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RESUMO

ROCHA, JLM. Caracterizacdo fenotipica e funcional de células estromais
mesenquimais de corddo umbilical pré-condicionadas com agentes
farmacoldgicos. 2021. XX f. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade de Medicina de
Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto.

As células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) correspondem a uma
populacdo heterogénea de células que podem ser isoladas do estroma de diversos
tecidos. Apesar das MSCs possuirem propriedades imunomoduladora e regenerativa,
as mesmas sao limitadas in vivo devido ao microambiente patoldgico inéspito. Neste
contexto, estratégias de pré-condicionamento de MSCs tém sido propostas para
melhorar a sobrevida, viabilidade, enxertia, funcbes e eficacia terapéutica destas
células para aplicacdo clinica. O objetivo desse estudo foi caracterizar fenotipica e
funcionalmente células estromais mesenquimais de cordao umbilical - MSC(CB), pré-
condicionadas in vitro com 5-azacitidina (farmaco modulador epigenético) ou com
tacrolimo (farmaco imunossupressor). MSCs foram isoladas de corddes umbilicais e
cultivadas para confeccdo de um banco de células primarias em segunda e terceira
passagens. Em seguida, as MSC(CB) foram expandidas, incubadas na presenca ou
auséncia dos farmacos 5-azacitidina (5-AZA) ou tacrolimo (FK506) por periodos pré-
determinados e submetidas aos ensaios in vitro para caracterizacdo de identidade e
poténcia: imunofenotipagem, viabilidade e crescimento celular, diferenciagcéo celular
em adipdécitos e osteqcitos, inibicdo da proliferacdo de células T, processo autofagico,
andlises do secretoma das MSC(CB), migracdo de células endoteliais e de
neoangiogénese induzidas pelo secretoma das MSC(CB). Os pré-condicionamentos
de MSC(CB) com 5-AZA ou FK506 ndo alteraram as caracteristicas basicas desse
tipo celular, mantendo a viabilidade celular, o imunofenétipo caracteristico e a
capacidade de diferenciacdo multipotencial. As MSC(CB) pré-condicionadas com 5-
AZA apresentaram aumento da secrecdo de moléculas relacionadas a angiogénese
(VEGF, uPA, TIMP-4, artemina, TGF-b1) e inflamagdo (CCL2, CHI3-L1, VCAM-1,
CD105, CD147), além de modularem positivamente varios outros fatores pro-
angiogénicos e inflamatérios. A 5-AZA potencializou as propriedades pro-
angiogénicas das MSC(CB), caracterizada pelo aumento da migracdo de células
endoteliais e da formacdo de estruturas semelhantes a capilares sanguineos em
ensaios de neoangiogénese, induzidas pelo meio condicionado das MSC(CB) pré-
condicionadas com 5-AZA. As MSC(CB) pré-condicionadas com FK506 apresentaram
um aumento de seu efeito imunossupressor demonstrado pelo aumento da inibigcao
da proliferacdo de linfécitos T. O FK506 aumentou a secrecdo de moléculas
relacionadas a angiogénese (endostatina, PDGF-AA, VEGF, TGF-b1l) e a inflamacéo
(CXCL1, CXCL5, trombospondina 1, PGE2) além de modular negativamente outras
moléculas (tais como LIF, CD105, FGF19, HGF, MMP9, Serpina E1). Portanto, as
abordagens avaliadas neste estudo sdo promissoras e devem ser testadas em
modelos pré-clinicos para avaliacdo de estabilidade, enxertia, funcdo regenerativas
e/ou imunossupressora in vivo e eficacia terapéutica das células pré-condicionadas,
visando futuras aplicac¢des clinicas.

Palavras-chave: células estromais mesenquimais, 5-azacitidina, tacrolimo, terapia
celular, imunomodulacéo, regeneracao tecidual.



ABSTRACT

ROCHA, JLM. Phenotypic and functional characterization of umbilical cord-
derived mesenchymal stromal cells preconditioned with pharmacological
agents. 2021. XX f. Master's Dissertation, Ribeirdo Preto Medical School, University
of S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) correspond to a heterogeneous
population of cells that can be isolated from the stroma of different tissues. Despite the
fact MSCs display immunomodulatory and regenerative properties, they cannot engraft
properly due to the noxious pathological in vivo microenvironment. In this context,
preconditioning approaches of MSCs have been proposed to improve survival,
viability, grafting, functions, and efficacy of these cells for clinical applications. The aim
of this study was to characterize phenotypic and functionally umbilical cord
mesenchymal stromal cells - MSC(CB), preconditioned in vitro with 5-azacytidine
(epigenetic modulator drug) or with tacrolimus (immunosuppressive drug). MSCs were
isolated from three umbilical cords and cultured to make a primary cell bank in second
and third passages. Then, the MSC(CB) were expanded, incubated in the presence or
absence of the drugs 5-azacytidine (5-AZA) or tacrolimus (FK506) for predetermined
periods and submitted to in vitro assays to characterize their identity and potency:
immunophenotyping, cell viability and growth, cell differentiation into adipocytes and
osteocytes, inhibition of T cell proliferation, autophagic process, MSC(CB) secretome
analyses, endothelial cell migration and neoangiogenesis, induced by the MSC(CB)
secretome. MSC(CB) preconditioning with 5-AZA or FK506 did not change the basic
characteristics of this cell type, maintaining cell viability, their characteristic
immunophenotype and  multipotential  differentiation  capacity. MSC(CB)
preconditioned with 5-AZA showed increased secretion of angiogenesis (VEGF, uPA,
TIMP-4, artemin, TGF-b1l) and inflammation (CCL2, CHI3-L1, VCAM-1, CD105,
CD147) related molecules, in addition to positively modulating several other pro-
angiogenic and inflammatory factors. 5-AZA potentiated the pro-angiogenic properties
of MSC(CB), characterized by increased migration of endothelial cells and the
formation of structures like blood capillaries in neoangiogenesis assays, induced by
the conditioned medium of preconditioned MSC(CB) with 5-AZA. MSC(CB)
preconditioned with FK506 showed an increase in their immunosuppressive effect
demonstrated by the increased inhibition of T lymphocyte proliferation. FK506
increased the secretion of molecules related to angiogenesis (endostatin, PDGF-AA,
VEGF, TGF-bl) and inflammation (CXCL1, CXCL5, thrombospondin 1, PGE2), in
addition to negatively modulate other molecules (such as LIF, CD105, FGF19, HGF,
MMP9, Serpin E1). Therefore, the approaches evaluated in this study are promising
and should be further tested in preclinical models to assess stability, grafting,
regenerative and/or immunosuppressive function in vivo and therapeutic efficacy of
preconditioned cells, aiming at future clinical applications.

Keywords: mesenchymal stromal cells, 5-azacytidine, tacrolimus, cell therapy,
immunomodulation, tissue regeneration.
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VEs = vesiculas extracelulares

VLA-4 = integrina A4$1
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1. INTRODUCAO

1.1.Células estromais mesenquimais multipotentes: aspectos gerais

As Células Estromais Mesenquimais Multipotentes (MSCs, do inglés
“‘Multipotent Mesenchymal Stromal Cells”) correspondem a uma populacao
heterogénea de células, que podem ser isoladas e expandidas do estroma de diversos
tecidos, tais como medula 6ssea, tecido adiposo, pele, polpa dentaria e anexos
embrionarios (por exemplo, corddo umbilical, geleia de Wharton e placenta)
(Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018). Nos ultimos anos, elas tém sido
extensivamente estudadas acerca do seu potencial biolégico, e, apesar das
particularidades dessas populacdes celulares, sabe-se que essas células
compartilham propriedades anti-inflamatdrias e regenerativas, justificando seu uso em
novas modalidades terapéuticas (Andreeva et al., 2017; Naji et al., 2019).

Originalmente, as MSCs foram identificadas como “Unidades Formadoras de
Colbnias de Fibroblastos” presentes na medula 6ssea de cobaias na década de 60.
Nos anos seguintes, as MSCs foram definidas pela capacidade de formarem tecido
0sseo, por isso, também denominadas “precursoras osteogénicas” (Friedenstein et
al., 1970; Wang et al., 2014). O nome “Células-Tronco Mesenquimais” passou a ser
adotado pela comunidade cientifica apos ser verificada a capacidade dessas células
se diferenciarem em outras células da linhagem mesodérmica in vitro e in vivo
(Caplan, 1991).

Em 2005, uma nova nomenclatura para as células-tronco mesenquimais foi
proposta pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT, do inglés
International Society for Cell Therapy), devido ao fato que somente um pequeno grupo
de células isoladas do estroma possui caracteristicas tipicas de células-tronco, como
a capacidade de autorrenovacdo. Por esse motivo, o termo “células estromais
mesenquimais multipotentes” (MSCs, do inglés “Multipotent Mesenchymal Stromal
Cells”) vem sendo utilizado pela comunidade cientifica (Horwitz et al., 2005; Dominici
et al., 2006; Viswanathan et al., 2021).

A ISCT determinou normativas para a caracterizacdo das MSCs a fim de
assegurar a identidade e poténcia destas células entre os diferentes grupos de
pesquisa do mundo. As MSCs devem ser capazes de aderirem-se a estruturas

plasticas e apresentarem morfologia semelhante a fibroblastos em meio de cultivo
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padrdo. Além disso, as MSCs devem expressar as moléculas de superficie CD73,
CD90 e CD105, e serem negativas para CD11b, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a
e HLA-DR. E que também, seja comprovado o potencial de diferenciacdo das MSCs
em adipdcitos, ostedcitos e condrocitos (Caplan & Bruder, 2001; Le Blanc et al., 2005,
Le Blanc & Mougiakakos, 2012).

Recentemente, o Grupo de Consultoria em Codificagdo e Rotulagem de
Terapias do Conselho Internacional de Padronizagcdo e Automacao em Bancos de
Sangue e o Comité de Estudos com MSCs da ISCT, publicou recomendacoes
especificas sobre a nomenclatura dessas células com base no modelo de terminologia
da ISCT 128, visando harmonizar a descri¢cdo de subpopulacdes de MSCs adaptadas
a cultura, conforme seus tecidos/fontes de isolamento. Deste modo, agora, as MSCs
derivadas da medula éssea passam a ser MSC(M); as MSCs derivadas do sangue de
corddo umbilical, MSC(CB); as MSCs derivadas do tecido adiposo, MSC(AT) e as
MSCs da geléia de Wharton, MSC(WJ), e assim por diante. Essas recomendacdes
séo validas para todo o espectro de pesquisas pré-clinicas, translacionais e clinicas,
mas ndo obrigatoriamente as pesquisas basicas focadas na ontologia ou
funcionalidades de células progenitoras enddgenas (Viswanathan et al., 2021).

O Comité de Estudos com MSCs da ISCT tem hipotetizado o uso de novos
marcadores funcionais para MSCs humanas, os receptores de leptina (LepR) e do
fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGFR), que normalmente sdo co-
expressos em células progenitoras endogenas produtoras de CCL2, CXCL12 e fator
de células-tronco (SCF) (Galipeau et al., 2021; Aoki et al., 2021). Esses receptores
estdo associados a maior geracdo de unidades formadoras de colonias em células
progenitoras e, portanto, poderiam ser utilizados como marcadores de capacidade
replicativa em biobancos de MSCs. Além disso, a determinacdo da expressao de
LepR e PDGFR é um preludio para a suplementacdo de meios de cultura com PDGF
(mitégeno, ligante de PDGFR), buscando otimizar o rendimento de células para

terapias (Galipeau et al., 2021; Trinh & Broxmeyer, 2021).
1.2.Papel fisiologico das MSCs e suas propriedades biolégicas

As MSCs participam da homeostase do organismo por meio de dois processos
abrangentes: ‘“reposicdo celular” (adaptado da expressdo em inglés “cell
replacement”) e “capacitagdo celular” (adaptada da expressdo em inglés “cell
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empowerment”) (Fayyad-Kazan et al., 2016). A reposicdo celular da-se pela
capacidade das MSCs proliferarem e diferenciarem-se em um tipo celular local, para
gue haja a regeneracao do tecido lesado (Pittenger et al., 2019). Em contrapartida, a
capacitacao celular baseia-se na influéncia que as MSCs exercem no microambiente
circunjacente, proporcionando um nicho favoravel ao reparo tecidual por outras
células-tronco ou percursoras residentes no tecido (Baer et al., 2018; Pittenger et al.,
2019).

Em 2017, Caplan prop6s que as MSCs n&o deveriam ser denominadas células-
tronco mesenquimais, mas sim “células sinalizadoras medicinais”, uma vez que se
domiciliam nos sitios de injuria e por l& secretam fatores bioativos terapéuticos
(Caplan, 2017) que incluem moléculas sollveis, como fatores de crescimento,
quimiocinas e citocinas, além de vesiculas extracelulares envolvidas na transferéncia
de RNAmM, miRNAs e mitocbndrias para células-alvo (De Castro et al., 2019;
Mohammadalipour, Dumbali e Wenzel et al., 2020; Qian et al., 2020). O contato célula-
célula, da mesma forma, e importante para oS efeitos
imunomodulador/imunossupressor, angiogénico e anti-fibrético das MSCs (Carmeliet
& Jain, 2014; Cao et al., 2017, Sweeney & Foldes, 2018).

Sabe-se que as MSCs estao ativamente envolvidas no processo de suporte a
hematopoiese, ja que proporcionam estimulos necessarios a sobrevivéncia,
autorrenovacao e maturacao das células-tronco hematopoiéticas (Fajardo et al., 2015,
Liu et al., 2018; Crippa et al., 2021). Outro papel fisiolégico conhecido é
desempenhado por uma subpopulacdo de MSCs, os pericitos, que auxiliam na
estabilizacdo e arrimo de capilares e peguenos vasos, emitindo extensdes
citoplasmaticas que alcancam a face abluminal do endotélio (Tian, Brookes &
Battaglia, 2017; Cathery et al., 2018; Courtney & Sutherland, 2020).

Todavia, estudos tém sugerido que a principal atividade das MSCs consiste em
modular as resposta imunes teciduais por meio de mecanismos diversos (Weiss &
Dahlke, 2019; Qian et al., 2020).

1.2.1. Licenciamento e migracéo

As MSCs sao capazes de detectar varios estimulos inflamatorios (por exemplo,
IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17, IFN-y, TNF-a e LPS) com seu repertério de receptores de
superficie celular, os quais desencadeiam alteracdes no padrdo de expressao das

moléculas de adesdo presentes na membrana plasmatica (Kyurkchiev et al., 2014;
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Wang et al., 2014; Najar et al., 2018). A migracao das MSCs, por sua vez, € guiada
pelos receptores de quimiocinas CCR2, CCR3, CCR4, CCR7, CCR10, e CXCR4-7
(Naji et al., 2019; Ullah, Liu, Thakor, 2019; Cuesta-Gomez, Graham e Campbell,
2021).

As MSCs realizam a adesdo e o rolamento sobre o endotélio vascular
dependentemente de VLA-4 para migrarem em direcdo ao gradiente inflamatoério (Naji
et al., 2019; Ullah, Liu, Thakor, 2019). Isso acontece em resposta a quimiocinas que
levam a ativacdo de moléculas VLA-4 nas MSCs, as quais se ligam as moléculas
VCAM-1 expressas nas ceélulas endoteliais (Zhao & Zhang, 2016). O balanco da
atividade das MMP-1, -2, -3 e -9, seus antagonistas endogenos (TIMPs, inibidores de
metaloproteinases) e fatores quimiotaticos permite a passagem das MSCs pelo
endotélio vascular, e consequentemente, sua migracao pelo intersticio até o sitio de
inflamacéao (Almaki & Agrawal, 2016).

Uma vez domiciliadas, as MSCs recrutam leucocitos e modulam células imunes
locais por meio de sua maquinaria enzimatica que produz as enzimas 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS), heme-oxigenase tipo 1 (HO-1) e ciclooxigenase tipo 2 (COX-
2), que por sua vez, geram Oxido nitrico (NO), monoxido de carbono (CO) e
prostaglandina E2 (PGE2), respectivamente (Omori et al., 2014; Shi et al., 2018;
Leyendecker et al., 2018). Esses mediadores induzem vasodilatagéo e o aumento da
permeabilidade vascular (Omori et al., 2014; Koger, Nasircilar Ulker e Sentiirk, 2018).

As quimiocinas secretadas pelas MSCs tais como CCL2-6, CCL20, CCL26,
CX3CL1, CXCL1, CXCL2, CXCL5 e CXCL8-12 atraem células do sistema imune ao
sitio inflamatério por meio dos capilares previamente dilatados (Shi et al., 2018; Zhou
et al., 2019; Naji et al., 2019; Cuesta-Gomez, Graham e Campbell, 2021).

1.2.2. Imunomodulagao e imunossupressao

As MSCs apresentam propriedades anti-inflamatoria, imunossupressora e
imunomoduladora, tanto in vitro quanto in vivo (Markov et al., 2021). Elas atuam sobre
diversas populacdes celulares do sistema imune inato e adaptativo (Shi et al., 2018),
como representado na Figura 1. Os mecanismos responsaveis pela imunossupressao
promovida pelas MSCs ainda nao foram elucidados por completo, entretanto, sabe-se
gue sdo mediados tanto pelo contato celular direto como pela secrecdo de varias

moléculas bioativas soluveis que atuam nas células-alvo (Qian et al., 2020).
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As MSCs apresentam moléculas inibidoras em sua superficie tais como B7-H4,
PD-L1, FASL e HLA-G1/3/5, e moléculas de adeséao intercelular como CD54 e VCAM-
1, que sdo imprescindiveis para a imunomodulacdo mediada por contato célula-célula.
Dentre estas, destacam-se PD-L1 e FASL, que sdo regulados positivamente
imediatamente ap0s um estimulo inflamatério, ficando expressos na membrana
citoplasmatica das MSCs (Yen et al.,, 2020; Markov et al., 2021). Estas moléculas
ligam-se a seus respectivos receptores, PD-1 e FAS, presentes na superficie de
linfocitos T ativados, fornecendo estimulos inibitérios e eventualmente induzindo
apoptose celular caso sejam mantidas ligacdes de longa-duracéo (Shi et al., 2018).

Davies et al. (2017) mostraram que células mesenquimais derivadas da medula
Ossea sdo capazes de exercer um efeito imunossupressor em culturas mistas de
linfécitos (MLR, do inglés “mixed lymphocyte reaction”) por meio da secregéo de
ligantes soluveis de PD1 (sPD-L1 e sPD-L2). Segundo os autores, sPD-L1/2
restringem a ativacdo da quinase AKT e do fator de transcricdo FOXO3, e
consequentemente induzem as células T a um estado de hiporresponsividade. O
estudo sugere que sPD-L1 e sPD-L2 sdo um dos varios dos mecanismos de inducéo
de tolerancia periférica mediado por MSC(M) (Davies et al., 2017).

As MSCs sédo potentes inibidoras da expansdo de células NK por meio do
contato célula-célula e pela supresséo da secrecdo de IFN-y e IL-2 em ensaios de co-
cultura. A expressao de PGE-2, IDO, TGF-B e IL-6 pelas MSCs sao alguns dos
mecanismos de acdo envolvidos (Kaundal, Bagai e Rakha, 2018; Weiss & Dahlke,
2019). A IL-10 e TSG-6 inibem as vias de sinalizacdo JAK1/STAT3 e MAPK/NF-kB,
impedindo a expressao das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 em células
dendriticas desafiadas com LPS (Rocha et al., 2020).

Varios trabalhos mostraram que as MSCs também secretam outros mediadores
solaveis, tais como IL-10, HGF, sHLA-G5, LIF, PGE-2, TGF-B e TSG-6, que em
conjunto, sdo capazes de inibir a maturacéo de células dendriticas, a degranulagéo
de neutrdfilos, a atividade citolitica de células NK e células T CD8*, a proliferacdo de
células B (incluindo a reducao da producao de imunoglobulinas), bem como promover
a diminuicdo da frequéncia de linfocitos Thl, Thl7 e o aumento da frequéncia de
células T reguladoras (Tregs) (Jitschin et al., 2013; Kaundal, Bagai e Rakha, 2018;
Rocha et al., 2020). Deste modo, os efeitos imunossupressores das MSCs sé&o
amplificados com a geracéo de subpopulacdes celulares reguladoras (Khosravi, et al.,
2018; Ko et al., 2020).
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As MSCs humanas expressam indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), uma
enzima capaz de depletar triptofano no microambiente circundante, levando ao
acumulo local de quinurenina (Pham et al., 2021). A quinurenina, por sua vez, perturba
a cascata de sinalizagdo de mTOR, diminuindo a glicélise e promovendo apoptose em
linfécitos (Deretic, 2021). Esse mecanismo leva a inibicdo da ativacdo e da
proliferacéo de células T e B (Luk et al., 2017; Pour et al., 2019; Burnham, Foppiani e
Horwitz, 2020).

