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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos de drogas
imunossupressoras, utilizadas no tratamento de Doencas Inflamatérias
Intestinais (DII), em Células-Tronco Mesenquimais (CTMs). CITMs foram
isoladas de cérion humano e tecido adiposo de camundongos C57BL/6 GFP+. A
viabilidade celular foi avaliada na presenca ou auséncia de Azatioprina e
Dexametasona nas concentracdes lum e 10um, respectivamente, através de
ensaio de MTT em 4 diferentes tempos: 24h, 48h, 72h e 7d. A funcionalidade das
CTMs foi avaliada a partir de co-cultivo com linfécitos T, na presenca ou
auséncia das drogas por trés dias, e a avaliagdo foi realizada por ensaio de MTT.
A andlise estatistica foi realizada através do teste Generalized Estimating
Equations (GEE). As CTMs foram caracterizadas de acordo com o consenso da
Sociedade Internacional de Terapia Celular. Nossos resultados indicaram que a
droga imunossupressora Azatioprina diminuiu a viabilidade das CTMs
corionicas em 24h. Entretanto, a adicdo de Dexametasona ao meio de cultivo
ndo resultou em diferenca na viabilidade das CTMs cori6nicas e murinas.
Avaliando-se a funcionalidade, a droga Dexametasona apresentou resultados
positivos, uma vez que, em associagdo com as CITMs inibiu a proliferacdo de
linfécitos de forma significativa. O presente estudo demonstrou que
concentracdes terapéuticas de Azatioprina e Dexametasona ndo afetam
negativamente a funcionalidade das CTMs, porém, a Azatioprina pode alterar a
viabilidade celular e a Dexametasona atua potencializando o efeito

imunossupressor das CTMs.



Texto

INTRODUCAO

As CTMs estdo presentes na medula 6ssea e em diversos outros tecidos,
apresentam grande plasticidade [!l e possuem a capacidade de secretar uma
variedade de citocinas e fatores de crescimento, os quais possuem atividades
pardcrinas e autdcrinas. Estas moléculas agem de forma a suprimir o
reconhecimento imune e/ou a expansao das células T e B, ou também auxiliam
na reparacgdo tecidual quando atraidas ao local da lesdo (homing) através de
sinais inflamatoérios. [23] A auséncia de reconhecimento pelas células T pode
atribuir-se ao fato de CTMs ndo apresentarem MHC-II ou pela auséncia de
moléculas co-estimulatérias (B7-1, B7-1, CD40 ou CD40L). [4]

As DII, como a Doengca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa, sdo
inflamagdes cronicas, recorrentes, idiopdticas do trato gastrointestinal e de
etiologia desconhecida. A colite ulcerativa caracteriza-se por afetar a regido do
colon e do reto, apresentando infiltrado leucocitirio na mucosa e ulceragdo
epitelial. Ja a DC pode afetar qualquer parte do segmento gastrointestinal e é
caracterizada por um processo inflamatério de aspecto granulomatoso. Bl A
inflamagdo nas DII estéd associada a uma resposta imune irrestrita com aumento
anormal da atividade de células T e producao de citocinas pré-inflamatérias em
grande quantidade, ou entdo pela fungao deficiente das células Treg. [67]

Os tratamentos clinicos atualmente disponiveis incluem agentes
imunossupressores, anticorpos monoclonais, corticosterdides, terapia
antimicrobial. B Dentre as drogas imunossupressoras, podemos citar a
Azatioprina (AZA), um anti-metabdlito que tem sido utilizado em transplantes,
doengas auto-imunes, uma variedade de doencas glomerulares e bastante
aplicado na terapia medicamentosa de DII. O metabdlito ativo da AZA, o 6-
mercaptopurina, exerce seu efeito imunossupressor através da sua incorporagao
ao DNA celular, deste modo inibindo a sintese do nucleotideo purina e a sintese

e metabolismo de RNA. Pl Também corticosterdides sdo imunossupressores



extensivamente utilizados como agentes para tratar de condicoes inflamatorias.
Neste grupo inclui-se a Dexametasona, a qual influencia na inibicdo da
proliferacdo de linfécitos, sendo amplamente utilizada no tratamento de
doencas inflamatérias intestinais. Estudos demonstram que a Dexametasona
tem influéncia na regulacdo da expressdo do gene NF-kB, que por sua vez,
regula a transcricdo de genes de inflamac&o. [10-12]

