

Heat shock cognata | E9PKE3 69 kDa 0,011149 | 0,009098 | 0,055681 0,065897 | 0,0383
71KDa

Peroxirredoxina-1 PRDX1 22 kDa 0 0 0 0,0073765 > 0,05
Serpina E9PIG2 17 kDa 0 0 0 0,0088965 >0,05
Queratina tipo I, K1C10 59 kDa 0 0 0 0,0025136 > 0,05
citoesqueletal 10

Serglicina SRGN 18 kDa 0 0| 0,021682 0 > 0,05
Tioredoxina B2R5P6 55 kDa 0 0 | 0,006893 0 > 0,05
Redutase 1

Tubulina (Cadeia F5H5D3 58 kDa 0 0 | 0,003798 0| >0,05
alfa-1C)

Colageno alfa-1 COCA1 333 kDa 0 0 | 0,002796 0,0028754 | 0,0045
(cadeia XII)

Glicose-6-fosfato G6PI 63 kDa 0 0 0,00307 0,0026307 | 0,0245
isomerase

Tenascina F5H7V9_HUMAN | 201 kDa 0 0 | 0,004669 0,0026677 | >0,05
Tubulina cadeia Q5JP53_HUMAN | 48 kDa 0 0 | 0,003858 0,0033061 | 0,0245
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beta

Transquetolase B4E022_HUMAN | 63 kDa 0,002749 0,0070686 > 0,05
Serina protease HOY7G9_HUMAN | 24 kDa 0,007751 0,013284 >0,05
HTRA1 (fragmento)

Queratina tipo | K1C9_HUMAN 62 kDa 0,002749 0,0023562 | 0,0245
citoesqueletal 9

Procolageno- B4DR87_HUMAN | 88 kDa 0,002213 0,0018965 | 0,0245
lisina,2-

oxoglutarato 5-

dioxigenase 1

Catepsina L1 CATL1_HUMAN 38 kDa 0,005144 0,0044082 | 0,0245
Fator de IBP7_HUMAN 29 kDa 0,006074 0,0052054 | 0,0245

crescimento
semelhante a
insulina 7
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