A secrecao de IDO constitui um dos principais mecanismos pelos quais as
MSCs induzem a diferenciacdo de macrofagos pro-inflamatorios M1 em macrofagos
M2, estes ultimos conhecidos pela funcao anti-inflamatéria e regenerativa (Ko et al.,
2020). Ademais, a geracdo de macréfagos M2 também pode ser induzida pela
secrecdo de PGE-2 pelas MSCs ou pela eferocitose de MSCs apoptéticas (Vasandan
et al., 2016; Weiss & Dahlke, 2019). Portanto, as MSCs sao capazes de “licenciar”
monacitos e diferencia-los por mecanismos variados (Shi et al., 2018).

MSCs de todas as fontes expressam receptores semelhante a Toll (TLR, do
inglés “Toll-Like Receptors”), que as permite reconhecer padrdes associados a
patdgenos (Rocha et al., 2020). Ao todo foram identificados 10 tipos de TLRs em
MSCs humanas a nivel transcricional e proteico, e suas expressdes variam conforme
a fonte de isolamento dessas células. Por exemplo, MSC(WJ) expressam TLRS3 e 4;
MSC(CB) TLR1,3-6 € 9; MSC(M) TLR1-6 e as MSC(AT) TLR1-6 e 9 (De Castro et al.,
2019). O tipo de TLR e ligante envolvido direciona as MSCs para um perfil mais ou
menos anti-inflamatério. Por exemplo, a ativacdo de TLR3 via Poli(l:C) estimula a
sintese de IDO, PGE-2, IL-4, IL-1RA e, TLR4 com LPS leva a producéao de IL-6, IL-8,
TGF-B. Ja a estimulagdo de TLR9 nas MSCs por ODN1826, culmina na sintese de
adenosina pelas MSCs (Kaundal, Bagai e Rakha, 2018).

Em ambientes inflamatérios, as MSCs também expressam HO-1. Essa enzima
€ um sensor enddgeno de estresse celular que esta especialmente relacionada ao
equilibrio redox dos ions de ferro citoplasmaticos (Mehta, 2021). Mediante ao
catabolismo do grupo heme da hemoglobina, a HO-1 gera os subprodutos ferro
ferroso, bilirrubina e mondxido de carbono (CO) (Wang et al., 2017). A bilirrubina
dispersa no meio extracelular, € secundariamente convertida em biliverdina, e
juntamente ao CO, proporciona efeitos anti-inflamatérios e citoprotetores (Wang et al.,

2019; Szade et al., 2021). Esses efeitos foram observados em modelos experimentais
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de endotoxemia letal, marcados pela diminuicdo da tempestade de citocinas e do
infiltrado leucocitario em cobaias (Funes et al., 2020).

Outro mecanismo que protege tanto as MSCs quanto o proprio tecido do
estresse oxidativo, é a expressdo da enzima superoxido dismutase (SOD) pelas
mesmas. A SOD converte anion superéxido em peroxido de hidrogénio, que por sua
vez acaba sendo hidrolisado/inativado espontaneamente. Desta forma, atenua os
danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés “Reactive
Oxigen Species”), que sao principalmente produzidas por neutrofilos (Jiang et al.,
2016; Sah, Agrahari e Kim, 2020). Contudo, MSCs parecem exercer um possivel efeito
aditivo sobre neutrofilos nas etapas iniciais de controle a infec¢des bacterianas, visto
gue a ativacéo das MSCs por LPS via TLR3 induz a produgéo de IL-6 e IL-8, potentes
ativadores de neutrofilos (De Castro et al., 2019; Bernhard et al., 2021).

As ROS lesam quimicamente o tecido, gerando a liberacdo de alarminas e
padrées de moléculas associadas a danos (DAMPs, do inglés “Damage-Associated
Molecular Patterns”), que por sua vez, incitam mais inflamagédo, langando grandes
guantidades de adenosina trifosfato (ATP) no meio extracelular. Em decorréncia disso,
maior € a oferta de energia as células inflamatadrias (Di Virgilio, Sarti e Coutinho-Silva,
2020). Entretanto, as moléculas de ATP podem ser processadas pelas
ectonucleotidases CD39 e CD73, que sao expressas na superficie de Tregs e MSCs,
respectivamente. O ATP é transformado em AMP pelas Tregs CD39+, e 0 AMP em
adenosina pelo CD73 expresso na superficie das MSCs. A adenosina, entao, liga-se
aos receptores A2a e inibe a atividade de células NK, DC e linfécitos T (Kerkela et al.,
2016; Galgaro et al., 2021). Kerlela & coautores (2016) sugerem que a
imunossupressao adenosinérgica requer uma cooperacao intercelular entre MSCs e
Tregs (Kerkela et al., 2016).

Além dos fatores sollveis, as vesiculas extracelulares (VESs) também compdem
0 secretoma das MSCs, sendo um importante recurso de comunicagéo intercelular.
As VEs sao categorizadas pelo tamanho, chamadas de exossomos (30-100nm),
microvesiculas (100-1.000nm) e corpos apoptoéticos (1.000-5.000nm) (Ferreira et al.,
2018). O conteudo delas é repleto de fatores sollveis, como 0s ja descritos aqui, além
de carrearem DNA, lipideos, pequenas organelas (por exemplo, mitocéndrias) e
diferentes classes de RNAmM e micro RNAs (Teli, Kale e Vaidya, 2021). As VEs

atingem as células-alvo e desencadeiam alteracées nas mesmas, de acordo com o



24

tipo de conteudo intravesicular, muitas vezes oriundos de produtos reciclados da
autofagia (Xing et al., 2021).

Nas VEs das MSCs sao encontrados multiplos metabdlitos imunorreguladores,
tais como adenosina, arginina, acido aspartico, colesterol, glutamina, nicotinamida,
UDP-N-acetilglucosamina, 5-deoxi5-metiltioadenosina, acido palmitico, isoleucina,
ceramida, lisofosfatidilcolinas e fosfolipideos fosfatidiletanolaminas, que juntos,
participam da formagé&o de rafts da membrana plasmética e induzem a polarizagao de
macréfagos para o fenétipo M2 e linfécitos T para células Tregs (Showalter et al.,
2019). Além disso, 0os exossomos sdo ricos em micro RNAs, dentre os mais comuns
estdo miR-99a-5p, miR-128, miR-124-3p, miR-22-3p e MiR-99b-5p, envolvidos no
processamento de RNA, fosforilacdo de proteinas e vias de sinalizacdo de genes
relacionados a imunorregulacdo e angiogénese (Teli, Kale e Vaidya, 2021).
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Figura 1 — Propriedades biolégicas gerais das MSCs. As MSCs sao capazes de detectar uma ampla
gama de sinais (citocinas, DAMPs, PAMPs entre outros) por meio de seus receptores de citocinas e
TLRs, que quando engatilhados, desencadeiam respostas que inibem as células do sistema imune por
uma série fatores sollveis (IL-10, LIF, PGE-2, TGF-B e demais proteinas imunomoduladoras),
moléculas de superficie (PD-L1, FASL, dentre outros), maquinaria enzimatica (SOD, COX2, IDO, HO1)
e microvesiculas carregadas de miRNA reguladores do imunometabolismo. Essas células participam
ativamente do reparo tecidual, secretando fatores pré-angiogénicos (ANG, ANGPT1, EGF, ESM1) e
anti-fibréticos (bFGF, HGF, MMPs). Fonte: modificado de Rocha et al., (2020).
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1.2.3. Regeneracao tecidual

O secretoma das MSCs contém dezenas de fatores pro-angiogénicos, anti-
apoptoticos e anti-fibroticos que auxiliam no reparo de tecidos danificados, resumidos
na Figura 1 (Kong et al., 2013; Kehl et al., 2019). Inflamacdes cronicas, infeccbes
estabelecidas e queimaduras severas, por exemplo, levam a destruicdo tecidual
prolongada. Nesse contexto, o aporte de oxigénio e nutrientes € prejudicado, e, resulta
em isquemia. Em vista disso, a formacao de novos vasos é essencial para otimizar a
perfusdo sanguinea, e consequentemente, maximizar o nimero de células residentes
viaveis, reduzir a fibrose, e por fim, restaurar a funcéo do tecido acometido (Di Pietro
et al., 2016; Ho et al., 2017; Kehl et al., 2019).

Kehl & colegas (2019) mostraram que as MSCs humanas possuem potencial
angiogénico variavel, caracteristica que pode estar relacionada ao seu tecido de
origem. Apds a avaliacdo do perfil protebmico do meio condicionado de MSCs
isoladas do tecido adiposo, de medula 6ssea e do corddo umbilical, os autores
observaram que o meio condicionado das MSCs da medula 6ssea e do cordao
umbilical apresentam maiores concentracfes de fatores pré-angiogénicos e eliciam
maiores quantidades de macréfagos (Kehl et al., 2019).

Véarios estudos em modelos animais demonstram que o0s macréfagos séo
cruciais no remodelamento da matriz extracelular, uma vez que auxiliam na
degradagdo da matriz velha e estimulam outros tipos celulares (por exemplo,
fibroblastos, endoteliocitos, pericitos e células musculares lisas), que em conjunto,
regeneram o tecido danificado (Corliss et al., 2016). Nesse sentido, as MSCs séo
essenciais por promoverem a expansao de populacdes celulares que restauram a
malha tissular, incluindo os macrofagos (Jin et al., 2019).

MSCs humanas expressam varios genes que codificam moléculas relacionadas
a mecanismos anti-fibroticos, tais como ADAMTS2, bFGF, COL15A1, COL16A2,
COL18A1, COL5A3, DPT, ELN, FBLN2, FBLN5, FMOD, HAPLN1, HGF, HTRAL, LOX,
MFAP2/4, MMPs, NID2 e TIMP2, que juntas coordenam a deposi¢ao e organizacao
das fibrilas de colageno, fibronectina e elastina pela atividade dos fibroblastos (Motegi
& Ishikawa, 2017; Kehl et al., 2019). Dentre os genes que codificam fatores pré-

angiogénicos e antiapoptodticos também expressos pelas MSCs, estdo o ANG,
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ANGPT1, bFGF, CXCL12, EGF, ESM1, IGF-1, IL-6, JAG1, LIF, MCP-1, MMP-1,
PDGF, PIGF, PTN, STC1, TGF-B (Kehl et al., 2019; Maacha et al., 2020).

Além da comunicacao paracrina, Kong & colaboradores (2013) demonstraram
que as MSCs de placenta [MSC(P)] podem se diferenciar em endoteliocitos apds
transplanta-las em feridas de ratos diabéticos. As MSC(P) coradas com CM-Dil foram
rastreadas, e encontradas em arranjos semelhantes a corddes, integrados a
endoteliécitos (corados com FITC-UEA-I) nas biopsias desses animais. A histologia
revelou maior indice de células CD31+, CD45+, VEGF+ e a-SMA+ colocalizadas nas
regides em que encontravam-se as MSC(P), com presenca de tecido granuloso
recém-depositado e uma densidade capilar quatro vezes mais elevada em relacdo ao
grupo controle (animais diabéticos ndo tratados). Sugerindo que as MSC(P) sao
capazes de repor populacdes celulares especificas in vivo, bem como, auxiliar

processos regenerativos em modelos de lesdes cutaneas (Kong et al., 2013).

1.2.4. MSCs e autofagia

A autofagia é um processo catabdlico caracterizado pela digestéo intravesicular
de proteinas citosolicas mal-envelopadas, organelas disfuncionais e de substancias
toxicas pinocitadas, que logo séo inativadas, recicladas e reutilizadas (Dyshlovoy,
2020). Ela é comumente relatada como Uultimo recurso das células diante o
dano/estresse, e, nos Ultimos anos, sua participacdo na defesa do organismo
(regulando a imunidade inata e adaptativa), no rejuvenescimento celular e no
desenvolvimento de outros processos bioldgicos foi mais explorada (Jiang et al., 2019;
Dyshlovoy, 2020; Zhou et al., 2020). Seu papel também tem sido evidenciado em
cenarios clinicos, por exemplo, nas doencas neurodegenerativas, infecciosas,
isquémicas e neoplasicas, em que o estresse oxidativo, a expressdo de proteinas
aberrantes, o alto consumo energético ou a deprivacdo nutricional levam a um
desbalanco metabdlico que resulta em autofagia (Khandia et al., 2019; Deng et al.,
2020).

A autofagia acontece em trés etapas abrangentes: iniciacdo/nucleacéo,
elongamento e maturacdo. A iniciacdo se da quando AMPK inibe mTOR, levando a
ativacdo do complexo ULK1/2, que por sua vez, recruta os complexos PI3KC3 e
Beclin-1, formando uma membrana dupla lipidica de isolamento (fagéforo) a partir das
paredes do complexo de Golgi ou reticulos endoplasmaticos (De Tito et al., 2020;

Kawabata & Yoshimori, 2020). O complexo Beclin-1 converte PIP2 em PIPS3,
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resultando no local de nucleacdo do fagoforo. Em seguida, a pr6-LC3 é clivada em
LC3B-I pela acdo de Atg4 e entdo em LC3B-Il, via Atg5/12/16L e PE. LC3B-II
(subunidade clivada) se liga a membrana do fagoforo, estendo-o (fase de
elongamento), enquanto recruta receptores/seletores de substrato (por exemplo, p62)
até a completa oclusédo do fagoforo, gerando um autofagossomo maduro (Pugsley,
2017). Na fase de maturacéo, os autofagossomos trafegam através do citoplasma por
meio de centros organizadores de microtubulos até, eventualmente, se fundirem aos
lisossomos. A medida que se forma o autofagolisossomo, o conteido mistura-se e
entdo, a LC3B-Il e p62 sédo degradadas junto aos substratos (Kawabata & Yoshimori,
2020). Se esta etapa € blogueada, por exemplo, usando o farmaco cloroquina (CQ),
espera-se 0 acumulo de LC3B-II e principalmente de p62 (Ferreira et al., 2021).

Existem basicamente trés vias de autofagia: a macroautofagia (mecanismo
descrito acima), microautofagia e autofagia mediada por chaperonas. Essas vias se
diferem pelos meios de entrega de substratos ao autofagolisossomo. Na
microautofagia, os substratos sdo incorporados diretamente nos lisossomos mediante
invaginagdes na membrana da vesicula lisoss6mica. Ja na via das chaperonas, a
translocacdo de determinadas proteinas ao interior lisossomal € realizada por
intermédio do receptor LAMP-2, resultando na degradacdo dos substratos
(Abdrakhmanov, Gogvadze e Zhivotovsky, 2020). Esses processos ocorrem em niveis
basais (fisiolégicos) e sédo os defeitos nas vias de sinalizacdo da autofagia que podem
levar ao desenvolvimento e/ou agravamento de varias patologias (Petibone, Majeed e
Casciano, 2017).

A macroautofagia € o mecanismo mais estudado nas MSCs. Acredita-se que 0s
beneficios terapéuticos da autofagia nas MSCs estejam relacionados a modulagéo
direta de suas funcgdes bioldgicas, e indiretamente, por modularem o fluxo autofagico
de outras populaces celulares (Ceccariglia et al., 2019). Evidéncias crescentes
mostram que a autofagia regula positivamente o eixo COX-2/PGE-2 e promove a
secrecédo de IDO, IL-10, TGF-B, VEGF pelas MSCs, sugerindo que essas moléculas
participam dos beneficios observados em modelos experimentais de doenca do
enxerto contra hospedeiro, encefalomielite autoimune, isquemia de membro inferior e
lUpus eritematoso sistémico (Hu et al., 2019; Ceccariglia et al., 2019; Deng et al.,
2020).
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1.3.Aplicacéo clinica das MSCs

Diferentes trabalhos da literatura afirmam que as MSCs podem ser
transplantadas de forma autéloga, alogénica, e até mesmo xenogénica em modelos
experimentais imunocompetentes (Scarfe et al., 2017). Nesses modelos foram
verificados os efeitos imunomoduladores e regenerativos das MSCs, evidenciados por
respostas terapéuticas significativas apés infusdo das células, sem rejeicdo ou
formacao de tumores (Liang et al., 2018). Em situac6es de homeostase, essas células
expressam baixos niveis de HLA-ABC e de moléculas coestimuladoras como CD8O0,
CD83, CD86, CD154 sendo, portanto, células hipoimunogénicas (Klimczak et al.,
2016; Naji et al., 2019).

As MSCs tém sido avaliadas para tratamento de diversos modelos
experimentais imunocompetentes, incluindo rejeicdo a transplantes, doenca do
enxerto contra hospedeiro, doencas isquémicas, autoimunes (esclerose multipla,
artrite reumatoide, colite, diabetes tipo 1, IUpus eritematoso sistémico), Ulceras
cronicas de pele, dentre outros (Vu et al., 2014; Leyendecker Jr. et al., 2018; Liu et al.,
2019; Burnham, Foppiani e Horwitz, 2020; Markov et al., 2021; Zhou et al., 2021).
Além dos estudos em animais, as MSCs humanas sdo utilizadas como opcéo
terapéutica complementar aos tratamentos convencionais, favorecendo a qualidade
de vida e/ou a sobrevida de pacientes portadores de diversas condi¢des clinicas
(Yang et al., 2020).

A primeira infusdo de MSCs autélogas em seres humanos foi realizada em
1995 e sete anos depois, de forma alogénica (Lazarus et al., 1995; Le Blanc et al.,
2004). Nos ultimos 25 anos, aproximadamente 1400 ensaios clinicos envolvendo a
administracdo de MSCs foram registrados no mundo inteiro. Atualmente, mais de 391
encontram-se em andamento (4 deles no Brasil) para avaliar a eficacia, estabilidade
e seguranca das MSCs (www.clinicaltrials.gov). Os resultados obtidos até o momento
indicam que a administracdo de MSCs em seres humanos é segura e apresentam
poucos efeitos indesejaveis (Dorronsoro et al. 2013; Zhou et al., 2021). A Figura 2

mostra o numero de estudos clinicos com MSCs ja concluidos.
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Figura 2 — Estudos clinicos com MSCs finalizados (n=321), agrupados conforme o0s tipos de
desordens/sistemas. Fonte: Modificado de Yang et al., 2020.

1.4. Pré-condicionamento de MSCs

Apesar das MSCs apresentarem suas propriedades funcionais in vitro e
beneficios em alguns modelos in vivo, os resultados em ensaios clinicos ainda séo
bastante conflitantes com respostas clinicas aquém do esperado (Arango-Rodriguez
et al., 2015; Kaundal, Bagai e Rakha, 2018). Essas discrepancias podem ser
atribuidas, em parte, pela incapacidade dessas células sobreviverem e/ou exercerem
suas fungdes no microambiente “inflamado” ou lesionado apds serem transplantadas
(Kean et al., 2013; Ezquer et al., 2017). Nesse sentido, muitos trabalhos tém buscado
diversas estratégias para melhora-las funcionalmente e aumentar a sobrevida das
MSCs transplantadas, modificando as condi¢cdes de cultivo das células pré-infusédo
(Najar et al., 2018; Noronha et al., 2019; Giri & Galipeau, 2020).

Atualmente, o grande desafio seria desenvolver produtos para terapias
celulares, compostos por MSCs e/ou suas VES, que sejam otimizados para aplicacdes
clinicas especificas. Devido a alta sensibilidade dessas células as condi¢cdes de
cultivo, a senescéncia replicativa, ao congelamento/descongelamento, as
contaminagdes por microorganismos e a falta de padronizacdo dos protocolos de
isolamento, existem muitos resultados inconsistentes na literatura, tanto de pesquisas
basicas quanto de estudos clinicos (Jossen et al., 2018).

Neste cenario, novas estratégias de pré-condicionamento (do inglés “priming”)
das MSCs que visem o melhoramento da viabilidade celular, capacidade replicativa e
migratoria, bem como das propriedades imunossupressoras/imunomoduladoras e

regenerativas, se fazem necessarias (Naji et al., 2019; Noronha et al., 2019; Miceli et
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al., 2021). Dentre estas estratégias, destaca-se 0 uso de pequenas moléculas,
horménios, citocinas, farmacos e diferentes condicdes de cultivo celular (por exemplo,
hipoxia, cultivo 3D), que estdo resumidas na Figura 3 (Noronha et al., 2019; Koh et
al., 2020; Amin et al., 2021).