Embora existam medicamentos, como o0s anteriormente mencionados,
que podem promover a remissdo de picos de inflamagdo, ndo existem opgdes
terapéuticas que possam promover a remissdo definitiva da inflamacdo
gastrointestinal, dor abdominal e hipersensibilidade visceral. [13] Nesse sentido,
a aplicagao clinica das CTMs para o tratamento de DII tem sido amplamente
estudada. Trabalhos mostram que, através da capacidade de inibir a
proliferacdo de células T e diminuir a inflamagdo, a aplicacdo de CTMs
derivadas do tecido adiposo resultou em diminuicdo dos sinais clinicos da
doenca e aumento da sobrevida em modelo murino de colite. Além disso,
também demonstram uma inibicdo de resposta Thl e dos niveis de citocinas
pro-inflamatorias, havendo uma elevagao do nivel da citocina anti-inflamatoéria
IL-10 nos animais tratados com células-tronco mesenquimais [1415]

Entretanto, pouco se sabe sobre as interacdes das CTMs com as drogas
imunossupressoras e anti-inflamatdrias utilizadas no tratamento dos pacientes.
Estes agentes podem provocar mudancas no compartimento tronco,
influenciando ndo somente a frequéncia das células-tronco, mas também sua
funcionalidade, afetando assim o resultado da terapia celular. CTMs alogénicas,
quando expostas as drogas consumidas pelo paciente, podem ter seus efeitos
terapéuticos prejudicados por estarem sob o efeito dos medicamentos. O oposto
também deve ser considerado, uma vez que a administragdo de CTMs pode

afetar a terapia médica convencional. [16]



MATERIAIS E METODOS

Isolamento e Cultura de Células-Tronco Mesenguimais

As CTMs foram isoladas de cérion humano e de tecido adiposo de
camundongos C57BL/6 GFP* de 6-8 semanas. O cérion humano foi obtido de
projeto aprovado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (11-0616), apods
informacdo e autorizacdo das maes e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido aprovado pelo Servico de Bioética do HCPA. Os
procedimentos em animais foram realizados conforme a legislacdo vigente no
Brasil, lei 11.794/08 [17], que estabelece Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais e regulamenta o registro dos Biotérios e Centros de Experimentagao.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e registrado sob o ntimero 12-0082. Apés a separagdo
estéril do cérion a partir da placenta humana e a retirada do tecido adiposo de
camundongos, ambos os tecidos foram digeridos em colagenase tipo I
(0,5mg/mL em DMEM 10 mM HEPES) por um periodo de 1h (cérion) ou 30
minutos (tecido adiposo), a 37°C. A enzima foi entdo inativada pela adigdo de
meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). Apds o
isolamento, as células foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) contendo baixa concentracdo de glicose (Invitrogen,
CA, USA), suplementado com 15 mM Hepes, 10% de SFB (Invitrogen, CA,
USA), e solucao antibidtica de 100 units/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina (Gibco, NM, USA) a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 e 100% de
umidade. Depois de transcorridas 24h de cultivo, o meio de cultura foi aspirado
e meio fresco foi adicionado. Apresentando 80% de confluéncia, as células
aderentes foram removidas com solugdo de 0,05% tripsina-EDTA (Gibco, NM,

USA) e entdo mantidas em DMEM com 10% SFB (meio completo).