Ao contrario de outros tipos celulares, as MSCs exibem uma grande
plasticidade intrinseca, pela qual pressupde-se, maior tolerancia e responsividade a
diferentes tratamentos (Wang et al., 2014). Neste caso, 0 pré-condicionamento com
agentes farmacolégicos pode promover ou ndo, alteragdes bioldgicas que culminem
na melhora de alguma(s) funcédo(des) das MSCs.

Os farmacos escolhidos para o “priming” de MSCs, geralmente sdo 0s mesmos
usados para tratamento de pacientes portadores de doencas hematoldgicas,
imunomediadas, metabdlicas, neoplasicas, neurodegenerativas, de pele ou
Osseas/cartilaginosas. Entretanto, ainda ndo se sabe a rigor, quais sédo as alteracdes
bioldgicas que acontecem nas MSCs em virtude da existéncia de muitos protocolos
de pré-condicionamento e de inUmeros farmacos utilizados (Klimczak et al., 2016; de
Witte et al., 2016; Sangiorgi et al., 2016; Najar et al., 2017).

Vérios estudos exploraram o pré-condicionamento de MSCs empregando o
acido micofendlico, &cido trans-retindico total, acido valproico, azatioprina, azacitidina,
ciclosporina, deferoxamina, dexametasona, metotrexato, rapamicina, resveratrol,
tacrolimo, dentre outros (Hoogduijn et al., 2008; Manchefio-Corvo et al, 2013;
Schneider et al., 2015; Takeda et al., 2018, Noronha et al., 2019). Esses estudos
apresentaram resultados interessantes mostrando a potencializacéo de determinadas
funcdes das MSCs, porém, a inibicdo de outras. E, alguns destes farmacos, néo
apresentaram qualquer influéncia sobre as funcgdes, viabilidade e senescéncia das
MSCs.

Em vista disso, uma andlise criteriosa da literatura nos revelou que o0s
farmacos, tacrolimo e 5-azacitidina, poderiam ser opcdes relevantes para o pré-
condicionamento de MSCs de corddo umbilical, sendo assim, deveriam ser mais
estudados para futura translacédo desse conhecimento e prospec¢ao de MSCs pré-
condicionadas em casos de doencas imunomediadas, inflamatorias, Ulceras de pele

ou queimaduras.
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Figura 3 — Representacdo esquematica das modalidades de pré-condicionamento de MSCs
atuais e mais comuns: a) citocinas ou fatores de crescimento, b) agentes quimicos/farmacos, c)
hipoxia e d) culturas 3D. Os mecanismos de efeitos conhecidos de cada pré-condicionamento estéo
citados em retangulos com linhas retas (para moléculas secretadas) e com linhas pontilhadas (para
genes expressos), vinculados por setas. Os efeitos gerais causados por estes pré-condicionamentos
estdo mostrados nos retdngulos em amarelo. Fonte: modificado de Noronha et al. (2019).

1.4.1. Tacrolimo

O tacrolimo (FK506) € um membro dos macrolideos e € sintetizado por
1991).
Age como uma droga imunossupressora eficaz no tratamento de conjuntivite alérgica,

bactérias filamentosas do solo, Streptomyces tsukubaensis (McCauley et al.,

doencas Osseas e reduz os riscos de rejeicdo contra transplantes, por exemplo, de
2002; Fukunaga et al., 2004; Dai et al.,
2008; Magalhaes et al., 2013; Fukushima et al., 2014; Ha et al., 2016).

cOrnea, rins, coracgao e figado (Tamura et al.,
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O mecanismo pelo qual o FK506 age, é pela formacdo de um complexo com a
imunofilina FKBP12 (Tong & Jiang, 2016). Ap0s o estabelecimento de
FK506/FKBP12, o complexo liga-se ao sitio catalitico da calcineurina, bloqueando a
atividade fosfatase dessa enzima, independente da presenca de calcio. Com a
inibicdo da calcineurina, a desfosforilagdo do fator nuclear de células T (NFAT) é
impedida, consequentemente, sua translocacéo ao nucleo. Desta forma, ndo ocorre a
ativacao dos linfocitos T (Ellouk-Achard et al., 1998; Plosker, 2000; Caplan & Bruder,
2001).

Atualmente existem poucos estudos na literatura cientifica que avaliaram o pré-
condicionamento de MSCs com FK506. A maioria deles, focou na modulacdo do
potencial osteogénico de MSC(M), MSC(AT) e MSCs da gengiva pelo pré-
condicionamento com FK506, visando a aplicacdo em desordens ésseas (Nakamura
et al., 2013; Ha et al., 2016; Zhang et al., 2017). Contudo, no que se refere as demais
caracteristicas e funcfes das MSCs, os resultados além de escassos e contraditorios,
carecem de novas analises.

Poncelet & colaboradores (2008) pesquisaram os efeitos do uso concomitante
de farmacos imunomoduladores (pertencentes a classes farmacoldgicas distintas) e
MSC(M) na resposta alogénica in vitro. A série experimental foi dividida em trés grupos
relacionados ao tacrolimo: grupo droga-controle [FK506 10ng/mL vs. PBMCs]
correspondente a ICso da cultura mista; grupo com MSC(M) [MSC(M) vs. PBMCs,
propor¢cdes 1:2 a 1:64] e grupo combinado [FK506 10ng/mL + MSC(M) vs. PBMCs,
propor¢cdes 1:2 a 1:64]. Ao final do cultivo, o grupo combinado apresentou o maior
indice de inibicdo da MLR em todas as propor¢cdes (Poncelet et al., 2008). Em
contrapartida, Buron et al. (2009) observaram que a combinacdo MSC(M) e tacrolimo
[Lng/mL] n&o inibiu a resposta alogénica com a mesma eficiéncia que o grupo droga-
controle (Buron et al., 2009).

Outro estudo obteve resultados similares, onde os grupos droga-controle
também exibiram maior inibicdo da proliferacdo de linfécitos, de maneira dose-
dependente em relagédo aos grupos combinados (Hoogduijn et al., 2008). Este mesmo
estudo verificou que o pré-condicionamento com 1ng/mL FK506 durante 48 horas
melhorou a eficiéncia das MSCs derivadas do tecido cardiaco em MLR, estendendo
os iniciais 43% de inibicdo para aproximadamente 65% (na proporcéo estipulada 1:10

MSC:PBMCs). Os autores concluiram que a incubacédo prévia potencializa o efeito
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imunossupressor das MSCs de tecido cardiaco contra células T aloarreativas
(Hoogduijn et al., 2008).

Segundo Girdlestone & coautores (2015), o pulso com tacrolimo a 50ng/mL
duas horas antes do cocultivo, acentuou significativamente a atividade inibitoria das
MSC(CB) sobre PBMCs obtidos de trés doadores diferentes, nas proporcdes 1:2, 1:10
e 1:50 (Girdlestone et al., 2015).

Portanto, essa revisédo da literatura nos mostrou que o FK506 € um farmaco
interessante para potencializar as propriedades imunomoduladoras das MSCs.
Todavia, os mecanismos envolvidos ainda ndo foram elucidados, nem os efeitos do

farmaco em outras caracteristicas bioldgicas e funcdes das MSCs.
1.4.2. 5-Azacitidina

A 5-azacitidina (5-AZA) € um farmaco modulador epigenético, analogo a
citidina, capaz de inibir as DNA metil-transferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e
RNA metil-transferases, que catalisam a transferéncia de grupos metil quando
reconhecem os dinucleotideos CpG no DNA e RNA, ou seja, sitios onde existem
citosina seguida de guanina no sentido 5’-3’ (Jiang & Gong, 2018). Quando esse
farmaco se liga irreversivelmente ao sitio catalitico das DNMTs, o DNA torna-se
hipometilado e, por consequéncia, o perfil de expressao de multiplos genes ¢é alterado.
Este farmaco tem sido usado clinicamente para tratar neoplasias hematologicas, por
exemplo, leucemia mieloide aguda (Das & Singal, 2004; Lyko & Brown, 2005; Brodska
et al., 2011).

Um estudo utilizou MSC(AT) de pacientes idosos (média £67 anos) e as pré-
condicionou com 5-AZA a 1uM durante 48 horas (Kornicka et al., 2017). Essas células
exibiram um aumento significativo de unidades formadoras de colbnias, da sintese de
microvesiculas e da expressao de Lin28, marcador de pluripoténcia/indiferenciacéao
celular (Stolzing et al., 2008; Kornicka et al., 2017). Além disso, foi observado que este
farmaco reduziu a producdo de ROS, NO e aumentou, simultaneamente, a atividade
da enzima SOD nessas células (Kornicka et al., 2017).

Este estudo ainda mostrou que MSC(AT) senescentes tratadas com 5-
azacitidina apresentaram uma viabilidade melhor que o grupo néo-tratado, pois, um
menor porcentual de células senescentes (beta-galactosidase+) e apoptéticas
(caspase-3+) foi detectado e, também, apresentaram maior taxa Bcl-2/BAX pos-

cultura (Kornicka et al., 2017). Estes resultados sugerem que a demetilacdo do
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DNA/RNA exerce um efeito antioxidante, antiapoptético e rejuvenecedor em MSC(AT)
de doadores idosos ou procedentes de passagens tardias.

Xu & colaboradores (2018) mostraram que o priming prolongado de MSC(M)
com decitabina, variante farmacolégica da 5-AZA a 3pM, induz diferenciacao
endotelial ap6s 12 dias em cultura. O pré-condicionamento nessas condicdes
acarretou alteracdes fenotipicas, caracterizadas pelo aumento da expressdo de
marcadores endoteliais tipicos como CD31, CD105, eNOS, VE-Caderina, na sintese
abundante de ETS1, ETS2, ETV1, ETV4, FGF1, FGF2, FGF9 e VEGF (moléculas
fundamentais na regulacdo do desenvolvimento vascular), e também adquiriram a
capacidade de captar LDL no meio de cultura, de modo semelhante aos endoteliocitos
(Xu et al., 2018).

Outros estudos demonstraram que a 5-AZA a 10uM, bem como a decitabina
em igual concentracéo, foram capazes de aumentar a expressdo das moléculas de
histocompatibilidade do tipo | nédo-classicos HLA-G1, -G2 e -G3 (isoformas
membranares) em MSCs de vérios tecidos em diferentes passagens (Teklemarian et
al., 2014; Yen et al., 2020). Ademais, Lee & coautores (2015) relataram o aumento da
expressdo de PTGES, COX-2 e seu produto, PGE-2, apds 24 horas incubando
MSC(CB) com 5-AZA a 2uM (Lee et al., 2015). Estes resultados indicaram que estes
agentes demetilantes potencializam a expressao e/ou secrecdo de alguns fatores

imunomoduladores em MSCs oriundas de fontes distintas.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

De acordo com a literatura atual, as MSCs isoladas de tecidos humanos em
seu estado natural apresentam atividades imunomoduladoras, imunossupressoras e
regenerativas limitadas em terapias celulares. Apoés infusdo, estas células néo
enxertam e/ou permanecem prolongadamente no tecido. Isto ocorre, provavelmente,
porque o microambiente inflamatorio indspito (abundante em radicais livres, espécies
reativas de oxigénio e outras substancias toxicas) reduz a sobrevida das células
transplantadas e seu tempo de acao. Partindo dessa premissa, o pré-condicionamento
de MSCs poderia tornar as células mais resistentes, para que “se ajustem” mais
rapidamente aos estimulos do microambiente logo apds a infusdo nos pacientes.

Portanto, faz-se fundamental o desenvolvimento de novas abordagens
biotecnolégicas que aumentem a sobrevida e o potencial terapéutico das MSCs, e
dessa forma possibilitem a producdo de produtos celulares robustos que atendam
demandas clinicas especificas, de acordo com as normas das agéncias regulatorias.

As MSCs derivadas de tecidos neonatais, especialmente do corddo umbilical
apresentam varias vantagens como disponibilidade, logistica, aspectos éticos e estédo
sendo cada vez mais utilizadas em protocolos de pesquisas clinicas.

Nesse estudo, escolhemos realizar o pré-condicionamento de MSC(CB) com
os farmacos tacrolimo e 5-azacitidina e avaliar seus impactos nas propriedades
biolégicas dessas células. Nossa hipbtese é que o pré-condicionamento com esses
farmacos potencializam as propriedades imunossupressoras e/ou regenerativas das
MSC(CB).
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3. OBJETIVOS

3.1.Geral

Caracterizar fenotipica e funcionalmente células estromais mesenquimais de
corddo umbilical pré-condicionadas com 5-azacitidina (farmaco modulador

epigenético) ou com tacrolimo (farmaco imunossupressor).

3.2.Especificos

e Caracterizar a viabilidade, capacidade de expansdo celular, o perfil
imunofenotipico e potencial de diferenciagcdo de MSC(CB) pré-condicionadas

com 5-azacitidina ou tacrolimo;

e Avaliar a capacidade funcional de imunossupresséo e de angiogénese das

MSC(CB) pré-condicionadas com 5-azacitidina ou tacrolimo in vitro;

e Caracterizar o secretoma de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-azacitidina ou

tacrolimo;

e Avaliar a modulacdo do processo autofagico na MSC(CB) pré-condicionadas

com 5-azacitidina ou tacrolimo;

¢ Quantificar a secrecdo das moléculas imunossupressoras IDO e PGE2, pelas

MSC(CB) pré-condicionadas com 5-azacitidina ou tacrolimo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Delineamento Experimental

As MSCs isoladas do corddo umbilical humano [MSC(CB)] foram obtidas
diretamente do biorrepositério intitulado “Biorrepositério de Células Estromais
Mesenquimais de Cordao Umbilical” (n°® 020/2020) estabelecido pela MSc. Nadia de
Céssia Noronha e de responsabilidade da Prof2 Dr2 Kelen Cristina R. Malmegrim de
Farias (Anexo ). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HC/FMRP-USP sob n° 4.536.135 (Anexo IlI) e pelo CEP da FCFRP-USP sob n°
4.651.687 (Anexo IlI).

Apbs a elaboracdo do banco primério de células (BPC) em segunda e terceira
passagens, as MSC(CB) foram expandidas e posteriormente incubadas na presenca
ou auséncia dos farmacos por periodos pré-determinados, em seguida, submetidas
aos ensaios in vitro de caracterizacdo da identidade e poténcia das MSC(CB) pré-
condicionadas ou ndo (imunofenotipagem, viabilidade e crescimento celular,
diferenciacdo celular, inibicdo da proliferacdo de células T, ensaio de migracédo
endotelial, ensaio de angiogénese, analises do secretoma das MSCs, avaliacdo do
processo autofagico, determinacdo da assinatura funcional pela secrecdo de
moléculas imunossupressoras ou pré-angiogénicas), propostos no projeto. Foram
utiizadas MSCs isoladas de trés corddes umbilicais saudaveis (N=3). Os

experimentos foram realizados em triplicata bioldgica e triplicata experimental.
4.2.Biobanco, cultivo e expansdo de MSC(CB) em condi¢cbes assépticas

Criotubos retirados do BPC foram usados para a formacéo do banco celular de
trabalho (BT), com limite de repique até a sexta passagem para a realizacdo dos
experimentos (p4-p6). As amostras descongeladas do BPC foram transferidas gota-
a-gota com o auxilio de uma pipeta pasteur ao meio a-MEM (Alpha Minimum Essencial
Medium; Invitrogen Corporation, EUA) fresco, pH ajustado a 7.1 e suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino HyClone (SFB; GE Healthcare Life Sciences, EUA). As
MSC(CB) foram centrifugadas a 1.200rpm/6min em temperatura ambiente (TA) e o
sobrenadante entdo descartado. O “pellet” celular foi ressuspendido em meio a-MEM
10%SFB e a concentracdo celular determinada pelo método de exclusdo com o

corante azul de Trypan 4% v/v, sob visualizagdo em microscépio Optico convencional
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(Nikon, modelo Alphaphot ys2-H, Japéo). Posteriormente, a suspensédo celular foi
fracionada e transferida para garrafas de poliestireno estéreis (frascos T75cmz;
Greiner Bio-One, Alemanha) completando o volume para 15mL com meio de cultura,
mantendo-as em estufa (Panasonic, MCO-170AICUVL-PA) a 37°C e 5%CO:2 até o
momento do repique para constituir o BT.

A metade do volume do meio de cultivo foi trocada a cada 3-4 dias e, atingindo
80-90% de confluéncia, realizou-se a tripsinizacdo das MSC(CB). Para desaderi-las
do frasco T75cm?, o meio foi totalmente removido e adicionado 4mL de Tryple Express
1X (Gibco, EUA) ou Tripsina-EDTA 10X (Invitrogen, EUA) diluida a 10% em PBS 1X
pH=7,1. Os frascos foram levados a incubadora e deixados por 5min a 37°C. Para
finalizar o processo de tripsinizacdo, foram aplicadas batidas manuais com vigor na
lateral das garrafas, desprendendo assim o restante das células. Adicionou-se 8mL
de meio a-MEM 10%SFB fresco a suspensdo para inativacdo das enzimas. A
suspensao (contendo meio, células e enzimas inativas) foi retirada e reservada, logo
depois, o interior do frasco T75cm? foi lavado com PBS 1X para a remog¢&o completa
de células remanescentes. ApGs a incorporacdo das suspensfes, o conteudo foi
centrifugado a 1.200rpm/6min/TA, o sobrenadante foi descartado e as células
novamente ressuspendidas em meio de cultura fresco. As MSC(CB) foram contadas
e destinadas ao repique, pré-condicionamentos, experimentacdo direta ou
congelamento (1x10¢ células/criotubo) em solu¢do de SFB 10%DMSO em freezer -
80°C.

Todo o material e amostras biolégicas foram manipulados em cabine de fluxo
laminar NB-2 (Telstar Bio II-A, std:en-12469-2000), seguindo instrucfes de boas
praticas laboratoriais. ApGs o preparo, os meios de cultura e reagentes foram filtrados
(quando néo obtidos em condicbes estéreis de fabrica) bem como os
materiais/instrumentos de trabalho devidamente desinfetados e/ou autoclavados. Em
conformidade aos protocolos de qualidade aplicados as pesquisas coordenadas pelo
CTC-FUNDHERP, antibiéticos n&o foram usados nos cultivos celulares deste projeto.
Diariamente avaliava-se a qualidade do cultivo (auséncia de contaminacao),
examinando possiveis alteracdes do meio de cultura (turbidez e/ou acidificacdo) e
buscando minunciosamente a presenca de microrganismos com a ajuda de um
microscopio optico invertido (Zeiss, modelo Micro axiovert 25, Alemanha). Por fim,
MSC(CB) de 42, 52 ou 62 passagens foram utilizadas nos experimentos descritos a

sequir.
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4.3.Protocolos de pré-condicionamento de MSC(CB)

As MSC(CB) em 32 a 52 passagens receberam opcdes abrangentes de
condicionamento, divididas em 3 grupos: células tratadas com tacrolimo
[MSC(CB)+FK506], tratadas com 5-azacitidina [MSC(CB)+5AZA] e nao tratadas
(controles). Cada grupo foi submetido aos farmacos de maneira dose-crescente em
trés concentracdes. Ao término do tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas
duas vezes com PBS 1X em TA e testadas.

4.3.1. Grupo MSC(CB)+FK506

Aos 60% de confluéncia, foi adicionado FK506 (Sigma-Aldrich, EUA) as
concentragcbdes de 1, 5 ou 10ug/mL na cultura sob condicbes de pH=7.1, oxigénio
dissolvido mantido a 20%, temperatura a 37°C durante 72 horas. Adaptado a partir de
Ha et al. 2016a/2016b. Ao término do pré-condicionamento, a confluéncia celular era
de 80%.

4.3.2. Grupo MSC(CB)+5AZA

Aos 70% de confluéncia, foi adicionada 5-AZA (Sigma-Aldrich, EUA) as
concentragbes de 1, 2.5 ou 5uM na cultura sob condi¢des de pH=7.1, oxigénio
dissolvido mantido a 20%, temperatura a 37°C durante 24 horas. Adaptado a partir de
Lee et al.,, 2015 e Kornicka et al.,, 2017. Ao término do pré-condicionamento, a
confluéncia celular era de 80%.

4.3.3. Grupo controle

Correspondente as células MSC(CB) que cresceram somente em meio a-MEM
10%SFB sem a influéncia de farmacos (de acordo com o item 4.2) sob condicfes de

pH=7.1, oxigénio dissolvido mantido a 20% e temperatura igual a 37°C.
4.4.1solamento de células mononucleares do sangue periférico humano

As amostras de sangue periférico de voluntarios sadios (N=3) foram
processadas logo apos a coleta. Inicialmente, o sangue foi diluido na propor¢do um
volume de sangue para dois volumes de PBS 1X e designado ao método de
separacao de fracdes por gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque (GE Healthcare
Life Sciences, EUA). Os tubos contendo células e Ficoll-Hypaque foram centrifugados
a 800xg/30min/TA. A nuvem de células presente na interfase do Ficoll-Hypaque foi
aspirada, lavada duas vezes com 20mL de tampdo PBS 1X e centrifugada a

300xg/10min/TA (centrifuga Eppendorf 5810R). As células mononucleares do sangue
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periférico humano (PBMCs) foram ressuspendidas em PBS 1X 0,1% albumina sérica
humana (Sigma-Aldrich, EUA), contadas e reservadas em estufa até o momento de

uso (descrito no item 4.10.1).
4.5.Analise da cinética de crescimento de MSC(CB)

Para avaliar e comparar a capacidade de expansao das MSC(CB) durante sete
dias, foram pipetadas 3.800 células/mL (2.000 células/cm?) por poco e distribuidas em
placas de 24 pocos (dia 0). O ensaio foi realizado em duplicatas experimentais, onde
2 pocos/condigdo de cultivo eram tripsinizados a cada 24 horas para contagem até o
dia 7. Uma Unica troca de 50% do meio de cultura (a-MEM 10%SFB) foi realizada no
dia 3. Determinou-se a concentracao celular nos poc¢os pelo método de excluséo por
Trypan 4% v/v. O fator de expanséao foi estimado pelo valor médio de células obtidas
por dia em relacdo a quantidade inicialmente semeada.

4.6.Analise do perfil imunofenotipico de MSC(CB)

As MSC(CB) de cada condicéo foram analisadas em relacéo a seus antigenos
de superficie celular por meio de marcagdo com anticorpos monoclonais (especificos
para cada molécula) conjugados com fluoréforos. A leitura foi realizada no citbmetro
de fluxo FACS Calibur™ (BD Biosciences, EUA) utilizando o software CELLQuest™
(BD Biosciences, EUA). Foi estabelecido um painel de 14 marcadores segundo 0s
critérios estabelecidos pela ISCT: CD13 APC, CD14 PE, CD29 APC, CD31 FITC,
CD34 PercP, CD44 FITC, CD45 FITC, CD49e PE, CD73 PE, CD90 PE, CD105PercP,
CD166 PE, HLA-ABC FITC e -DR APC. Todos os anticorpos foram adquiridos do
mesmo fabricante (BD Biosciences, EUA).

As células foram centrifugadas a 1.800rpm/3min em tubo apropriado, o
sobrenadante descartado e as células entdo lavadas com 2mL de PBS 1X. Elas foram
ressuspendidas em PBS 1X, subdivididas em aliquotas identificadas contendo 100uL
de suspensdo celular (1x10° células/tubo) e marcadas com 5uL de anticorpo
especifico durante 20min protegidas da luz. Ap6s a marcacdo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1X e ressuspendidas em 100uL de PBS 1X para analise
de 10.000 eventos/tubo no citdmetro de fluxo (em diferentes comprimentos de onda).

Todo o processo de marcacao e aquisicado das células foi realizado em TA.

4.7.Analise da viabilidade de MSC(CB) pés-cultivo
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Paralelamente a imunofenotipagem, realizou-se a analise de MSC(CB) pro-
apoptoticas e/ou mortas sobre o valor total de células adquiridas (10.000 eventos). A
marcacao foi feita com 3uL de Anexina-V APC em 300uL tamp&o de ligagdo durante
20min, longe da luz. Imediatamente a andlise, adicionou-se 50uL de lodeto de

Propideo (PI) no tubo destinado ao estudo de viabilidade.
4.8.Anélise do potencial de diferenciacdo de MSC(CB)

Um total de 4x10* células/poco foram semeadas em placas de cultura 24 pogos
com meio a-MEM 10%SFB. Proximo aos 70-80% de confluéncia, o meio foi totalmente
retirado e substituido por 1mL de seus respectivos meios de inducdo (suplemento +
meio basal, propor¢cdo 1:10) dos kits StemPro® Adipogenesis Differentiation,
StemPro® Osteogenesis Differentiation (Gibco, EUA). Realizou-se troca parcial (50%)
dos meios indutores a cada 3-4 dias e ao final da terceira semana de cultivo (21 dias),
as MSC(CB) foram coradas com Sudan-ll escarlate (MERCK, Alemanha) para
visualizacdo das vesiculas lipidicas citoplasmaticas (diferenciacdo adipogénica) e
pelo método de Von Kossa para visualizacao dos depdésitos extracelulares de calcio,
também chamados de cristais hidroxiapatita (diferenciagdo osteogénica) (Daddi,
1896; Von Kossa, 1901).

Para ambas as técnicas de coloracdo, € necessaria a remocao total do meio
indutor e fixacdo da camada celular antes da inclusdo do corante. Feita a fixacdo da
com paraformaldeido 4% durante 30min, os poc¢os foram lavados suavemente com
1mL de &gua ultrafiltrada obtida do sistema de osmose reversa (Gehaka, OS10LX).
As etapas subsequentes foram especificas para cada método de coloracdo. Para
adipdcitos, adicionou-se 100uL de alcool 70% por 2min e, em seguida, 300uL de
Sudan-Il. Apés 1h30 de incubacgéo e uma breve reexposicéo ao alcool 70%, 0s po¢os
foram lavados com agua ultrafiltrada, contra-corados com 300uL de hematoxilina por
1min e lavados repetidamente.

Para ostedcitos, primeiramente adicionou-se 300uL de nitrato de prata (AgNO3)
mantendo a placa protegida da luz por 30min. Depois de duas lavagens com agua
ultrafiltrada, a placa foi deixada sob luz intensa durante 1h30. Apds a exposicao a
luz/calor, 200uL de tiossulfato de soédio (Na2S203) foi adicionado e retirado
rapidamente, fez-se uma lavagem com agua ultrafiltrada e, tal como no método

anterior, a hematoxilina foi empregada. Ao final das coloracdes Sudan-Il escarlate
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(Daddi, 1896) e Van Kossa (Von Kossa, 1901), adicionou-se 200uL de PBS 1X sobre
as amostras para a visualizagcdo microscopica.

A andlise do potencial de diferenciacdo dos grupos de MSC(CB) tratados com
os farmacos e controles (ndo-tratados e negativos) foi realizada com o auxilio de um
microscopio optico de fase invertida com camera acoplada (Olympus, IX71-DP71), em
diferentes aumentos. As fotografias dos resultados foram capturadas e documentadas

pelo software DP Controller® (Olympus).
4.9.Analise protedmica do meio condicionado de MSC(CB)

Para analise do proteoma das MSC(CB), utilizou-se o Proteome Profiler™ Array
(R&D Systems, MN-EUA), um imunoensaio tipo sanduiche baseado no uso de
membranas, método semiquantitativo. Nesse ensaio, as amostras de meio
condicionado (MC) foram incorporadas a uma mistura de anticorpos de deteccao
biotinilados, depois, incubadas junto a uma membrana de arranjo que possuia
anticorpos de captura adsorvidos (especificos as proteinas-alvo). Através dos sinais
produzidos pelo reagente quimioluminescente de deteccao, foi possivel determinar e
validar em valores relativos (intensidade de pixels), a quantidade dos analitos ligados
a membrana.

O MC das MSC(CB) controle (N=2) foi recolhido depois de quatro dias da troca
total do meio de cultura. No momento da coleta, as células encontravam-se 90%
confluentes. O MC dos grupos tratados (N=2) foram recolhidos da mesma maneira
que o grupo anterior, apos quatro dias de cultivo. As amostras foram centrifugadas a
12.000xg/20min/4°C (microcentrifuga refrigerada, Vision VS-15000CFN 1) para a
exclusdo de debris e submetidas a andlise de fatores soluveis pelo Human
Angiogenesis Array® kit e Human XL Cytokine Array® kit conforme as instru¢des do
fabricante (R&B Systems, MN-EUA). Além do controle, somente o MC das MSC(CB)
condicionadas com FK506 10ug/mL ou 5-AZA 5uM foram testados neste experimento.
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4.10. Ensaios funcionais de MSC(CB) in vitro

4.10.1. Avaliagcdo do potencial imunossupressor de MSC(CB) em
cocultivo

As MSC(CB) (2,5%x10* células) foram semeadas em placa de cultura de 24
pocos e apos 6 horas de incubacéo (tempo necessario para adesdo total ao fundo do
poco), os PBMCs foram adicionados em concentracdes crescentes (5x10* a 2,5x10°
células), marcados com 5uM de corante CFSE (Carboxy-Fluorescein Succinimidyl
Ester, Invitrogen Life Technologies, EUA) a 37°C/10min. A marcagéo foi interrompida
com a adicao de cinco volumes de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640
Medium; Gibco, EUA) a 10%SFB gelado, seguida de incubacdo em gelo e no escuro
por 5min. Os PBMCs foram novamente centrifugados a 400xg/10min/4°C e lavados
duas vezes com 20mL de meio RPMI 10%SFB gelado.

Para estimular a proliferacdo dos linfécitos, foi utilizado fitohemaglutinina-M
(PHA-M, Sigma-Aldrich, EUA) na concentracdo de 2mg/mL em meio RPMI 10%SFB.
As proporgdes de MSC:PBMCs foram testadas em 1:2, :5, :10, :20. Ao 4° dia de cultivo
em estufa, os PBMCs foram coletados, marcados com anticorpo monoclonal anti-CD3
PECy-5 (BD Biosciences, Canadd) e analisou-se a diluicio do CFSE (perda de
fluorescéncia) em populagdes de linfocitos T CD3" pelo citbmetro de fluxo. Os PBMCs
estimulados com PHA-M (também marcados com CFSE) ndo cultivados com
MSC(CB), corresponderam ao nosso controle positivo (proliferacdo celular maxima) e
foram utilizados no célculo do percentual de inibicdo da proliferacdo dos linfécitos T
CD3"%, seguindo a equacao:

(C* CFSE low) — (PBMCs + MSC CFSE fow)‘) 100
X
(C* CFSE low)

Inthigao (%) = (

4.10.2. Andlise da migracdo endotelial induzida pelo meio condicionado

de MSC(CB)

As células endoteliais maduras extraidas da veia do corddo umbilical humano
(HUVECs, do inglés “Human Umbilical Vein Endotelial Cells”), cedidas pelo
Laboratério de Terapia Celular - FUNDHERP, foram expandidas até p5, e semeadas
a uma concentragao inicial de 2x10* células/poco em placas de 48 pogos com meio
completo EGM-2 (Endothelial Cell Growth Medium 2; Lonza, EUA). Realizou-se a

troca parcial do meio de cultivo a cada dois dias e apoés atingirem 80% de confluéncia,
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foi feita uma ranhura longitudinal com ponteira de 200uL sob a camada de HUVECs
aderidas. As células foram lavadas com PBS 1X para remocao de debris, e entédo foi
adicionado 500uL de MC das MSC(CB) controle e tratadas (FK506 a 10ng/mL e 5-
AZA a 5uM), conforme a descri¢do no item 4.9. As HUVECs mantidas em meio EBM
2%SFB (Endothelial Basal Medium; Lonza, EUA) foram utilizadas como controle
negativo e em meio EGM-2 2%SFB, como controle positivo.

Com a assisténcia de um microscopio oOptico de fase invertida com camera
acoplada (Olympus, modelo IX71-DP71, Japé&o), os resultados foram fotografados
imediatamente a lavagem (0Oh) e novamente apos 20 horas. As imagens foram
documentadas pelo software DP Controller® (Olympus, Japdo) e analisou-se 3
campos/grupo, onde as médias das areas obtidas a Oh e as 20h foram utilizadas para
calcular o percentual de fechamento/migracao via software ImageJ™ (NIH, Maryland,
EUA).

4.10.3. Avaliacdo do potencial angiogénico do meio condicionado de
MSC(CB)

O potencial angiogénico das MSC(CB), pré-condicionadas ou nao, foi avaliado
pela inducdo da formacao de estruturas tubulares derivadas de células endoteliais em
meio Matrigel™ (BD Biosciences, EUA). Para isso, o Matrigel™ gelado foi inserido em
uma placa de 96 pocos (1,96mg/cm?) e levado a estufa a 37°C/30min. Posteriormente,
as HUVECs em p5 foram plaqueadas (1x10° células/pogo) com 100uL de MC das
MSC(CB) (pré-condicionadas ou ndo) sobre o Matrigel™, mantidas a 37°C e 5%COz.
Apods 15 horas de incubacéo, examinou-se a presenca de estruturas semelhantes a
vasos sanguineos, sendo medidas a area total ocupada, o nimero de entroncamentos
e de tubos formados, bem como o comprimento total deles.

As fotografias foram tiradas com o auxilio de um microscopio Optico de fase
invertida com camera acoplada (Olympus, modelo IX71-DP71, Japao) e as imagens
documentadas pelo software DP Controller® (Olympus, Japéo). Analisou-se 3
campos/grupo, onde os valores brutos dos itens supracitados foram obtidos pela
ferramenta Angiogenesis Analyzer® do software ImageJ™ (NIH, Maryland, EUA). As

médias foram calculadas e plotadas em graficos.
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4.11. Extracdo e andlise de proteinas das MSC(CB)

Apos os pré-condicionamentos, as MSCs foram lavadas com PBS 1X e lisadas
com tampao de lise (Cell Lytic™ M, C2978, Sigma Aldrich) suplementado com
inibidores de proteases e fosfatases (P8340 e P0044, Sigma Aldrich, respectivamente)
para a obtencéo de lisados proteicos. Os lisados foram submetidos a sonicacao por
trés pulsos de dez segundos na poténcia 50% do aparelho Sonic Dismembrator
(Modelo 100, Thermo Fisher Scientific, EUA) e centrifugados a 1.000xg/10min/4°C
para retirar os debris celulares. A concentracdo de proteinas nos extratos celulares foi
determinada por reacdo de Bradford utilizando o reagente Bio-Rad protein assay (500-
0006, Bio-Rad Laboratories, CA, EUA), segundo instrucdes do fabricante. Os lisados

foram armazenados em freezer -80°C até a execucgdo dos experimentos.

4.12. Eletroforese em gel de poliacrilamida de SDS-PAGE e Western
blotting

Amostras de proteinas (10 ou 20ug) foram separadas por SDS-PAGE em gel
15% segundo Laemmli (Laemmli, 1970). Foi utilizado o sistema vertical de eletroforese
Mini-PROTEAN® (Bio-Rad Laboratories, EUA) conforme instru¢des do fabricante. Foi
utilizado padrédo de massa molecular para proteinas Page Ruler™ Pre-stained Protein
Ladder (26616, Thermo Fisher Scientific, EUA). As condi¢cdes de eletroforese
configuradas foram as seguintes: voltagem constante de 90V durante 90min. A corrida
foi feita em tampéo de eletroforese Tris-glicina (Tris 25mM, glicina 250mM, SDS 0.1%,
pH=8.3). Em seguida as proteinas foram eletro-transferidas para membranas de
PVDF com poro de 0,22um (10600021, GE Healthcare, Reino Unido), com tampéao de
transferéncia (bicarbonato de sédio 10mM e carbonato de sédio 3,0mM, pH=9.9) por
1h20 a 350mA/gel. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada em solucédo de
bloqueio (solucéo de leite 5% em solucéo salina tamponada de Tris (TBS/T) — Tris HCI
25mM, pH=7.5, NaCl 150mM, Tween-20 0,1%) por 1h/TA. ApGs blogueio, a
membrana foi lavada com TBS/T e incubada com o anticorpo priméario em TBS/T, na
diluicdo especifica para cada anticorpo (Tabela 1) overnight a 4°C. A seguir, a
membrana foi novamente lavada com TBS/T durante 5min, trés vezes, e incubada por
1h com o anticorpo secundéario conjugado a peroxidase diluido em solugdo de
bloqueio, seguido de lavagem com TBS/T e visualizacdo de quimioluminescéncia

utilizando solucdo de luminol (Tris 0,1M pH=8.5, acido p-cumarico 400uM, luminol
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2,5mM) acrescido de 0,009% de peroxido de hidrogénio (H202). A membrana de
PVDF foi exposta a filme de autorradiografia ou analisada em equipamento
ChemiDoc™ MP imager (Bio-Rad Laboratories) para a verificagdo da imunomarcagao.
A quantificacdo das bandas foi realizada por densitometria usando o software
ImageJ™ (NIH, Maryland, EUA).

Tabela 1. Lista anticorpos utilizados no Western blotting e suas respectivas diluicdes.

Anticorpo Cdédigo Origem Diluicdo Fabricante
Anti-B actina sc-47778 camundongo  1:4.000 Santa Cruz
Anti-LC3B (D11) 3868 coelho 1:2.000 Cell Signaling
Anti-SQSTM1 (D3) sc-28359 camundongo  1:1000 Santa Cruz
Anti-camundongo  074-1806 cabra 1:10.000 KPL
Anti-coelho 074-1516 cabra 1:10.000 KPL

4.13. Quantificacéo de IDO e PGE2

Realizou-se a quantificacdo da enzima IDO e da proteina PGE-2 pelo método
de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”). Os analitos foram quantificados no sobrenadante da cultura
(meio condicionado, MC) de MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com 5-AZA (5uM) e
FK506 (10pg/mL). O MC das MSC(CB) controle foi recolhido depois de quatro dias da
troca total do meio de cultura. No momento da coleta, as células encontravam-se 90%
confluentes. O MC dos grupos tratados foram recolhidos da mesma maneira que o
grupo anterior, ap0s quatro dias de cultivo. As amostras foram centrifugadas a
12.000xg/20min/4°C (microcentrifuga refrigerada, Vision VS-15000CFN Il) para a
excluséo de debris e submetidas a andlise da concentragdo molecular.

Os experimentos foram realizados seguindo a bula/protocolo dos kits DuoSet®
ELISA Development System Humam Indoleamine 2,3-dioxygenase/IDO (cn: DY6030-
05) e Parameter™ Prostaglandin E2 Assay (cn: KGE004B) (R&D Systems, EUA). Em
resumo, 0s experimentos foram realizados em microplacas de 96 pogos com
anticorpos de captura adsorvidos ao fundo, com alta afinidade para os analitos de
interesse. Apés a incubacéo das amostras diluidas, do padrdo e dos controles, os
anticorpos conjugados de deteccao, estreptavidina-HRP foram adicionados e depois
a solucéo substrato, entédo, lidos por um densitdmetro Optico. A quantidade de sinal
produzido é proporcional a quantidade de analitos ligados. Para deteccao de IDO as

amostras de sobrenadante foram diluidas 2 vezes para detecgéo de IDO e 3 vezes
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para quantificacdo de PGE-2. Para este experimento de analise de sobrenadante,
N=3.

4.14. Analise estatistica dos dados

Os gréficos e as analises estatisticas foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prisma 8.0.1. (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Quando a
distribuicAo em todas as variaveis foi considerada normal, aplicou-se o teste T
pareado bicaudal seguido do pés-teste de Dunn para comparacdo de dois grupos
experimentais. Nos casos em que a distribuicdo ndo foi gaussiana, utilizou-se o teste
pareado bicaudal Wilcoxon para dois grupos experimentais. One-Way ANOVA (pos-
teste de Turkey) para mudaltiplos grupos. Os resultados foram apresentados em
gréaficos, como a média * erro padrao da média (SEM, do inglés “Standard Error of the
Mean”) dos valores obtidos para diferentes doadores de células. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05 (5%).
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados separadamente para cada tipo de pré-
condicionamento (5-azacitidina ou tacrolimo) para ressaltar e detalhar seus efeitos
especificos, e também, porque, este trabalho n&do teve como objetivo comparar os dois
tipos de pré-condicionamentos entre si.