Ensaio de Diferenciacio Celular

A fim de caracterizar as CTMs em acordo com o Consenso publicado
pela Sociedade Internacional de Terapia Celular, 018 trés diferentes
procedimentos experimentais foram realizados. Para a diferenciagdo
osteogénica, foi utilizado meio de inducao DMEM 15 mM Hepes, suplementado
com 108 mol/L de Dexametasona (Sigma, MO, USA), 5 pg/uL de Acido
Ascérbico 2-Fosfato (Sigma, MO, USA) e 10 mM/L de B-Glicerolfosfato (Sigma
MO, USA) em cultura de CTMs de até 21 dias. A diferenciacdo osteogénica foi
detectada por coloracdo com Vermelho de Alizarina (Nuclear, SP, Brasil), que
cora matriz extracelular rica em célcio. Ja para a diferenciacdo adipogénica, as
CTMs foram cultivadas em DMEM 15 mM Hepes, 108 mol/L de Dexametasona
(Sigma, MO, USA), 5 pg/mL de Insulina e 50 pg/mL de Indometacina (Sigma,
MO, USA). A diferenciacdo adipogénica foi detectada 21 dias apds o inicio do
ensaio de diferenciagdo por coloracdo com Oil Red (Sigma, MO, USA), que cora
os vacutolos de gordura. Na diferenciagdo condrogeénica, foi utilizado meio
DMEM 15mM suplementado com Hepes, 6,25ug/ml Insulina, 10 ng/mL TGF
Bl e 50nM 4cido ascorbico 2-fosfato. A deteccao da diferenciagdo foi realizada
por coloracdo com Alcian Blue que possui afinidade pelos grupos anionicos

presentes nos glicosaminoglicanos da matriz extracelular.

Imunofenotivagem

As CTMs devem ser positivas para a expressao de CD44 e CD29 e
negativas para a expressio de CD34 e CD1lb. Foi realizada a
imunofenotipagem dos marcadores CD34 e CD29 das CTMs de tecido adiposo
de camundongos C57BL/6 GFP*. Os anticorpos foram utilizados na diluicao
1:100. As analises foram realizadas no citometro de fluxo BD FACSCalibur
(Becton & Dickinson, NJ, USA) do Laboratério de Psiquiatria Molecular
coordenado pelo Prof. Flavio Kapczinski no CPE do HCPA e os resultados
foram analisados no software PAINT-A-GATE.



Drogas Utilizadas

Foram utilizadas as drogas Azatioprina (Sigma Aldrich) na concentracdo
de 1 uM diluida em DMSO (Dimetilsulf6xido) e Dexametasona (Sigma Aldrich)
concentracao de 10 uM diluida em DMEM.

Analise do efeito dos medicamentos sobre as CTMs

Para avaliar o efeito das drogas sobre as células do cérion e de
camundongos, as CTMs foram semeadas em placa de 96 pocos na concentragao
de 5000 células/poco e incubadas com os medicamentos em meio de cultura
pelos periodos de 24h, 48h, 72h e 7 dias. Para determinar a quantidade de
células vidveis, o ensaio MTT foi realizado. Ao final do experimento, o meio de
cultura foi trocado por 100 uL de meio fresco, e 25 nL. de MTT 5mg/mL [3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma Aldrich] em PBS
(Phosphate-Buffered Saline) foi adicionado. As CTMs foram incubadas por 4h a
37°C. Ap6s o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e a placa foi
levada novamente a estufa para secagem. Entdo, 100 pL de DMSO foram
adicionados e a intensidade da cor foi determinada em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 570 nm. [1€]

Andlise da funcionalidade das CTMs velo co-cultivo com linfocitos T na presenca de

medicamentos

Estudos relatam que CITMs possuem a capacidade de inibir a
proliferacdo de linfécitos T in vitro e in vivo. [19201 A fim de avaliar se o efeito dos
medicamentos afetaria a capacidade de imunossupressao das CTMs, foi
realizado ensaio de co-cultivo de CIMs com linfécitos T na presenca ou
auséncia das drogas. Linfocitos foram isolados a partir de linfonodos de
camundongos C57BL/6 e cultivados em meio RPMI completo (suplementado
com SFB 10% e penicilina/streptomicina 1%). Primeiramente as CTMs foram
semeadas em placa de 96 pocos na concentragao de 1x10% células/pogo e

incubadas overnight em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para adesdo celular.



10

Apo6s, foram adicionados os linfécitos T na concentragdo de 1x10°
linfécitos/pogo, com o mitégeno Concanavalina A (ConA) na concentracdo de
5ug/mL, além dos medicamentos ou veiculos em suas devidas concentragoes,
sendo este o dia zero. As amostras foram incubadas por trés dias em 5% de CO>

a 370C. [21.22] A analise do experimento foi realizada por MTT.