A caracterizagdo das MSCs neste estudo foi conduzida com base nos critérios
para identificacdo de populacdes mesenquimais, estabelecidos pelo Comité de
Estudos com MSCs da ISCT (Domini et al., 2006). As MSC(CB) nao pré-
condicionadas foram inoculadas na densidade de 3.000 unidades/cm? (ou 2,25x10°%)
em frascos T75cm2 e apOs algumas horas, as células que aderiram ao material
plastico distribuiram-se em monocamada e exibiram morfologia fibroblastoide. Em
torno de sete dias, as MSC(CB) nédo pré-condicionadas confluiam a 70-80%, com duas
trocas parciais de meio a-MEM 10%SFB neste periodo. A taxa de replicacdo variou
para cada amostra de MSC(CB), sendo variagdo mais evidente ao sétimo dia de
cultivo. Todas as amostras MSC(CB) controles apresentaram qualitativamente o
mesmo potencial de diferenciacéo, quantitativamente o mesmo imunofenoétipo (% de
células positivas para varios marcadores de superficie) e indices de viabilidade

celulares (86,0% +1,8) similares.
5.1.Pré-condicionamento das MSC(CB) com 5-Azacitidina
5.1.1. Expanséo e caracterizacdo de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA

MSC(CB) foram pré-condicionadas ou ndo com 1, 2.5 ou 5uM do farmaco 5-
AZA por 24 horas. A morfologia fibroblastdide manteve-se ao longo do cultivo na
presenca ou auséncia de 5-AZA. Pela analise microscopica observamos que, com
mesmo tempo de cultura as MSC(CB)+5AZA proliferaram menos que as MSC(CB) do
grupo controle (Figura 4). Para verificar se o farmaco estaria afetando a viabilidade
das células, as amostras foram marcadas com Anexina-V/PI e o percentual de células
pré-apoptoticas (em fase inicial e final de morte celular) foi analisado por citometria de
fluxo. O pré-condicionamento nédo alterou a viabilidade das MSC(CB)+5AZA em

relacdo as células controles (Figura 5).
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Figura 4 — Analise da morfologia de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA. As MSCs em sexta
passagem foram cultivadas com meio de cultura padrdo suplementado com 5-AZA em trés diferentes
concentracdes (1, 2.5 e 5uM), O grupo controle ndo recebeu tratamento farmacol6gico. As células
foram fotografadas no 7° dia apds o plagueamento para analise da morfologia e do crescimento. As
células controles apresentaram morfologia e crescimento caracteristicos com 70-80% de confluéncia.
As células pré-condicionadas com 5-AZA controles apresentaram morfologia caracteristica e
crescimento diminuido com 40-50% de confluéncia (imagem de MSCs do grupo 5-AZA, dose 5uM).
Magnificagdo 100X.
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Figura 5 — Andlise de viabilidade das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA. As células em
passagem 6 foram cultivadas durante 7 dias com meio de cultura padrdo suplementado com 5-AZA
nas dltimas 24h, em trés diferentes concentragdes (1, 2.5 e 5uM), sendo o grupo controle aquele que
ndo recebeu tratamento farmacoldgico. Ao atingirem 80% de confluéncia, as células obtidas foram
contadas, separadas, marcadas com Anexina-V APC/PI e imediatamente analisadas por citometria de
fluxo. N=3. As barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM dos eventos adquiridos.

A cinética de crescimento das MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com 5-AZA
foi estabelecido a partir do numero de células obtidas a cada 24 horas até o dia 7. A
concentracdo celular inicial de 2.000 células/cm? foi utilizada para todos os grupos
(controle, 5-AZA a 1, 2.5 e 5uM). Os resultados mostraram que 0 grupo
MSC(CB)+5AZA, teve a proliferagcdo fortemente reduzida pelo tratamento com o
farmaco ao logo do periodo de 7 dias, independentemente da dose. No ultimo dia da
curva, a densidade celular variou de 5,5 (+0,8) x10%a 5,8 (£1,4) x10* células/mL contra
13,4 (£1,1) x10 células/mL do grupo controle (Figura 6a). Para facilitar a comparagao

entre as condicdes, calculou-se também o fator de expanséo, que demonstrou uma
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diferenca crescente da taxa de proliferacdo do grupo MSC(CB)+5AZA a patrtir dos dias
4 e 5 em relacdo ao controle, com fatores de expanséo que foram iguais a 3,0 (x0,2)
e 5,3 (£0,6) respectivamente, significativamente menores que do grupo controle nos
periodos correspondentes (13,8 £0,6 e 21,6 £0,4). Tendo o grupo MSC(CB)+5AZA
alcancado um fator de expanséo igual a 15,9 (+3,6) vezes a quantidade celular inicial,
sem diferencas estatisticas entre as concentracfes de 5-AZA ao sétimo dia (Figura
6b).
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Figura 6 — Cinética de crescimento das MSC(CB) pré-condicionadas com diferentes
concentracdes de 5-AZA (a) e fatores de expanséo calculados (b) durante sete dias de cultivo em
placas de 24 pocos, com inéculo inicial de 2,0x103 células/mL, volume de trabalho igual a 1mL/pogo,
meio a-MEM 10%SFB, 37°C. N=3. Os valores plotados correspondem as médias e ao SEM das
contagens de MSC(CB) em passagem 5. Foram consideradas significativas as diferengas quando
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001. Grupo: AZA1, recebeu 1uM; AZA2.5, recebeu 2.5uM;
AZAS5, recebeu 5uM.

0

A caracterizacdo imunofenotipica das MSC(CB) (Figura 7) demonstrou que
todos os grupos exibiram o fenétipo de superficie caracteristico de MSCs, evidenciado
pela alta porcentagem de células positivas para CD13, CD29, CD44, CD49, CD73,
CD90, CD105, CD166, HLA-ABC e negativas para CD14, CD31, CD34, CD45 e HLA-
DR conforme detalhado pela ISCT (Dominici et al., 2006). Ndo houve diferencas
relevantes no perfil imunofenotipico de MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com 5-
AZA.
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Figura 7 — Perfil imunofenotipico das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA.As células em sexta
passagem foram cultivadas com meio de cultura padrdo suplementado com 5-AZA em trés diferentes
concentracdes (1, 2.5 e 5uM). O grupo controle ndo recebeu tratamento farmacolégico. As células
obtidas foram contadas, separadas, marcadas com anticorpos especificos e imediatamente analisadas
por citometria de fluxo. N=3. As barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM dos eventos
adquiridos.

O potencial de diferenciacao celular das MSC(CB) foi avaliado por ensaios de
inducao de diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos durante 21 dias. Foi possivel a
identificacdo de alguns depdsitos multiloculares de gordura (mdultiplas vesiculas
citosolicas contendo triglicerideos) ainda que a adipogénese das MSC(CB) seja
limitada, na presenca ou ndo do farmaco 5-AZA. A osteogénese foi identificada pela
coloracdo substancial de cristais hidroxiapatita no meio extracelular. As MSC(CB) de
todos os grupos foram capazes de se diferenciar em adip6citos ou ostedcitos (Figura
8).
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Figura 8 - Diferenciagdo das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA em adip6citos e
ostedcitos. As células em passagem 5, previamente tratadas com 5-AZA em trés diferentes
concentracdes (1, 2.5 e 5uM), foram cultivadas com meio indutor de diferenciacdo durante 21 dias. O
grupo controle ndo recebeu tratamento farmacoldgico. Para a identificacdo de adipdcitos foram
utilizadas a coloracdo com SUDAN-II escarlate (setas pretas indicam a presenca de goticulas lipidicas)
e 0 método Von Kossa para ostedcitos (areas escuras sao depdsitos extracelulares de célcio). N=3.
Magnificagdo 200X, 200X e 100X respectivamente.

5.1.2. Andlise de autofagia em MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA

Apesar da 5-AZA néo ter afetado a morfologia, viabilidade, perfil
imunofenotipico e potencial de diferenciagdo das MSC(CB), promoveu alteracdes
significativas na proliferacdo celular. No entanto, ndo houve correlacdo entre a
diminuicdo da proliferacdo com o aumento da concentracdo do farmaco. Em vista
disso, a maior concentracao do farmaco (5uM) foi selecionada para a realizagdo dos
ensaios funcionais subsequentes.

Com objetivo de verificar se a 5-AZA gera estresse celular, e com isso, aumento
do processo autofagico nas MSC(CB), foi avaliada a expressado de LC3B-I, proteina
essencial deste processo e de seu produto de clivagem, a LC3B-II. Para avaliacéo da
autofagia a razdo LC3B-II/LC3B-I deve ser calculada. Quanto maior esta razdo, mais
estimulado o processo autofagico. Houve uma grande variacdo inter-amostral, sendo
as razbes LC3B-Il/LC3B-I mais elevadas nas células dos doadores #1 e #3 do grupo



53

MSC(CB)+5AZA (1,40 e 0,94 respectivamente) do que em seus controles (0,77 e 0,74
respectivamente), enquanto o doador #2 do grupo tratado exibiu resultado inverso
(4,60 vs. 3,13 do controle #2) (Figura 9a).

Buscando confirmar se o fluxo autofagico estaria também aumentado nas
MSC(CB) sob a influéncia do farmaco, adicionou-se cloroquina (CQ, um inibidor
quimico da autofagia) na cultura e a expressao das proteinas LC3B-I, LC3B-Il e p62
foi analisada (Figura 9b). Dentro do grupo MSC(CB)+5AZA, a razdo LC3B-II/LC3B-I
do doador #3 foi igual a 1,40 e a razédo p62/B-actina igual a 2,48. J& os doadores #1 e
#2 apresentaram raz6es LC3B-II/LC3B-I inferiores (0,95 e 0,93 respectivamente) e
p62 igual a 2.87 e 1.71, respectivamente. Na comparacdo grupo controle vs.
MSC(CB)+5AZA, as razdes LC3B-II/LC3B-I dos controles (#1 = 1.54, #2 = 1.13 e #3
= 1.84) foram maiores que 0s grupos de tratamento (#1 = 0.95, #2 = 0.93, #3 = 1.40).
Em relagdo a p62/B-actina, a razdo também foi superior para os controles dos
doadores #1 e #3 (3,27 e 2,67 respectivamente) contra seus respectivos grupos de
tratamento (#1 = 2,87 e #3 = 2,48), porém, a razao p62/B-actina do doador #2 tratado

(1,71) foi superior ao seu controle (1,11) (Figura 9c).
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Figura 9 — Anélise do processo e fluxo autofagicos de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA
ou FK506. As MSC(CB) previamente pré-condicionadas ou ndo com 5-AZA ou FK506, foram lisadas e
submetidas a analise da expressao de proteinas da autofagia por eletroforese e Western blotting. (a)
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Andlise do processo autofagico. A intensidade das bandas LC3B-lI e LC3B-IlI foi mensurada e foi
calculada a razédo LC3B-II/LC3B-I. (b) Analise do fluxo autofagico. Apds exposi¢cdo das MSC(CB) a
cloroquina (CQ), intensidade das bandas das proteinas LC3B-I, LC3B-Il, p62 e (-actina foi mensurada
e foram calculadas a razdes LC3B-II/LC3B-I e p62/B-actina. (c) Na tabela estdo apresentados os
valores calculados do fluxo autofagico, com base na razdo de LC3B-IlI/LC3B-I e p62/B-actina
previamente calculada para cada grupo. Fluxo autofagico: valor da razdo da amostra tratada com CQ
dividido pelo valor da razdo da amostra ndo tratada com CQ, para cada grupo avaliado. Grupos:
controle, sem farmaco; AZA5, recebeu 5uM de 5-AZA; FK10, recebeu 10ug/mL de FK506. N=3
(doadores #1, #2 e #3).

5.1.3. Andlise do secretoma das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA

O meio condicionado (MC) das MSC(CB) foi submetido a quantificacdo de 105
fatores sollveis (citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, dentre outros),
utilizando um imunoensaio de membrana comercial, conforme metodologia descrita
em Material e Métodos.

Das 105 proteinas avaliadas, 34 proteinas foram detectadas e categorizadas
como pro-inflamatorias, anti-inflamatérias e pleiotropicas. Os niveis relativos de
expressao proteica foram quantificados e comparados entre os grupos (Figura 10a).
O grupo MSC(CB)+5AZA apresentou um aumento significativo da expressdo de
CCL2, CD105, CD147, CHI3-L1, VCAM-1 e diminuicéo significativa de LIF.

Todavia, observou-se uma tendéncia positiva, ou seja, aumento sem
significancia estatistica, da expressdo de diversas moléculas, tais como CCL7,
cistatina C, CXCL1, CXCL5, GDF-15, ICAM1, IL-24, M-CSF, MIF, osteopontina e
uPAR, além da reducéo de outras proteinas em relacdo ao grupo controle, tais como
CD40L, IL-27, IL-32, SHBG e vitamina D. (Figura 10b-e).

Foi realizada também a quantificacao de PGE-2 e IDO (em pg/mL) no MC de
MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com 5-AZA, pelo método de ELISA. A PGE-2 foi
secretada mais abundantemente pelas MSC(CB)+5AZA, cuja concentracao foi
1792,0g/mL versus 753,7pg/mL pelas células do grupo controle (Figura 11a). A IDO
foi detectada em baixa quantidade e ndo houve diferenca entre os grupos (Figura
11b).
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Figura 10 — Perfil de citocinas no secretoma de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA. O meio
condicionado (MC) de MSC(CB) previamente tratadas com 5uM de 5-AZA ou nédo tratadas (grupo
controle) foi analisado por um imunoensaio de membrana semiquantitativo, pelo qual foram detectadas
34 proteinas sollveis (a) categorizadas em pro-inflamatérias (b), anti-inflamatérias (c), pleiotropicas
(d), outras (e). N=2. As barras verticais correspondem as médias da expressao relativa e ao SEM das
amostras. As diferengas foram consideradas significativas quando *p<0,05, **p<0,01 e ***P<0.001.
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Figura 11 — Analise da concentracdo de PGE-2 e IDO no secretoma de MSC(CB) pré-
condicionadas com 5-AZA. O MC de MSC(CB) previamente tratadas com 5uM de 5-AZA ou nao
tratadas (grupo controle) foi analisado pela método de ELISA, onde absorbancia detectada por um leitor
de microplacas é diretamente proporcional a concentracao das proteinas (a) PGE-1 e (b) IDO. N=3. As
barras verticais correspondem as médias das concentra¢des dos analitos e ao SEM das amostras.

Foi utilizado também um imunoensaio de membrana comercial para avaliar os
perfis de expressdo de 55 proteinas relacionadas a angiogénese, que foram
classificadas como pro-angiogénicas, anti-angiogénicas ou outras moléculas
relacionadas a angiogénese. Foram detectadas 36 proteinas das 55 analisadas
(Figura 12a). A expressdo de artemina, uPA, VEGF e TIMP4 encontraram-se
significativamente elevadas. Contudo, uma tendéncia positiva também foi observada
para a expressdo de diversas proteinas, tais como, activina A, anfiregulina,
angiogenina, CXCL4, CXCL16, FGF1, FGF2, GDNF, IGFBP-3, PDGF-AA, PIGF,
plasminogénio, prolactina, PK1, serpina F1 e TGF-B. Por outro lado, houve tendéncia
na reducéo de HGF, IGFBP-1, CD26, endotelina-1 e fator Il da coagulacdo em relacao
grupo controle (Figura 12b-d). As proteinas cujas expressdes ndo foram alteradas

pelo tratamento com 5-AZA também podem ser encontradas na Figura 12b-d.
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Figura 12 — Perfil de fatores angiogénicos no secretoma de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-
AZA. O meio condicionado (MC) de MSC(CB) previamente tratadas com 5uM de 5-AZA ou néo tratadas
(grupo controle) foi analisado por um imunoensaio de membrana semiquantitativo, pelo qual foram
detectadas 36 proteinas sollveis (a) que foram categorizadas em pré-angiogénicas (b), anti-
angiogénicas (c), outras (d). N=2. As barras verticais correspondem as médias da expressao relativa e
ao SEM das amostras. As comparacgdes foram consideradas significantes quando *p<0,05, **p<0,01 e
*+xP<0.0001.
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5.1.4. Avaliacdo do potencial imunossupressor de MSC(CB) pré-condicionadas
com 5-AZA

A inibicao da proliferacédo de linfocitos T € um ensaio funcional in vitro realizado
para avaliar as propriedades imunossupressoras/anti-proliferativas das MSCs. Para
tal, MSC(CB) foram cocultivadas com PBMCs ativados com PHA-M (previamente
marcados com CFSE) durante 4 dias, em proporcdes progressivas de MSC:PBMCs
(1:2, 35, :10, :20). Conforme mostrado na Figura 13, as MSC(CB)pré-condicionadas
com 5-AZA inibiram a proliferacdo de linfocitos T CD3* similarmente ao grupo controle
nas trés primeiras propor¢cdbes MSC:.CD3*. Contudo, na proporcdo 1:20, as
MSC(CB)+5AZA foram capazes de inibir a proliferacéo de linfécitos T CD3* com maior
eficiéncia (59,6% £9,0) que o grupo controle de MSC(CB) nao pré-condicionadas
(50,8% +8,2).
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Figura 13 — Porcentagem de inibicdo da proliferagcdo de linfécitos T por MSC(CB) pré-
condicionadas com 5-AZA. As MSC(CB) em passagem 4, previamente tratadas com 5uM de 5-AZA
ou nao (grupo controle), cocultivadas durante quatro dias com PBMCs alogénicas ativados por PHA-
M, nas propor¢des 1:2, :5, :10 e :20. No dia 4, as PBMCs ja previamente marcadas com CFSE foram
incubados coletadas e marcadas com anticorpo anti-CD3 e analisadas por citometria de fluxo. N=3.As
barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM dos eventos adquiridos. Foram consideradas
significativas as diferencas cujo valor de p foi <0,05.

5.1.5. Avaliacéo do potencial angiogénico de MSC(CB) pré-condicionadas com

5-AZA

O potencial angiogénico das MSC(CB) foi avaliado pela capacidade de
induzirem a migracao em células endoteliais e formagé&o de estruturas semelhantes a
vasos capilares. Para tal, o meio condicionado (MC) de MSC(CB) pré-condicionadas
ou ndo com 5-AZA foi aplicado sobre as culturas de HUVECs e os efeitos, entéo,
comparados em periodos previamente determinados. No ensaio de migracao
endotelial, 20 horas apés a adicdo do MC, observou-se que as HUVECs incubadas
com MC do grupo MSC(CB)+5AZA apresentaram uma reducdo significativa da area

aberta (Figura 14a), correspondendo a 42,56% (+1,0) de fechamento contra 14,43%
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(x2,0) do controle (Figura 14b). Da mesma forma, no ensaio de formacéo de vasos,
o MC do grupo MSC(CB)+5AZA induziu a formacao de estruturas mais numerosas e
robustas no matrigel em relacdo ao grupo controle, apdés 15 horas de incubacgéo
(Figura 15a). O potencial angiogénico do MC das MSC(CB) pré-condicionadas com
5-AZA foi comprovado pelo percentual da area ocupada por estruturas endoteliais
(19,77% +1,5), nUmero de entroncamentos (300 £12,3) e tubos (142 +17,0), bem como
a soma total dos comprimentos tubulares na amostra (10.277 +366,13) (Figura 15b).
Todos estes parametros avaliados foram significativamente maiores quando as

HUVECSs foram tratadas com o meio das MSC(CB) pré-condicionadas.
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Figura 14 — Efeito do meio condicionado de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA sobre a
migracdo de HUVECs. O ensaio de migracao de células endoteliais (conhecido como “Scratch Assay”)
foi realizado com HUVECs em p5 cultivadas com MC de MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com 5-
AZA em placas de 48 poc¢os. a) As imagens foram registradas imediatamente ao risco/ranhura (Oh) e
apos 20h, b) as barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM do fechamento de area.
Grupos: EGM ou controle de migragdo méxima; EBM ou controle de migragdo minima; Controle,
recebeu MC de MSC ndo-tratadas; AZA5, recebeu MC de MSC tratadas com 5-AZA a 5pM. N=3.
Diferencas foram consideradas significativas quando p foi <0,05. n.s= ndo significativo. Magnificacao
100X.
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Figura 15 — Potencial angiogénico do meio condicionado de MSC(CB) pré-condicionadas com
5-AZA.HUVECs em passagem 5 foram cultivadas com o MC de MSC(CB) pré-condicionadas com 5-
AZA ou ndo para avaliar a formacgéo de estruturas semelhantes a vasos capilares, em placas de 96
pocos. a) As imagens foram registradas 15 horas apods a adicdo do MC, b) as barras verticais
correspondem as médias e ao SEM dos elementos relacionados a angiogénese, dados em porcentual,
unidades ou valores arbitrarios (pixels). Grupos: EGM, controle méximo de angiogénese; Controle,
recebeu MC de MSC nao-tratadas; AZA5, recebeu MC de MSC tratadas com 5-AZA a 5uM. N=3. Foram
consideradas significativas quando *p<0,05 e **p<0,01. Magnificacéo 100X.