Analise do efeito da Dexametasona e de meio condicionado sobre a linfoproliferacio

A fim de avaliar se o efeito imunossupressor observado no co-cultivo
ocorreu devido somente a acdo da droga ou a associagdo da droga as CTMs, foi
realizado novo experimento de linfoproliferacdo na auséncia de CTMs.
Inicialmente realizamos ensaio de linfoproliferacdo com a droga Dexametasona.
Foram semeados 1x105 linfécitos/pogo em placa de 96 pocos e as amostras
foram incubadas por trés dias em 5% de CO2 a 37°C. Os resultados foram
analisados por MTT. Alguns estudos relatam que a imunossupressdo
promovida por CTMs é resultante da liberacdo de moléculas solaveis no meio
de cultivo condicionado. Dessa forma, realizamos ensaio de linfoproliferacao
utilizando o meio condicionado retirado do cultivo de CTMs de cérion humano
apo6s 24h de cultura das mesmas na presenca de Dexametasona. Foram entao
semeados 1x10° linfécitos/poco em placa de 96 pocos e as amostras foram
incubadas por trés dias em 5% de COz a 37°C. Os resultados foram analisados

por MTT.

Anulise estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados por média + EP, e a analise
estatistica foi feita medindo-se amostras repetidas por GEE utilizando o
programa SPSS (versdo 18.0). Os ensaios de viabilidade foram feitos em
quadruplicatas em dois experimentos independentes e os ensaios de co-cultivo,
linfoproliferacdo e meio condicionado foram feitos em triplicata de dois
animais. Os valores de P menores do que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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RESULTADOS

Ensaio de Diferenciacio Celular

O potencial de diferenciacdo das CTMs de cérion humano (Figura 1) e de
tecido adiposo de camundongo (Figura 2) foi realizado utilizando protocolos de
inducao de diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos. Os resultados
mostraram potencial de diferenciacdo adipogeénica detectada por coloragdo com
Oil Red, o qual cora vactolos lipidicos (Figuras 1A e 2A), diferenciagdo
osteogénica detectada por Alizarin Red, o qual cora depésitos de calcio (Figura
1B e 2B), e diferenciacdo condrogénica detectada por Alcian Blue, o qual cora os

glicosaminoglicanos da matriz extracelular (Figura 1C).
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Figura 1. Diferenciacio de CTMs de cérion humano. (A) Adipogénica em aumento de 40x (B)
Osteogénica em aumento de 100x (C) Condrogénica em aumento de 100x.

Figura 2. Diferenciacio de CTMs de tecido adiposo de camundongos
C57BL/6 GFP+. (A) Adipogénica em aumento de 200x (B) Osteogénica
em aumento de 100x.

Imunofenotivagem

Foi realizada imunofenotipagem das CTMs de tecido adiposo de

camundongos C57BL/6 GFP* para os marcadores CD34 e CD29. As células
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apresentaram marcacgao positiva para CD29 e marcagdo negativa para CD34 de

acordo com o histograma que segue (Figura 3).
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Figura 3. Imunofenotipagem dos marcadores CD34 e CD29 em CTMs
murinas. As CTMs ndo expressam CD34 e expressam CD29, de acordo com o

esperado.

Andlise do efeito dos medicamentos sobre as CTMs

Na avaliacao da viabilidade celular em CTMs de cérion humano, houve

diferenca estatistica entre os grupos Azatioprina e Controle em 24h (0,44+0,04 e

0,66£0,02, respectivamente; p<0,001). Os outros tempos (48h, 72h e 7d) nao

apresentaram diferenca significativa (p>0,05), de acordo com a Figura 4.
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Figura 4. Efeito da Azatioprina sobre a viabilidade das CTMs coriénicas. Foi medida a

quantidade de células vidveis nos tempos 24h, 48h, 72h e 7d entre os grupos Controle,

Azatioprina (AZA) e Veiculo através de ensaio de MTT (Absorbancia: 570nm). O medicamento

diminuiu a viabilidade das CTMs em 24h quando comparado ao Controle (*p<0,001), mas ndo nos

demais tempos (p>0,05).
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No grupo Dexametasona (Figura 5) nao foi observado efeito significativo
(p>0,05) sobre a viabilidade celular quando comparado ao controle em nenhum

dos tempos de analise (24h, 48h, 72h e 7d).
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Figura 5. Efeito da Dexametasona sobre a viabilidade das CTMs coridnicas. Foi medida a
quantidade de células vidveis nos tempos 24h, 48h, 72h e 7d entre os grupos Controle,
Dexametasona (DEXA) e Veiculo através de ensaio de MTT (Absorbancia: 570nm). Ndo houve

diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos tempos (p>0,05).

No ensaio com CTMs murinas, nenhuma diferenca foi vista
(p>0,05) quando Azatioprina foi adicionada nos diversos tempos de anélise

(24h, 48h, 72h e 7d), como mostrado na Figura 6.

1.5 +

1.3 -
)
e 11 -
({y+]
=]
S
2 09
-‘% m Controle
~ 07 - [ l
B WMAZA
2 05 -
= Veiculo
T
= 0.3 4

0.1 -

0.1 - 24h 48h 72h 7d

Tempo

Figura 6. Efeito da Azatiopriona sobre a viabilidade das CTMs murinas. Foi medida a quantidade
de células viaveis nos tempos 24h, 48h, 72h e 7d entre os grupos Controle, Azatioprina (AZA) e
Veiculo através de ensaio de MTT (Absorbancia: 570nm). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em nenhum dos tempos (p>0,05).
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Quando o medicamento Dexametasona foi utilizado (Figura 7), o mesmo

resultado foi observado (p>0,05).
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Figura 7. Efeito da Dexametasona sobre a viabilidade das CTMs murinas. Foi medida a
quantidade de células vidveis nos tempos 24h, 48h, 72h e 7d entre os grupos Controle,
Dexametasona (DEXA) e Veiculo através de ensaio de MTT (Absorbancia: 570nm). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos tempos (p>0,05).

Andlise da Funcionalidade das CTMs pelo co-cultivo com linfocitos T na presenca de

medicamentos

A funcionalidade das CTMs coridnicas foi avaliada pelo co-cultivo das
mesmas com linfécitos T, na presenga ou auséncia dos medicamentos. No
grupo Azatioprina foi observada diferenca estatistica em comparagdo ao grupo
Controle (0,62+0,008 e 0,9£0,02, respectivamente; p<0,001), mas ndo entre o
grupo Azatioprina e seu Veiculo (p>0,05). Entretanto, quando a Dexametasona
foi adicionada ao co-cultivo, encontramos diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos Dexametasona e Controle (0,73+0,02 e 0,9+0,02,

respectivamente; p<0,001) (Figura 8).
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Figura 8. Co-cultivo entre CTMs coridnicas e linfécitos T. Foi avaliado o co-cultivo de CTMs e
linfécitos T na auséncia ou presenca das drogas Azatioprina e Dexametasona no periodo de trés
dias através de ensaio de MTT (Absorbancia: 570nm). Houve uma maior inibi¢do da proliferacdo de
linfécitos nos grupos Azatioprina, veiculo da Azatioprina e Dexametasona em comparacdo ao
Controle (*p<0,001). O veiculo da Dexametasona ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05).

Andlise do efeito da Dexametasona e de meio condicionado sobre a linfoproliferacio

Na andlise da linfoproliferacdo, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi detectada quando a Dexametasona foi adicionada em relagao ao
Controle (p>0,05) (Figura 9). No ensaio realizado com meio condicionado,
também ndo houve diferenca entre os grupos Dexametasona e Controle

(p>0,05), como mostrado na Figura 10.
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Figura 9. Proliferacao de Linfécitos T. Foi avaliada a proliferagdo de linfécitos T na
presenca ou auséncia de Dexametasona no periodo de trés dias através de ensaio de MTT
(Absorbancia: 570nm). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p>0,05).
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Figura 10. Efeito do meio condicionado na proliferagdo de linfécitos T. Foi avaliada a
proliferacdo de linfécitos T com meio condicionado, previamente retirado de CTMs
coridnicas na presenga ou auséncia de Dexametasona, no periodo de trés dias através de
ensaio de MTT (Absorbancia: 570nm). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p>0,05).
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DISCUSSAO