5.2. Pré-condicionamento das MSC(CB) com Tacrolimo
5.2.1. Expanséo e caracterizacdo de MSC(CB) pré-condicionadas com FK506

MSC(CB) foram pré-condicionadas ou ndo com 1, 5 ou 10ug/mL do farmaco
FK506 por 72 horas. A morfologia fibroblastéide manteve-se ao longo do cultivo na
presenca ou auséncia do FK506 e sem demasiadas diferencas no crescimento
(Figura 16). Para verificar se este farmaco estaria afetando a viabilidade das
MSC(CB), as amostras foram marcadas com Anexina-V/Pl para determinar o
percentual de células pro-apoptoticas (em fase inicial e final de morte celular) via
citometria de fluxo. O resultado do pré-condicionamento mostrou que ndo houve

alteracdo na viabilidade das células em relacéo ao controle (Figura 17).
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Figura 16 — Andlise da morfologia de MSC(CB) pré-condicionadas com FK506. As MSCs em sexta
passagem foram cultivadas com meio de cultura padrdo suplementado com FK506 em trés diferentes
concentracdes (1, 5 e 10pg/mL), O grupo controle nao recebeu tratamento farmacoldgico. As células
foram fotografadas no 7° dia apds o plagueamento para analise da morfologia e do crescimento. As
células controles apresentaram morfologia e crescimento caracteristicos com 70-80% de confluéncia.
As células pré-condicionadas com FK506 controles apresentaram morfologia caracteristica e
crescimento sutilmente diminuido com 60-70% de confluéncia (imagem de MSCs do grupo FK506, dose
10pg/mL). Magnificagdo 100X.
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Figura 17 — Anédlise de viabilidade das MSC(CB) pré-condicionadas com FK506. As células em
passagem 6 foram cultivadas durante 7 dias com meio de cultura padrédo suplementado com FK506
nas Ultimas 24h, em trés diferentes concentracgdes (1, 5 e 10ug/mL), sendo o grupo controle aquele que
nao recebeu tratamento farmacoldgico. Ao atingirem 80% de confluéncia, as células obtidas foram
contadas, separadas, marcadas com Anexina-V/PIl e imediatamente analisadas por citometria de fluxo.
N=3. As barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM dos eventos adquiridos. Grupo: FK1,
recebeu 1pg/mL; FK5, recebeu 5ug/mL; FK10, recebeu 10pg/mL.

A cinética de crescimento das MSC(CB) tratadas ou ndo com FK506 foi
estabelecida a partir do numero de células obtido a cada 24 horas durante 7 dias. A
concentracdo celular inicial de 2.000 células/cm? foi utilizada para todos os grupos de
comparacao (controle, FK506 a 1, 5 ou 10ug/mL de FK506). Os resultados mostraram
que as MSC(CB)+FK506 mantiveram a taxa de proliferacdo semelhante ao grupo
controle no decorrer do periodo, especialmente na menor concentracédo do farmaco.
No ultimo dia da curva de crescimento, o numero de células variou de 9,52 (£1,5) x10*

a 12,4 (x1,5) x10* células/mL versus 13,4 (x1,1) x10* células/mL no grupo controle,
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sem diferenca estatistica (Figura 18a). Para facilitar a comparacdo entre as
condicles, estimou-se também os fatores de expanséo, que mostrou um decaimento
sutil na taxa de proliferacdo do grupo MSC(CB)+FK506 no sétimo dia, mais evidente
na cultura de MSC(CB) pré-condicionadas com 10ug/mL. Ao final da cinética de
crescimento os fatores de expanséo do grupo de MSC(CB) pré-condicionadas com de
1, 5 ou 10pg/mL foram 32,8 (+4,1), 27,6 (¥4,2) e 25,0 (%4,0), respectivamente. Os
fatores de expansao do grupo MSC(CB)+FK506 nao diferiram significativamente entre
si (Figura 18b).
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Figura 18 — Cinética de crescimento das MSC(CB) pré-condicionadas com diferentes
concentracdes de FK506 (a) e fatores de expanséo calculados (b) durante sete dias de cultivo em
placas de 24 pocos, com inéculo inicial de 2,0x103 células/mL, volume de trabalho igual a 1mL/pocgo,
meio a-MEM 10%SFB, 37°C. Os valores plotados correspondem as médias e ao SEM das contagens
de MSC(CB) em passagem 5. Grupo: FK1, recebeu 1ug/mL; FK5, recebeu 5ug/mL; FK10, recebeu
10pg/mL. N=3. Foram consideradas significativas as diferencas quando *p<0.05.

A caracterizacdo imunofenotipica das MSC(CB) (Figura 19) demonstrou que
todos os grupos exibiram o fenétipo de superficie caracteristico de MSCs,
caracterizado pela alta porcentagem de células positivas para CD13, CD29, CD44,
CD49, CD73, CD90, CD105, CD166, HLA-ABC e negativas para CD14, CD31, CD34,
CD45 e HLA-DR conforme detalhado pela ISCT (Dominici et al., 2006). Nao houve
diferencas relevantes no perfil imunofenotipico de MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo
com FK506.
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Figura 19 — Perfil imunofenotipico das MSC(CB) pré-condicionadas com FK506. As células em
sexta passagem foram cultivadas com meio de cultura padrdo suplementado com FK506 em trés
diferentes concentra¢cBes (1, 5 e 10ug/mL). O grupo controle ndo recebeu tratamento farmacoldgico.
As células obtidas foram contadas, separadas, marcadas com anticorpos especificos e imediatamente
analisadas por citometria de fluxo. N=3. As barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM dos
eventos adquiridos.

O potencial de diferenciacao celular das MSC(CB) foi avaliado por ensaios de
inducdo de diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos durante 21 dias. O grupo
MSC(CB)+FK506 exibiu escassos depdsitos de gordura (triglicerideos). Ja a
osteogénese, foi marcada pela presenca de cristais hidroxiapatita no meio
extracelular. Portanto, MSC(CB) pré-condicionadas ou nao com diferentes
concentracbes de FK506 foram capazes de se diferenciarem nas linhagens

adipogénica e osteogénica (Figura 20).
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Figura 20 - Diferenciacdo das MSC(CB) pré-condicionadas com FK506 em adipécitos e
ostedcitos. As células em passagem 5, previamente tratadas com FK506 em trés diferentes
concentracdes (1, 5 e 10pg/mL), foram cultivadas com meio indutor de diferenciagédo durante 21 dias.
O grupo controle ndo recebeu tratamento farmacolégico. Para a identificacdo de adipdcitos foram
utilizadas a coloracdo com SUDAN-II escarlate (setas pretas indicam a presenca de goticulas lipidicas)
e 0 método Von Kossa para ostedcitos (areas escuras sdo depositos extracelulares de calcio). N=3.
Magnificagdo 200X, 200X e 100X respectivamente.

5.2.2. Andlise do perfil autofagico de MSC(CB) pré-condicionadas com FK506

O FK506 ndo promoveu alteracdes notérias sobre a proliferacdo celular,
viabilidade e caracteristicas imunofenotipicas das MSC(CB) tratadas com 1 e 5ug/mL
de FK506. Embora a maior concentracao do farmaco (10pg/mL) tenha afetado mais a
expansao celular, a viabilidade e as demais caracteristicas foram preservadas. Com
objetivo de investigar se as propriedades funcionais das MSC(CB) estariam sendo
alteradas pelo tratamento com FK506, a dose 10ug/mL foi selecionada para a
realizacdo dos ensaios subsequentes.

A avaliacdo do processo e fluxo autofagico foi também realizada em MSC(CB)
pré-condicionadas ou ndo com o farmaco tacrolimo. As razées LC3B-II/LC3B-I entre
os doadores do grupo MSC(CB)+FK506 foram heterogéneas (#1 = 0.92, #2 =1.31, #3
= 0.70), sendo as células tratadas do doador #2 aquelas que exibiram a maior razédo

LC3B-II/LC3B-I. Quando sao comparados controles vs. tratamento, verifica-se que as
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MSC(CB)+FK506 do doador #1 possuem razédo LC3B-II/LC3B-lI superior ao seu
respectivo controle (0,77), do doador #2 possuem razao inferior ao seu respectivo
controle (4,60) e as MSC(CB)+FK506 do doador #3 apresentam razao similar ao
proprio controle (0,74) (Figura 9a). Com objetivo de avaliar o fluxo autofagico nas
MSC(CB) pré-condicionadas com FK506, realizou-se um experimento adicionando
CQ na cultura. A intensidade de expresséo das bandas das proteinas LC3-1, LC3B-II
e p62 foi analisada e as razdes LC3B-1I/LC3B-| e p62/B-actina calculadas (Figura 9b).
Os valores calculados de fluxo autofagico nas MSC(CB) de todos os doadores foram
relativamente homogéneos. A razdo LC3B-1I/LC3B-I foi 1,28 para doador #1, 1,20 para
doador #2 e 1,45 para doador #3. A razado p62/B-actina também aumentou em todas
as MSC(CB) ap6s a adicdo de CQ. Na comparagdo grupo controle vs.
MSC(CB)+FK506, as razdes LC3B-II/LC3B-I dos controles #1 e #3 (1,54 e 1,84
respectivamente) foram maiores do que das células tratadas. Contudo, as
MSC(CB)+FK506 do doador #2 apresentaram uma razao (1,20) ligeiramente superior

ao proprio controle (1,13) (Figura 9c).

5.2.3. Andlise do secretoma das MSC(CB) pré-condicionadas com FK506

Foi realizada a quantificacdo de 105 fatores sollveis (citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, dentre outros) no meio condicionado (MC) de MSC(CB) pré-
condicionadas ou ndo com tacrolimo. Foram detectadas e quantificadas 33 proteinas
(Figura 21a). O grupo MSC(CB)+FK506 apresentou aumento de trombospondina 1 e
uma reducgao significativa da expressao de CD105, CXCL1, CXCL5, FGF19 e LIF.
Outras moléculas exibiram-se alteradas no MC do grupo tratado com FK506, e mesmo
gue sem o diferencial estatistico, chamaram a atencao pelos resultados. Por exemplo,
UPAR parece ser mais secretado pelo grupo MSC(CB)+FK506 do que o controle,
embora uma série de outras moléculas tiveram sua sintese/secrecdo restringida
(Figura 21b-e).

A PGE-2 foi secretada em maior quantidade pelas MSC(CB)+FK506, cuja
concentragcdo foi 1.223,2pg/mL (£182,17) contra 753,7pg/mL (x208,1) do grupo
controle (Figura 22a). A IDO foi detectada, embora sem diferenca entre os grupos
(Figura 22b).
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Figura 21 — Perfil de citocinas no secretoma de MSC(CB) pré-condicionadas com FK506. O meio
condicionado (MC) de MSC(CB) previamente tratadas com 10pug/mL de FK506 ou ndo tratadas (grupo
controle) foi analisado por um imunoensaio de membrana semiquantitativo, pelo qual foram detectadas
34 proteinas soluveis (a) categorizadas em pré-inflamatorias (b), anti-inflamatérias (c), pleiotrépicas
(d), outras (e). N=2. As barras verticais correspondem as médias da expressao relativa e ao SEM das
amostras. As diferencas foram consideradas significativas quando *p<0,05, **p<0,01 e ***P<0.001.
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Figura 22 — Analise da concentracdo de PGE-2 e IDO no secretoma de MSC(CB) pré-
condicionadas com FK506. O MC de MSC(CB) previamente tratadas com 10ug/mL de FK506 ou nédo
tratadas (grupo controle) foi analisado pelo método de ELISA, onde absorbancia detectada por um leitor
de microplacas é diretamente proporcional a concentracdo das proteinas (a) PGE-1 e (b) IDO. N=3. As
barras verticais correspondem as médias das concentra¢des dos analitos e ao SEM das amostras.

Além disso, foi avaliada também a expressao de 55 proteinas relacionadas a
angiogénese e remodelamento tecidual no MC de MSC(CB) pré-condicionadas com
FK506 ou ndo. Foram detectadas 36 proteinas (Figura 23a), das quais apenas trés
encontraram-se significativamente elevadas (artemina, endostatina, PDGF-AA) e trés
significativamente diminuidas (HGF, MMP-9, serpina E1). Contudo, varias moléculas
apresentaram uma tendéncia maior de expressao (sem significancia estatistica), tais
como a anfiregulina, CXCL4, endotelina-1, FGF2, GDNF, plasminogénio, TGF-f3,
trombospondina 2 e VEGF. Ademais, outras proteinas apresentaram uma menor
tendéncia de expressao, tais como activina A, angiopoietina 1, CD26, CXCL16, fator
Il da coagulacdo, GM-CSF, HB-EGF, IGFBP-1, PIGF, PK1, TIMP4, uPA) no grupo
MSC(CB)+FK506 (sem significancia estatistica). Figura 23b-d.
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Figura 23 — Perfil de fatores angiogénicos no secretoma de MSC(CB) pré-condicionadas com
FK506. O meio condicionado (MC) de MSC(CB) previamente tratadas com 10ug/mL de FK506 ou néo
tratadas (grupo controle) foi analisado por um imunoensaio de membrana semiquantitativo, pelo qual
foram detectadas 36 proteinas solluveis (a) que foram categorizadas em pré-angiogénicas (b), anti-
angiogénicas (c), outras (d). N=2. As barras verticais correspondem as médias da expressao relativa e
ao SEM das amostras. As comparac¢des foram consideradas significantes quando *p<0,05 e **p<0,01.
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5.2.4. Avaliacdo do potencial imunossupressor de MSC(CB) pré-condicionadas
com FK506

A inibicdo da proliferacé@o de linfécitos T € um ensaio funcional in vitro feito para
avaliar as propriedades imunossupressoras/anti-proliferativas exercidas pelas MSCs.
Conforme mostrado na Figura 24, as MSC(CB) pré-condicionadas com FK506
exibiram inibicdo da proliferacéo de linfocitos T CD3* expressivamente maior do que
0 grupo controle em todas as propor¢gdes MSC:CD3* avaliadas. Na ultima proporcéo
(1:20), as MSC(CB)+FK506 inibiram a proliferacdo dos linfocitos T CD3* em 89,5%
(x1,5) contra 50,8% (+8,2) do grupo controle. Ao contrario das células do grupo
controle, a imunossupressao promovida pelas MSC(CB) permaneceu elevada com o

aumento progressivo do niumero de linfécitos na cocultura.
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Figura 24 — Porcentagem de inibicdo da proliferagdo de linfécitos T por MSC(CB) pré-
condicionadas com FK506. As MSC(CB) em passagem 4, previamente tratadas com 10ug/mL de
FK506 ou nao (grupo controle), cocultivadas durante quatro dias com PBMCs alogénicas ativados por
PHA-M, nas proporg¢des 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20. No dia 4, as PBMCs j& previamente marcadas com CFSE
foram incubados coletadas e marcadas com anticorpo anti-CD3 e analisadas por citometria de fluxo.
N=3. As barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM dos eventos adquiridos. Foram
consideradas significativas as diferengas quando **p<0,01.

5.2.5. Avaliacao do potencial angiogénico de MSC(CB) pré-condicionadas com
FK506

Para examinar a capacidade das MSC(CB) de induzirem a migracdo em células
endoteliais e formacdo de estruturas semelhantes a vasos sanguineos, 0 meio
condicionado (MC) de MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com FK506 foi avaliado
em ensaios funcionais com HUVECs. No ensaio de migragdo endotelial, 20 horas
apos a adicdo do MC, observou-se que as HUVECs estimuladas com MC do grupo
MSC(CB)+FK506 né&o apresentaram diferenca estatistica na migracdo celular
comparadas as HUVECs que receberam o MC do grupo controle (Figura 25a),
correspondendo a 29,65% (x1,7) de fechamento versus 14,43% (+£2,0) do controle

(Figura 25b). No ensaio de formagdo de vasos em matrigel, o MC do grupo
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MSC(CB)+FK506 mitigou a formacdo de elementos relacionados ao endotélio
vascular, cuja diferenca estatistica foi significativamente menor em relacdo ao grupo
controle (Figura 26a). A diminuicdo do potencial angiogénico das MSC(CB) pelo pré-
condicionamento com tacrolimo pode ser evidenciado pelo baixo percentual da area
ocupada por estruturas endoteliais (10,51% +1,0), nimero de entroncamentos (113
15,9) e de tubos (68 £1,8), bem como a soma total dos comprimentos tubulares na
amostra (5.994 £36,14) (Figura 26b). Todos estes parametros avaliados foram
significativamente menores quando as HUVECs foram tratadas com o meio das

MSC(CB) pré-condicionadas com tacrolimo (Figura 26b).

a oh 20h
EGM
EBM : b o0
j @
| [
; «
s @
R, o Mse °
S 2]
=
Q
£
@
=
3
controle 1L
ES
| ‘;Ew—- o & «?\‘g"@«&
1 Y s &
FK10 |

Figura 25 — Efeito do meio condicionado de MSC(CB) pré-condicionadas com FK506 sobre a
migracdo de HUVECs. O ensaio de migracao de células endoteliais (conhecido como “Scratch Assay”)
foi realizado com HUVECs em p5 cultivadas com MC de MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com
FK506 em placas de 48 pocos. a) As imagens foram registradas imediatamente ao risco/ranhura (Oh)
e apos 20h, b) as barras verticais correspondem as médias (%) e ao SEM do fechamento de éarea.
Grupos: EGM ou controle de migracdo méxima; EBM ou controle de migragdo minima; Controle,
recebeu MC de MSC ndao-tratadas; FK10, recebeu MC de MSC tratadas com FK506 a 10ug/mL. n.s =
ndo significativo. N=3. Magnificacdo 100X.
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Figura 26 — Potencial angiogénico do meio condicionado de MSC(CB) pré-condicionadas com
FK506. HUVECs em passagem 5 foram cultivadas com o MC de MSC(CB) pré-condicionadas com
FK506 ou ndo para avaliar a formacéo de estruturas semelhantes a capilares sanguineos, em placas
de 96 pocos. a) As imagens foram registradas 15 horas ap6s a adicdo do MC, b) as barras verticais
correspondem as médias e ao SEM dos elementos relacionados a angiogénese, dados em porcentual,
unidades ou valores arbitrarios (pixels). Grupos: EGM, controle maximo de angiogénese; Controle,
recebeu MC de MSC nao-tratadas; FK10, recebeu MC de MSC tratadas com FK506 a 10ug/mL. Foram
consideradas significativas quando ***p<0,001 e ****p<0,0001. N=3. Magnificagdo 100X.
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6. DISCUSSAO

A medula éssea humana € a principal fonte de MSCs, com frequéncia estimada
em cerca de 0,001% a 0,01% das células (Calloni et al., 2013). Contudo, MSCs foram
isoladas de outros 6érgaos/tecidos, tais como o corddo umbilical e seu muco (geléia de
Wharton), placenta, polpa dentéria, rim, sangue periférico, tecido adiposo, derme,
endométrio, membrana sinovial, dentre outros (Berebichez-Fridman & Montero-
Olvera, 2018). No entanto, MSCs isoladas de diferentes tecidos apresentam grande
heterogeneidade, em parte responsavel pelas discrepancias observadas na
capacidade de expansdo e diferenciacdo celular, no secretoma, proteoma,
transcriptoma, e nas propriedades funcionais (Hsieh et al., 2013; Subramanian et al.,
2015; Kuntin & Genever, 2021). Portanto, um grande desafio atual € delinear qual
fonte de MSCs é mais apropriada para determinada aplicagéo clinica (Lai et al., 2021;
Mo et al., 2021; Muthu et al., 2021; Shadmani et al., 2021; Xie et al., 2021).

Nesse estudo, o cordao umbilical foi utilizado por ser uma fonte de MSCs, pois
trata-se de um material biolégico de simples coleta, que néo causa risco ao doador e
geralmente é descartado apés o nascimento (Arutyunyan et al., 2016). Além disso, as
MSC(CB) tém maior capacidade proliferativa devido ao menor tempo médio de
duplicacdo, menor imunogenicidade, maior estabilidade gen6mica ao longo das
passagens e menor frequéncia de alteracGes fenotipica e funcionais considerando a
idade dos doadores, comparadas as MSCs provenientes de outras fontes adultas, sob
as mesmas condicdes (Bai et al., 2016; Amati et al., 2017; Hoffmann et al., 2017).