Atualmente, os métodos de tratamento disponiveis para as DII sao
limitados a medicamentos, 0s quais visam a imunossupressdao e a manutencao
da remissdao da doenga. Porém, estes farmacos apresentam efeitos colaterais e
ndo sdo efetivos em todos os pacientes, o que tem direcionado a busca por
tratamentos alternativos, como a terapia com células-tronco. Entretanto, para
sua utilizacdo clinica, tem se tornado cada vez mais necessario o estudo dessas
células associadas a drogas convencionais, pois ainda se desconhece o efeito
imunossupressor das CTMs quando administradas em associacdo a terapia
medicamentosa convencional.

Dessa forma, nosso estudo propos a avaliagio do efeito das drogas
Azatioprina e Dexametasona, utilizadas no tratamento de DII, sobre as CTMs, a
fim de analisar a viabilidade e funcionalidade das mesmas. Visando a terapia
celular é importante que estas células ndo tenham seu desempenho afetado
negativamente pelas drogas, pois assim ambos os tratamentos podem ser
associados paralelamente em pacientes com DII.

Nossos resultados demonstram que a Dexametasona na concentragao de
10uM nao afeta a viabilidade de CTMs murinas e humanas. Nuzzi e
colaboradores (2012) [2%] realizaram estudo semelhante testando o efeito de
diferentes concentragdes de Dexametasona (25uM a 2,5mM) em células
humanas e concluiram que a droga s6 tem efeito negativo na viabilidade celular
quando em altas concentracdes. Nosso trabalho baseou-se na concentragao
normalmente utilizada (10pM) no tratamento de pacientes com DII, sugerindo
dessa forma que a associacdo da terapia celular a terapia medicamentosa com
Dexametasona ndo acarretaria em prejuizo as células.

Na analise do efeito da Azatioprina sobre a viabilidade das CTMs,
encontramos efeito negativo da droga nas células coridnicas em 24h, entretanto,
ndo observamos o mesmo resultado nas CTMs murinas. Miura e colaboradores
(2006) 741 demonstraram existir diferenca entre CTMs de origem murina e

humana no que se refere a instabilidade cromossomica e taxa de crescimento,
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entretanto ndo encontramos na literatura disponivel estudos que comparem a
citotoxicidade de drogas entre estes dois tipos celulares. Podemos especular
que as CTMs humanas poderiam ser mais sensiveis ao efeito do metabdlito
ativo da AZA, o 6-mercaptopurina, que causa a inibicdo da sintese e
metabolismo de RNA. P Essa diferenca também poderia estar relacionada a
menor concentracdo celular no momento da analise, visto que, com o decorrer
do experimento e a consequente proliferacdo celular, tal efeito nao foi
observado. Nos demais tempos de andlise (48, 72h e 7 dias) nossos dados
corroboram com o trabalho de Duijvestein et al (2011), [1] 0 qual demonstrou
nao haver efeito citotoxico sobre a viabilidade das CTMs com a droga
imunossupressora Azatioprina.

Sabe-se que as CIMs desencadeiam a liberagdo de diversos fatores
soliveis que atuam no sistema imunolégico e modulam a resposta imune.
[20.2526] Esses fatores soltveis, muitas vezes citocinas anti-inflamatérias, podem
diminuir a proliferagdo de linfécitos T e B, células dendriticas e células NK
(natural killer). 271 Desse modo, avaliamos o efeito das drogas na capacidade
imunossupressora de CTMs humanas, e observamos que os co-cultivos de
linfécitos e CTMs tratados com Azatioprina apresentaram uma diminuicdo da
linfoproliferacdo em relacdo ao controle. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica entre as amostras tratadas com a droga e as tratadas com o seu
veiculo (DMSO), sugerindo que esta diminuicdo da linfoproliferacdo tenha sido
causada pela toxicidade do veiculo e ndo pela droga em associagdo com as
CTMs.