Atualmente, MSCs autdlogas ou alogénicas sdo usadas para diversas
aplicacoes clinicas (Naji et al., 2019). O uso de MSCs autblogas apresenta restricdes
el/ou limitacdes devido a doenca do paciente, pois se a demanda for urgente, o tempo
para isolar e expandir células autdlogas sera um fator limitante (Kornicka et al., 2019;
Zhu et al., 2021), e também, porque em algumas doencas autoimunes ou neoplasias
hematologicas, as MSCs apresentam alteracdes genéticas e funcionais que impedem
sua administracéo (Cheng et al., 2019; Cominal et al., 2021).

Alguns estudos com MSCs alogénicas em fase clinica relatam uma eficacia
terapéutica ndo tdo satisfatéria quanto os resultados em modelos animais. A falha
terapéutica pode ser devido a diminui¢cdo da viabilidade das MSCs ao encontrar o

ambiente excessivamente inflamatorio no paciente, com demasiados radicais livres,
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auséncia de estimulos de sobrevivéncia (por exemplo, fatores de crescimento), e/ou
pelos mecanismos de rejeicdo imunolégica (Zhang et al., 2019).

Apesar de maioria dos estudos vincularem o potencial imunomodulador das
MSCs principalmente & secre¢cdo de moléculas imunosupressoras/citocinas anti-
inflamatorias, novas evidéncias tém apontado que MSCs pro-apoptoticas,
metabolicamente disfuncionais ou até mesmo rompidas/lisadas, também apresentam
propriedades anti-inflamatdrias relevantes (Weiss & Dahlke, 2019). Acredita-se que
macréfagos reconhecam as MSCs senescentes/pro-apoptoticas devido a maior
exposicao de fosfatidilserina na membrana plasmatica e as eferocitem (He et al.,
2021). Esse clearance de MSCs induz a expressao de COX-2 e IDO nos macréfagos,
levando a secre¢do de PGE-2 e quinurenina, além da expressao de outras moléculas
imunomoduladoras, como PD-L1 e IL-10, pela ativacdo das vias de AMPc e PKA
(Cheung et al., 2019). As MSCs podem sofrer lise mediada por complemento ou pela
degranulacdo de linfécitos T CD8*, reestimulando ainda mais eferocitose,
consequentemente, a imunomodulacdo indireta via macréfagos (Shi et al., 2018).
Beneficios em virtude desse mecanismo ja foram observados em modelos de
punctura e ligacao cecal e doenca do enxerto contra o hospedeiro (Weiss & Dahlke,
2019).

Nesse contexto, muitos estudos tém buscado diversas estratégias para
melhorar funcionalmente e/ou aumentar a sobrevivéncia dessas células in vivo, seja
pela modificacdo do meio, condicdo de cultivo, ou com estimulacéo pré-inflamatoria
com citocinas e ativadores de TLR (Klimczak et al., 2016; de Witte et al., 2015;
Sangiorgi et al., 2016; Najar et al., 2017; Najar et al., 2018). Além disso, estudos tém
demonstrado que o pré-condicionamento das MSCs altera/melhora o contetido e/ou
quantidade de VEs produzidas pelas MSCs (Zheng et al., 2018; Showalter et al., 2020;
Harrell et al., 2020).

Neste estudo escolhemos dois farmacos amplamente empregados na pratica
clinica para realizagéo do pré-condicionamento das MSC(CB), a 5-AZA e o tacrolimo.
A 5-azacitidina (5-AZA) € uma opcéao relevante para o pré-condicionamento das
MSC(CB) partindo da premissa de que esse farmaco promove alteracdes epigenéticas
que resultam na readaptacao funcional das células (Dimopoulos & Grgnbaek, 2019).
Uma vez que a 5-AZA é captada, passa a ser fosforilada por varias enzimas quinases
(uridina citidina-, pirimidina monofosfato- e difosfatoquinases) até 5-azacitidina

trifosfato, que em sua maioria € incorporada ao RNA, entretanto, em torno de 10-20%
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€ convertida em 5-aza-2’deoxicitidina trifosfato por intermédio da ribonucleotideo
redutase, sendo por fim, integrada ao DNA (Navada et al., 2014; Agrawal et al., 2018).

Quando a 5-AZA e seu derivado (5-aza-2'deoxicitidina) ligam-se ao material
genético, bloqueiam irreversivelmente a agcdo das DNA metil-transferases durante a
duplicacdo, ou seja, a adicdo progressiva de grupos metil nas fitas de transcritos e
DNA, portanto, agem em duas vias do metabolismo de bases pirimidicas (Muller &
Florek, 2010). Agrawal & colegas (2018), afirmam que a 5-AZA leva a reativacdo de
multiplos genes (anteriormente) silenciados, ainda que varios deles sejam
supressores de tumor, estabilizando a célula entre G2 e mitose durante o ciclo celular
(Agrawal et al., 2018). Isto explicaria a cinética de crescimento mais lenta das
MSC(CB) apés o tratamento com 5-AZA, independente das doses utilizadas neste
estudo.

O pré-condicionamento de MSC(CB) foi realizado de maneira dose crescente
com 5-AZA (1, 2.5 e 5uM) para avaliar cautelosamente, como o crescimento e
viabilidade estariam sendo afetados, e porventura, inviabilizando o pré-
condicionamento de MSCs com este farmaco para aplicacdo clinica futura. As
MSC(CB) tratadas com 5-AZA apresentaram 0S requisitos obrigatérios da ISCT
(Dominici et al., 2006) para caracterizacdo da identidade de células estromais
mesenquimais, pois as MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA aderiram ao plastico,
exibiram morfologia fibroblastoide em meio de cultura padrdo, apresentarem alta
expressao (295%) dos antigenos de superficie CD105, CD73, CD90 e expressao
negativa (<2%) de CD14, CD31, CD34, CD45 e HLA-DR, bem como diferenciaram-se
em adipdcitos e ostedcitos in vitro.

Apesar do pré-condicionamento com 5-AZA ou FK506 ndo ter afetado a
morfologia, imunofenotipo, viabilidade e diferenciagdo multipotencial das MSC(CB),
nao significa, necessariamente, que “ajustes metabdlicos” ndo tenham se iniciado
nessas células. Sabendo que a 5-AZA, bem como o FK506, agem em sistemas e
compartimentos intracelulares diferentes, as dinamicas das vias de sinalizagéo, vias
metabdlicas, expressao génica e a sintese proteica sdo inevitavelmente alteradas.
Portanto, o estimulo prolongado com tais farmacos poderia favorecer o surgimento de
produtos/metabdlitos citotoxicos, levando a senescéncia metabdlica.

Nesse contexto, a autofagia € um processo essencial para reciclagem de
componentes citosolicos e readaptacdo bioquimica que protege as células. Desta

forma, estimulos estressores relacionados ao tratamento das MSC(CB) com 5-AZA
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ou com FK506 poderiam ativar processo autofagico nas mesmas, o qual
reestabeleceria a homeostase pela expressao de genes anti-apoptoticos, secrecao
autocrina de fatores de crescimento e pela exportacéo de VEs, agindo nas células da
vizinhancga na tentativa de balancear/reduzir o estresse causado pelos farmacos (Li et
al., 2018; Yuan et al., 2019; Weiss et al., 2019).

A anélise do processo autofagico em MSC(CB) pré-condicionadas ou ndo com
5-AZA revelou diferentes perfis de expressao de LC3B-I e LC3B-Il, especificos para
as células de cada doador. As razbes LC3B-II/LC3B-I das MSC(CB) dos doadores #1
e #3, tratadas com 5-AZA, foram similares entre si e mais elevados que o grupo
controle. Enquanto as MSC(CB) do doador #2 apresentaram resultado contrario. Uma
possivel interpretacdo bioldégica para a expressdo maior de LC3B-ll nas
MSC(CB)+5AZA (doadores #1 e #3), é que a ativacao do processo autofagico pelo
estresse causado pelo farmaco foi maior nas células dos doadores #1 e #3 do que
nas células do doador #2, provavelmente devido a heterogeneidade bioldgica
intrinseca das amostras de corddo umbilical. O aumento do processo autofagico pelo
tratamento com 5-AZA pode contribuir para a manutencdo da viabilidade e
sobrevivéncia das MSC(CB) in vitro e in vivo.

No entanto, o aumento do processo autofagico ndo implica necessariamente
no aumento do fluxo autofagico, ou seja, a “velocidade” em que o processo autofagico
ocorre, comeca e termina. O aumento do fluxo autofagico ocorre quando a célula
necessita, prontamente, reciclar materiais como proteinas ubiquitinizadas, toxinas,
organelas disfuncionais, moléculas de RNAs mal-processadas, excesso de
intermediarios das vias do metabolismo de lipidios, dentre outros, para manter sua
sobrevivéncia frente a estimulos estressores (Yang, Zhang e Ren, 2018; Chen, Chen
e Huang, 2019; Abildgaard, Brynjolfsdottir e Frankel, 2020; Restaudo, Vitale e
Giachino, 2020). Assim, para avaliar o impacto do pré-condicionamento com 5-AZA
no fluxo autofagico, foi realizado um experimento de inibicdo da autofagia com CQ.

As analises de fluxo autofagico demostraram que a relacdo LC3B-II/LC3B-I nas
MSC(CB)+5AZA #3 foi mais alta (>1,0) do que nas células dos doadores #1 e #2. Isto
€, LC3B-Il acumulou-se com maior evidéncia, apds o bloqueio da etapa final da
autofagia, indicando indiretamente, maior formacao de autofagossomos nas MSC(CB)
do doador #3. Aléem disso, a expressédo de p62 também aumentou, pois quando o
processo autofagico (degradacdo dos componentes fagolisossomais junto ao material

a ser reciclado) foi interrompido pela CQ, esta proteina se acumulou nessas células.
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Vale ressaltar que a proteina LC3B-Il e a p62 apresentam dinamicas de expressao e
funcdes diferentes no contexto da autofagia, sendo principalmente o acumulo de p62
consequéncia do processo autofagico aumentado (Rastaldo, Vitale e Giachino, 2020).

No entanto, as MSC(CB) #1 e #2 tratadas com 5-AZA exibiram um razéo LC3B-
[I/LC3B-I menor (<1,0) apos tratamento com CQ, por consequéncia, menos vesiculas
autofagossbmicas pré-formadas. Além disso, houve um acumulo de p62, em
proporcdes discrepantes, entre as MSC(CB) #1 e 3 para com as MSC(CB) do doador
#2.

As MSC(CB) controles (sem pré-condicionamento com 5-AZA) dos trés
doadores, apresentaram raz6es LC3B-II/LC3B-I (com CQ/sem CQ) superiores as
células tratadas com 5-AZA. Ainda que as MSC(CB)+5AZA tenham expressado mais
LC3B-Il (consequentemente, mais autofagossomos recém-formados elas tinham), a
dindmica de expressao dessa molécula (apos a adi¢cdo de Cloroquina) pode ter sido
alterada nos controles, e por isso, a razdo LC3B-II/LC3B-I (com CQ/sem CQ) dos
controles tenha sido superior a razdo das células tratadas com 5-AZA. Embora a
expressao de p62 nas MSC(CB) controles dos doadores #1 e #3 também tenha sido
maior dentro dessa mesma comparacao (controle vs. tratamento), no doador #2 ela
foi mais alta nas MSCs tratadas com 5-AZA. Em resumo, entende-se que o fluxo
autofagico ocorreu em velocidade diferente nas MSC(CB) de cada doador devido as
suas caracteristicas biolégicas intrinsecas.

De modo geral, os resultados sugerem que o0 processo autofagico foi
aumentado pela 5-AZA nas MSC(CB) dos doadores #1, #2 e #3, e que o fluxo
autofagico, apesar de reduzido em relagdo ao controle, foi maior nas MSC(CB) do
doador #3 comparado as demais. J& as células dos doadores #1 e #2 apresentaram
apenas uma modulacao do fluxo autofagico pelo farmaco. Estes achados, devido suas
importantes implicacdes, devem ser futuramente confirmados e avaliados em maior
namero de amostras bioldgicas de cordao umbilical.

A substituicdo de aproximadamente 0,3% dos residuos de citosina pela 5-AZA
é suficiente para inativar mais de 95% da atividade das metiltransferases (Creusot et
al. 1982) que, devido a ligacdo covalente com o carbono 6 deste farmaco,
eventualmente acabam formando ligacdes cruzadas com proteinas associadas ao
DNA e RNA, provocando alteracdes no padrédo de cromatina e do transcriptoma
(Jackson-Grusby et al., 1997; Cheng et al., 2018; Nowicka et al., 2020; Klaric et al.,

2021). Nesse contexto, o0 aumento do processo autofagico caracterizado pelo o
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acumulo de LC3B-Il nas MSC(CB), pode estar relacionado a regulacéo/reparo de
danos circunstanciais causados pela acao da 5-AZA ao DNA e RNA.

Uma hipotese para os resultados obtidos, € que o pré-condicionamento das
MSC(CB) com 5-AZA possa ativar moléculas sensores de estresse citoplasmatico
e/ou nuclear, tais como BH3-only e o complexo MRN (MRE11, RAD50 e NBS1), que
ativam a via de sinalizacdo de ATR. Essa Ultima, estimula a transcricdo de genes
relacionados a autofagia (Liu et al., 2018; Lee, Eckers e Kimple, 2020; Mirza-
Aghazadeh-Attari et al., 2021).

As taxas de LC3B-Il marcam a presenca de autogafossomos maduros recém-
formados, indicando, que, componentes citosoélicos e/ou nucleares causadores de
estresse celular podem ter sido isolados (Wurzer et al., 2015; Ceccariglia et al., 2019;
Papandreou & Tavernarakis, 2020), o que n&o implicou, necessariamente, na
reciclagem desse material dentro do autofagossomo (finalizagéo do fluxo autofagico)
nas células tratadas com 5-AZA. Vale ressaltar que a viabilidade das MSC(CB)
tratadas com todas as concentragdes de 5-AZA (1, 2.5 e 5uM) permaneceu igual ao
grupo controle, indicando que o farmaco induziu modulacdes do processo autofagico
basal mas nédo provocou apoptose celular.

As MSCs exercem suas funcbes imunomoduladoras e regenerativas por via
pardcrina, secretando centenas de moléculas sollveis bioativas, e pelo contato direto
célula-célula (Loibl et al., 2014; Kehl et al.,, 2019; Jimenez-Puerta et al., 2020;
Dabrowska et al., 2021). Portanto, neste estudo caracterizamos também o secretoma
das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA.

O pré-condicionamento das MSC(CB) com 5-AZA levou a alteracbes
estatisticamente significativas na secrecdo de certas moléculas, marcada pelo
aumento de CCL2, CHI3L-1, CD105, CD147 e VCAM-1, uPA, VEGF, TIMP-4 e
artemina, e diminui¢cdo de LIF. Também modulou positivamente ou negativamente a
secrecdo de diversas outras moléculas, no entanto, as diferencas ndo foram
significativas pelas analises estatisticas. Nesta série experimental, avaliamos
amostras de MSCs isoladas de apenas dois corddes umbilicais, o que pode limitar as
analises estatisticas devido ao nimero amostral pequeno e a variabilidade biol6gica
intrinseca. Dessa forma, decidimos discutir adicionalmente a relevancia dessas
moléculas que foram moduladas. Posteriormente, um namero maior de amostras de

MSC(CB) devera ser avaliado para validacdo desses resultados.
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Diferentes quimiocinas e moléculas de adesao foram secretadas em maiores
guantidades, tais como CCL2, CCL7, CXCL1, CXCL4, CXCL5, ICAM-1 e VCAM-1.
Juntas, elas promovem o recrutamento de praticamente todos os tipos de células da
imunidade inata e adaptativa, por exemplo, neutréfilos, mondcitos, células dendriticas,
eosinofilos, basdfilos, células NK e linfocitos (Lin & Du, 2018; Ford et al., 2019). Além
de participarem dos processos de inflamacdo, também mobilizam células-tronco
hematopoiéticas, progenitores endoteliais, fibroblastos e demais células residentes,
coordenando a migracao, diferenciagcdo e angiogénese para a resolucdo da lesao
tecidual (Cuenca et al., 2018; Orticelli et al., 2021). Varios estudos correlacionam o
papel dessas moléculas a imunomodulacdo excercida pelas MSC(CB) (Kyurkchiev et
al., 2014).

A 5-AZA também estimulou a secrecédo de diversos tipos de citocinas e alguns
receptores soluveis pelas MSC(CB), tais como CHI3-L1, M-CSF e MIF, que
constantemente sdo associadas a inflamacéo. M-CSF e MIF atuam na regulacéo da
sobrevivéncia de manutencéo de progenitores da linhagem monocitica, estimulam a
imunidade inata por meio de CD44, CD74 e CD116, ativando vias que culminam na
sintese de proteinas pro-inflamatorias e eliminacdo de patégenos bacterianos (Farr,
Ghosh e Moonah, 2020; Mun, Park e Park-Min, 2020). Entretanto, pouco se sabe
sobre a funcédo de CHI3-L1, que também parece estar envolvida nos processos de
inflamacéo, por apresentar afinidade com CD44, induzindo ndo sé a proliferacéo de
células estromais como do sistema imune (Zhao et al., 2020).

A secrecdo de IL-6 e IL-8 ndo sofreu alteracéo devido ao condicionamento com
5-AZA, pois ja estavam sendo secretadas basalmente em grandes quantidades pelas
MSC(CB). Essas citocinas desempenham importantes papéis na defesa do
organismo, regulando a migracdo de neutréfilos durante respostas inflamatérias
agudas, aumentando atividade fagocitica em macréfagos e induzindo a diferenciacéo
de células B em plasmacitos produtores de imunoglobulinas (Rose-John, Winthrop e
Calabrese, 2017; Dorronsoro et al., 2020; Bernhard et al., 2021). Além disso, a IL-6
participa da homeostase das proprias MSC(CB) e estimulam o crescimento de células
endoteliais, favorecendo a angiogénese (Huang et al., 2016; Dorronsoro et al., 2020).

Em contrapartida, a 5-AZA levou ao aumento da secre¢cdo de moléculas
imunossupressoras, tais como a anfiregulina, GDF-15, IL-11, IL-24 e TGF-B. GDF-15
desempenha um papel anti-inflamatorio e citoprotetor, pelo qual, seus mecanismos de

acado ainda nédo sado bem compreendidos (Wischhusen, Melero e Fridman, 2020).
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Contudo, a deplecéo dessa molécula leva a exacerbacéo da inflamac&o no contexto
de sepse (Abulizi et al., 2017), e sabe-se que o GDF-15 é relevante no controle da
inflamacéao relacionada ao diabetes mellitus tipo 2 e as desordens cardiometabolicas
(Wang et al., 2021). Ja a IL-11 realiza uma ampla gama de func¢des biolégicas
associadas aos processos de diferenciacdo em populacdes celulares da medula
0ssea, enquanto a IL-24 desempenha inibicdo seletiva do crescimento de tumores.
Porém, o que ambas tém em comum, é uma leve atividade supressora sobre células
inflamatorias (Persaud et al., 2016; Xu et al., 2016).

A secrecdo de PGE-2 por MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA foi mais que
dobrada. Contudo, houve um elevado erro padrdo devido a grande variacdo de
resultados em dois dos trés doadores. O préximo passo sera testar a concentracao
desta molécula novamente no secretoma das MSC(CB)+5AZA, usando diluicbes
menores do meio condicionado (sobrenadante da cultura celular) e maior nimero de
replicatas biolégicas.

A producédo de PGE-2 é mediada pela enzima COX-2, que é induzida por meio
de estimulos pro-inflamatoérios. A PGE-2 secretada pelas MSCs no microambiente
promove a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos M2 produtores de IL-10 (Qiu
et al., 2017). A secrecdao de PGE-2 também pode atuar de maneira autécrina nas
MSCs, ativando os receptores de PGE-2, denominados EP2/3, cujos efeitos sédo a
melhora da proliferacéo, autorrenovacgao e migracao celular pela ativacao das vias de
sinalizagcdo FAK e ERK1/2 (Lee et al., 2016; Lu et al. 2017).

A anfiregulina basicamente potencializa a sintese de TGF-B1 por células T
reguladoras, portanto, aumentando a capacidade supressora dessas células (Zaiss,
Minutti e Knipper, 2019). Tal como a anfiregulina, TGF-f1 também esta em maior
abundéancia no secretoma das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA. O TGF-p1,
por sua vez, € uma citocina imunomoduladora classica constitutivamente expressa
pelas MSCs (Weiss et al., 2019), imprescindivel para indugdo de células Tregs,
responsaveis pela manutencdo da tolerancia imunologica periférica (Fu et al., 2004;
Zeng et al., 2015).

Por outro lado, CD40L (potente molécula coestimuladora classicamente
encontrada em células T), IL-27 e IL-32 (outras interleucinas pro-inflamatorias) foram
secretadas em menor quantidade nas MSC(CB) tratadas com a 5-AZA. De modo
geral, o pré-condicionamento elevou a secrecéo de cinco moléculas anti-inflamatorias
(anfiregulina, GDF-15, IL-11, IL-24 e TGF-B) e reduziu a expressao de duas (HGF e
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LIF). O balanco da secrecéo de proteinas pro- e anti-inflamatoérias pode ter resultado,
em partes, no efeito imunomodulador que se elevou a medida que a proporcao de
MSC:PBMCs foi maior. Em conjunto, esses resultados sugerem que o0 pré-
condicionamento com 5-AZA promoveu aumento da capacidade imunossupressora
das MSC(CB).

Outras proteinas com funcdes biologicas diversas, também foram encontradas
em maior quantidade no meio condicionado das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-
AZA, comparadas ao meio das células controles, dentre elas: activina A, angiogenina,
artemina, CD105 (endoglina), CD147 (basigina), cistatina C, FGF-2, GDNF, PDGF-
AA, PIGF, plasminogénio, prolactina, osteopontina, serpina F1, TIMP4, uPA/UPAR e
VEGF. As moléculas angiogenina, CD105, CD147, plasminogénio e uPA/uPAR atuam
como mediadores indiretos de processos que culminam no remodelamento de matriz
extracelular durante a angiogénese e na hemostase intravascular. Elas levam a
sinalizacao pelos receptores de TGF-B, Act e BMP, promovendo a biossintese de
MMPs e a conversao de plasminogénio em plasmina ativa. Essas enzimas degradam,
de forma controlada, a laminina, colageno, fibrina e fibronectina, “abrindo caminho”
para a neovascularizacao (Guerrero-Esteo et al., 2002; Sanz-Rodriguez et al., 2004;
Tello-Montoliu, Patel e Lip, 2006; lacono et al., 2007; Mahmood, Mihalcioiu e Rabanni,
2018).

Dentre os fatores pré-angiogénicos que atuam diretamente sobre a
angiogénese, regulados positivamente nas MSC(CB) pelo pré-condicionamento com
5-AZA, estdao o FGF-2, GDNF, PIGF, prolactina e VEGF. O VEGF e FGF-2 séo
capazes de estimular a migracao, proliferacédo e restruturacdo do citoesqueleto dos
endoteliocitos formando vasos (Kaga et al., 2012; Reuwer et al., 2012; Zhong et al.,
2016; Laddha, Gaikwad e Kulkarni, 2021). Dentre estes fatores pro-angiogénicos, vale
ressaltar o VEGF, cujo aumento no meio condicionado das MSC(CB) pre-
condicionamento com 5-AZA foi estatisticamente significativo, comparado a condicédo
controle. O VEGF é amplamente conhecido como o regulador-chave da angiogénese,
justamente porque existe uma série de moléculas que levam a sua secre¢ao
diferencial, tais como activina A, artemina, CD147, CHI3-L1, IL-11, M-CSF, MIF,
PDGF, osteopontina e TGF-B, que curiosamente, estavam aumentadas no meio
condicionado das MSC(CB)+5AZA (Shikada et al., 2005; Curry et al., 2008; Kaga et
al., 2012; Gupta, Zhou e Chellaiah, 2013; Elshabrawy et al., 2018; Perveen et al.,
2019; De Oliveira et al., 2020; Jun, Yulai e Zhong, 2020).
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O perfil pré-angiogénico do secretoma das MSC(CB) pré-condicionadas com 5-
AZA corroborou os resultados obtidos nos ensaios de migracao e formacao de vasos
utilizando o meio condicionado das MSC(CB) e células endoteliais (HUVECS). Nesses
ensaios, o meio condicionado das células tratadas com 5-AZA induziu maior migracéo
nas HUVECs e formacdo de estruturas tubulares mais robustas — comparado as
HUVECs que receberam meio condicionado de MSC(CB) controles.

Podemos especular que embora este farmaco potencialize as propriedades
pré-angiogénicas das MSC(CB), estas possivelmente tentaram equilibrar esses
estimulos pré-angiogénicos pela diminuicdo da IL-32 e pela regulacdo positiva de
cistatina C, CXCL4 e IL-24 (moléculas anti-angiogénicas). Vale ressaltar que a
cistatina C € um potente regulador da autofagia (Korolenko et al., 2019), e sua
secrecdo aumentada poés-tratamento com 5-AZA pode ter agido autocrinamente,
repercutindo no fluxo autofagico nas MSC(CB).

Outra questdo que deve ser ponderada €, que, apesar de determinadas
moléculas serem secretadas em baixos niveis relativos pelas MSC(CB), por exemplo
o TGF-B, estas podem provocar alteragdes bioldgicas importantes nas células-alvo
que expressam 0s receptores para estas moléculas. Logo, pequenas alteracdes no
secretoma das MSC(CB) desencadeadas pelo pré-condicionamento in vitro das
células podem, aditivamente, culminar em respostas funcionais relevantes.

Em resumo, sugerimos que MSC(CB) pré-condicionadas com 5-AZA sejam
uma alternativa terapéutica promissora para condicdes clinicas com
comprometimento de integridade vascular, com comprometimento de areas dérmicas
extensas seja por queimaduras, lesGes isquémicas e/ou relacionadas a inflamacéao
cronica. Nestas condi¢cdes, MSC(CB) pré-condicionadas podem promover mais
eficientemente o reparo tecidual pela neoangiogénese e pelo estimulo da proliferacao
de células residentes (fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais, epiteliais e
células progenitoras dos tecidos) pelas dezenas de moléculas bioativas (citocinas,
fatores de crescimento, fatores pro-angiogénicos e citoprotetores) secretadas por elas
no tecido lesado.

O segundo farmaco usado para pré-condicionamento das MSC(CB) neste
estudo foi o imunossupressor tacrolimo (FK506). O farmaco nao alterou as
caracteristicas fundamentais das MSC(CB) e ndo reduziu a viabilidade celular nas trés

concentracfes avaliadas (1, 5 e 10ug/mL). Além disso, o pré-condicionamento das
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MSCs impactou moderadamente a cinética de crescimento células na concentracéo
de 10pg/mL.

Segundo Tsuji & colaboradores (2015), a exposicao de MSC(AT) e MSC(M)
com FK506 a 1pg/mL durante sete dias levou a uma reducéo significativa da razéo de
viabilidade relativa ao controle (MSCs cultivadas na auséncia do farmaco), enquanto
nossos resultados revelaram uma viabilidade igual ao controle numa dose dez vezes
superior. Os autores observaram também uma reducao da capacidade proliferativa de
aproximadamente 50% nas MSC(AT) e 20% nas MSC(M) (Tsuji et al., 2015). Contudo,
deve-se considerar que o0 presente estudo utilizou uma estratégia diferente para
avaliar os efeitos diretos do FK506 sobre as células. Parte dessa divergéncia entre
nossos resultados e os dados publicados pelos autores supracitados também pode
ser explicada pela fonte das MSCs usadas em nossa pesquisa, uma vez que Sao
derivadas do cordao umbilical e apresentaram boa taxa de proliferacéo e viabilidade,
apos 72 horas de cultivo.

A analise do perfil autofagico pds-condicionamento com tacrolimo revelou
comportamentos particulares das MSC(CB) de cada doador em relacdo a expressao
de LC3B-I e LC3B-Il. As razbes LC3B-II/LC3B-I das MSC(CB) tratadas com FK506
variaram entre todos os doadores (#1, #2 e #3). Quando comparadas aos seus
respectivos controles, essa razao foi maior nas MSC(CB) #1, menor nas MSC(CB) #2
e aproximadamente igual nas MSC(CB) #3. A expressao de LC3B-Il mais proeminente
nas MSC(CB)+FK506 do doador #2, sugere um aumento maior do processo
autofagico nestas células do que nas MSC(CB)+FK506 dos demais doadores.

Esse cenario mostrou-se mais uniforme nas analises de fluxo autofagico, onde
a relacdo LC3B-II/LC3B-I (com CQ/sem CQ) nos grupos MSC(CB)+FK506 foi
semelhante em todos os doadores (>1,0). Isto €, LC3B-Il acumulou-se ap0s o bloqueio
da etapa final da autofagia pela CQ, indicando indiretamente, maior formacéo de
autofagossomos nas MSC(CB) nos doadores #1, #2 e #3. Além disso, observamos
gue a expressdo de p62 esta aumentada nesse grupo em relacdo ao controle (nas
células de todos os doadores). Vale ressaltar que proteina p62 acumula-se quando
ocorre a interrupcao do processo de degradacdo dos componentes fagolisossomais
(junto ao material a ser reciclado) na etapa final da autofagia. E quanto maior a razéo
de p62, maior é a reciclagem desse material (substrato).

Na comparacéo controle versus pré-condicionamento, as MSC(CB) controles
dos doadores #1 e #3 apresentaram razdoes LC3B-II/LC3B-I (com CQ/sem CQ)
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superiores (>1,0) as células tratadas com FK506. Entretanto, a razao LC3B-II/LC3B-
| foi mais alta quando as MSC(CB) do doador #2 foram tratadas com FK506. Contudo,
a CQ pode ter alterado a dinamica de expresséao de LC3B-Il no grupo controle, como
explicado anteriormente. Tal fenbmeno que ndo ocorreu com a p62 — ja que o acumulo
da mesma néo estava tdo pronunciado nos controles quanto nas MSC(CB)+FK506.
Portanto, entende-se que reciclagem dos substratos ja ocorria em maior escala no
grupo tratado com FK506.

Os resultados mostraram que FK506 modulou diferencialmente o processo
autofagico nas MSC(CB) dos trés doadores, pois, todas as células tratadas tiveram o
fluxo autofagico estimulado apés o condicionamento com FK506. Tal achado salienta
a necessidade de se investigar detalhadamente o0s processos moleculares
desencadeados nas MSC(CB) pelo tratamento com este farmaco, num maior nimero
de amostras. Em resumo, podemos sugerir que o0 aumento do fluxo autofagico
causado pelo tacrolimo teve um impacto positivo na manutencdo da viabilidade
celular.

Xu & colegas (2018) demonstraram que o FK506 (0,5nM por 30min) exerce um
efeito citoprotetor via autofagia em células endoteliais derivadas do corddao umbilical
humano sob estresse induzido por LDL oxidada (Xu et al., 2018). Contudo, ainda ndo
sdo encontradas analises na literatura cientifica que corroborem nosso presente
estudo com MSCs. Outro estudo mostrou que o FK506 (5ug/mL por 48h) restaurou as
caracteristicas morfofuncionais de poddcitos submetidos a danos induzidos por
puromicina, através do aumento da expressao de RNAm de LC3B-I e do numero de
autofagossomos (Yang et al., 2020).

O pré-condicionamento com tacrolimo modulou a secre¢do de dezenas de
fatores soluveis relacionados aos mais variados processos biolégicos nas MSC(CB).
Diversas quimiocinas e moléculas de adeséo (CCL2, CCL7, CXCL1, CXCL5 e VCAM-
1) sofreram reducdo, e outras, tais como ICAM-1 e CXCL16, foram ndo detectaveis
pos-condicionamento com este farmaco. As moléculas CD147, CXCL12, IL-6 e IL-8,
importantes nos processos de quimiotaxia e migracdo celular permaneceram
constitutivamente secretadas pelas MSC(CB) ap6s o pré-condicionamento com
tacrolimo (Heidemann et al., 2003; Jovanovi¢ & Vi¢ovac, 2009; Lv et al., 2018; Shi,
Riese e Shen, 2020).

Algumas moléculas imunossupressoras (HGF, IL-11, IL-24, IL-1R4 e LIF) n&o

foram detectadas no sobrenadante das MSC(CB) pré-condicionadas com tacrolimo.
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Somente a anfiregulina e TGF- apresentaram-se positivamente regulados, sugerindo
gue a imunossupressao exercida pelas MSC(CB) pré-condicionadas com tacrolimo —
durante o ensaio funcional realizado neste estudo, tenha sido parcialmente mediada
por estas moléculas (Yuan et al., 2015; Sanjabi, Oh e Li, 2017, Batlle & Massagué,
2019; Melderis et al., 2019). Portanto, mostramos que o pré-condicionamento com
FK506 maximizou o potencial imunossupressor/anti-proliferativo das MSC(CB), e as
propriedades imunossupressoras das MSC(CB)+FK506 podem envolver outros
mecanismos nao avaliados neste estudo, como a expressao de FasL, HLA-G e PD-
L1, que promovem a imunossupressao via contato célula-célula (Guo & Wang, 2015;
Gaber et al., 2018, Rocha et al., 2020).

Ademais, as MSC(CB) pré-condicionadas com FK506 apresentaram
diminuicdo da secrecao de alguns fatores pré-inflamatérios, tais como CHI3-L1, fator
D do complemento, GM-CSF, IL-17A, IL-32 e abolicdo da secrecdo de CD40L, IL-22,
IL-27, M-CSF e MIF. Desse modo, podemos especular que as células pré-
condicionadas com tacrolimo tornam-se menos imunogénicas.

Vale destacar que houve regulacdo negativa concomitante da secrecao as
moléculas proé-inflamatérias IL-17A e IL-22 nas células tratadas com tacrolimo.
Acredita-se que este fendmeno tenha ocorrido pelas interacdes cooperativas dessas
citocinas nas proprias MSC(CB). Alguns estudos verificaram a co-dependéncia de IL-
22 e IL-17A no balangco do eixo Thl/Thl7, onde tais moléculas favorecem a
prevaléncia de determinado subtipo linfocitario. Isso se da porque uma citocina regula
a expressao/secrecao da outra, dependendo do contexto imunoldgico, determinando
um padrao de resposta nessas popula¢des (Lindahl & Olsson, 2021),

A secrecdo de diversos fatores pro-angiogénicos pelas MSC(CB) pré-
condicionadas com tacrolimo foi afetada negativamente. Houve reducéo da secrecao
de activina A, angiopoietina 1, CD105, FGF-19, Fator Ill da coagula¢cdo, GM-CSF, HB-
EGF, M-CSF, MMP-9, PIGF, PK-1, osteopontina e uPA. No entanto, algumas
moléculas importantes para a angiogénese, tais como a anfiregulina, artemina,
endoglina 1, FGF2, GDNF, PDGF, plasminogénio, uPAR e o VEGF, foram reguladas
positivamente. As proteinas presentes no secretoma das MSC(CB)+FK506 néao
aumentaram significativamente a migracao de endoteliécitos, tampouco promoveram
a geracgdo de estruturas semelhantes a capilares sanguineos (neoangiogénese) nos

ensaios funcionais, quando comparadas as condi¢cdes controle.
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Ainda que secrecdo das anti-angiogénicas serpina E1, cistatina C, CD26, IL-
24, e TIMP4 tenha sido reduzida, o aumento da secrecdo de endostatina e
trombospondina 1 e 2 podem ter influenciado negativamente no desempenho do meio
condicionado das MSC(CB) tratadas com FK506 nos ensaios funcionais de migracao
e neoangiogénese. Juntas, estas moléculas interagem com varios componentes da
matriz extracelular, indisponibilizando moléculas de adesao, impedindo a difuséo de
novos capilares e induzindo apoptose em células endoteliais (Li & Finley, 2019;
Halper, 2021; Huang, Li e Yan, 2021).

A combinacdo de MSC(CB) em seu estado natural com tratamento com FK506
tem sido usada em alguns modelos experimentais de enxertos alogénicos, visando
seus efeitos sinérgicos. Chen & coautores (2021) testaram a combinacéo de aplicacdo
Unica de MSC(M) com a administracéo diaria de FK506 (5mg/kg) em camundongos
submetidos a transplante de coracéo, até o dia da rejeicdo. Os autores observaram
gue o grupo tratado com MSC(M)+FK506 exibiu uma sobrevida maior associada a
reducdo sérica de IFN-y e de leucdcitos (Chen et al., 2021). Um estudo mais antigo
(2008) utilizou um modelo suino de infarto do miocéardio, fazendo essa mesma
associacdo de MSCs alogénicas com FK506 por 12 dias. Verificaram que o
transplante de MSCs alogénicas pode ser seguro com o uso concomitante de FK506,
havendo inibicdo da resposta humoral contra as células transplantadas (Poncelet et
al., 2008). Esses estudos reforcam nossa hipétese de que o pré-condicionamento com
FK506 possa, talvez, reduzir a imunogenicidade de MSC(CB) alogénicas.

Em resumo, o pré-condicionamento de MSC(CB) com tacrolimo gerou células
potencializadas para realizar a supressao de resposta imunologicas exacerbadas,
porém com menor efeito pré-angiogénico. Os mecanismos pelos quais 0 FK506
otimiza as propriedades imunossupressoras/imunomoduladoras das MSC(CB) ainda
nao estao claros, mas uma possibilidade a ser investigada € a ocorréncia de “drug
delivery”. Estudos tém relatado esse enderecamento de moléculas externas captadas
pelas MSCs e liberadas in situ via VEs (Babajani et al., 2020; Su et al., 2021), o que
poderia ser benéfico para os tratamentos em que os farmacos nédo alcancam direta- e
eficientemente o local de interesse (Wu et al., 2019).

Com base nos resultados obtidos, sugerimos que as MSC(CB) pré-
condicionadas com 5-AZA sejam ferramentas terapéuticas para ulceras isquémicas
de pele relacionadas a doencas inflamatdrias cronicas ou disturbios inflamatorios

orgdo-especificos, na quais a regeneracdo tecidual, neoangiogénese e
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vasculogénese sao imprescindiveis. Para tais cenarios clinicos pode-se empregar
aplicacoes locais e/ou tépicas das células pré-condicionadas, associadas ou nao a
biocurativos no caso de Ulceras de pele. J& o pré-condicionamento com FK506 pode
ser (til no tratamento de doencas inflamatérias e/ou autoimunes sistémicas em
atividade. Nesses tipos de desordens, administracfes intravenosas (infusdes)
regulares, com alta concentracdo de MSC(CB) pré-condicionadas com FK506

poderiam ser usadas.
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7. CONCLUSAO

Os pré-condicionamentos de MSC(CB) com 5-azacitidina ou tacrolimo néo
alteram as caracteristicas biologicas das células, mantendo o imunofendtipo, a
viabilidade celular e a capacidade de diferenciacdo multipotencial. A 5-azacitidina
potencializou as propriedades pré-angiogénicas das MSC(CB), enquanto o tacrolimo
maximizou a capacidade imunossupressora destas células. Portanto, estas
abordagens de pré-condicionamento de MSC(CB) devem ser testadas em modelos
pré-clinicos para avaliar a estabilidade, enxertia, funcdes regenerativa e/ou
imunossupressora in vivo, respaldando a eficacia terapéutica das células pré-

condicionadas para futuras aplicacdes clinicas.
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Informamos que a criagho do Biorrepositdrio sob sua responsabilidade
mtitulado “BIORREPOSITORIO DE COLULAS ESTROMAIS MESENQUIMALS DE CORDAO
UMMLICAL" ol aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP-USP em sua
198" reunido ordindna, realizada em 18/06/2020,

De acordo com a Resolugho CNS n" #1, de 12 de malo de 2011, o prazo
de armazenamento de material biologico humano em Biorrepositorio deve estar de
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Lembramos que ainda, que. de acordo com a Resolucdo 441/11, toda nova pesquisa
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de material bologioo humano armazenado em Biormepositorios,
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Caracterizar o perfil epigenético de UC-MSC precondicionadas com tacrolimo ou 5-azacitidina;

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Riscos Relacionados a Coleta de Sangue: os riscos que podem ocorrer sdo um desconforto
passageiro devido a picada da agulha no momento da coleta, e posteriormente, a formagao de hematomas
no local da pungdo com sensagéo dolorosa. Riscos Relacionados ao isolamento de células mesenquimais:
Nao oferece riscos,uma vez que as células utilizadas sdo relativas a um biorrepositério preestabelecido.
Beneficios: No futuro, os resultados obtidos nessa pesquisa fornecerdo dados substanciais a modalidades
de priming envolvendo células MSC (com as drogas escolhidas para este projeto) e podera se tomar uma
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Os autores propuseram TCLE para a obtencéo de sangue periférico (20 mL) de pessoas normais e
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do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciagao.
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