Em relacdo ao ensaio de co-cultivo de CIMs e linfécitos com a droga
Dexametasona, foi observada uma diminuic¢do na proliferacdo de linfécitos T no
periodo de trés dias. A fim de elucidar-se se o efeito da Dexametasona foi
diretamente sobre os linfécitos ou se a droga teve seu efeito direto na
funcionalidade das CTMs, realizamos ensaio de linfoproliferacdo na auséncia
de células-tronco mesenquimais. Neste ensaio nao foi observada diferenca entre

o grupo controle e o grupo Dexametasona. Dessa forma, podemos postular que
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a droga potencializou o efeito imunossupressor das CTMs, promovendo talvez
uma maior liberacdo de citocinas. Nossos dados divergem do trabalho de
Duijvestein et al (2010) 28] em que a Dexametasona foi testada no co-cultivo de
células e nao houve diferenga no efeito imunossupressor da droga quando as
CTMs foram adicionadas. Nossos dados vdo de encontro aos resultados
obtidos por Hoogduijn et al (2008), 1 que demonstrou que o medicamento
Tacrolimus potencializou o efeito imunossupressor das CTMs de tecido
cardiaco. Nesse trabalho, as CTMs foram previamente incubadas com a droga e
entdo adicionadas a linfoproliferacdo, resultando numa maior inibicdo da
proliferacdo de linfécitos. Devido a estes resultados, sugere-se que
medicamentos imunossupressores em conjunto com as CIMs poderiam
aprimorar os tratamentos convencionais atualmente disponiveis.

Acredita-se que o efeito terapéutico de CTMs esteja relacionado
diretamente a acdo pardcrina, ou seja, a liberacdao de fatores soltiveis que atuam
no microambiente diminuindo a inflamacdo e induzindo a regeneragdo
tecidual. Nesse sentido, mais de 50 moléculas ja sdo conhecidas por mediar a
acdo paracrina das CTMs. Estudos demonstram que dentre as citocinas soltveis
produzidas pelas mesenquimais estdo as citocinas anti-inflamatoérias, desta
forma, o meio condicionado produzido por essas células tem efeito
imunossupressor [27.2530]. Neste sentido, realizamos ensaio de linfoproliferagao
com meio condicionado produzido por CTMs na presenca de Dexametasona e
ndo foi observada diferenca significativa entre o grupo Controle (meio
condicionado de CTMs na auséncia de Dexametasona) e grupo Dexametasona
(meio condicionado de CITMs na presenca de Dexametasona). Portanto,
podemos concluir que a potencializagdo do efeito imunossupressor das CTMs,
ocasionada pela Dexametasona, ocorre quando existe contato entre os linfécitos
T e as CTMs. Como previamente visto em outros estudos, o meio condicionado
de CTMs tem o papel de induzir um estado anti-inflamatério pelo recrutamento
de células do sistema imune de modo a resultar em imunossupressao. 311 Ja foi

demonstrado que as CITMs tém a capacidade de inibir a proliferacdo de
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linfécitos T in vitro e in vivo, e através de ensaio de Transwell foi observado que
esta inibicdo também ocorre sem o contato celular. Entretanto, ela ndo é tdo
eficiente quanto aquela ocorrida através do direto contato celular entre CTMs e
linfécitos. [271 Gonzalez-Rey et al (2009) 151 demonstrou que somente o meio
condicionado de CTMs humanas de tecido adiposo ndo é capaz de inibir a
proliferacao de linfécitos T, mas quando as CITMs sdo estimuladas com as
citocinas TNF-a e IFN-y, este meio condicionado é efetivo. Seus resultados
também sugerem que é necessario contato célula-célula corroborando com
nossos resultados.

Dessa forma, podemos concluir que concentra¢des terapéuticas de
Azatioprina ndo afetam negativamente a funcionalidade das células-tronco
mesenquimais, entretanto pode alterar a viabilidade de CTMs humanas. No que
se refere a Dexametasona, vimos que a droga nao afeta a viabilidade celular nos
tempos estudados e que a acdo da mesma potencializa o efeito imunossupressor
das CTMs. Através dos resultados obtidos in vitro, poderiamos postular que a
terapia medicamentosa com a Dexametasona poderia ser associada a terapia
celular sem nenhum prejuizo a acdo das CTMs. Esses achados sao importantes
para o potencial uso clinico das CTMs em combinacdo com imunossupressores,

combinagdo esta que pode futuramente otimizar o desempenho dos

tratamentos convencionais.
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