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Resumo

As células-tronco mesenquimais (MSCs) de medula 6ssea séo células-tronco adultas
caracterizadas como células clonais, multipotentes, com morfologia de fibroblastos e
aderentes ao plastico. O modelo de cultivo convencional € em ambiente bidimensional
(2D), as células estdo aderidas sobre uma superficie de plastico, sendo este modelo
muito diferente do ambiente natural da célula, formado por uma rede de proteinas que
compdem a matriz extracelular, responsavel pela sustentagdo mecéanica e ajuda na
organizacgédo tecidual e na comunicacgdo celular. O modelo de cultivo em ambiente
tridimensional (3D) € uma abordagem mais préoxima do observado in vivo oferecendo
interacbes quimicas e mecanicas que influenciam o comportamento geral da célula
(adesao, migracao, proliferacédo, diferenciacéo e liberacdo de fatores). As integrinas
sdo proteinas transmembrana que estdo envolvidas com a adesdo, migracao,
proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. O objetivo do presente estudo foi
comparar a expressao das subunidades de integrina entre MSCs cultivadas apenas
em ambiente 2D e MSCs cultivadas em matriz de colageno (3D). Para o cultivo 2D as
MSCs foram extraidas da medula éssea de ratos da linhagem Wistar e plaqueadas
em placas de 24 pocos aderida ao poc¢o. Enquanto que para o cultivo 3D, foram
cultivadas em uma matriz de colageno. Apds 24 horas, o RNA total das MSCs em
cada condicao foi extraido. Os genes das diferentes subunidades de integrina foram
amplificados por PCR em tempo real a partir do cDNA sintetizado, utilizando primers
especificos. As subunidades a1, a2, a4, a5, a7, a8, a9, a10, aL, aM, aX, aD, B4, B6,
B7 e B8 ndo apareceram em nenhuma das condi¢des estudadas ou ndo apareceram
em todas as culturas. As subunidades a3, a6, a11, aV, B1, B2, B3 e B5 em todas as
trés culturas. As subunidades a3, B1 e B5 foram as Unicas subunidades que
apresentaram diferenca de expressao significativa entre a condicdo sem colageno
(2D) e com colageno (3D). Nesse trabalho foi possivel concluir que existem diferencas
na expressao de subunidades de integrina entre MSCs cultivadas em matriz de
colageno e no cultivo convencional. Esses resultados ja foram observados por outros
autores utilizando MSCs de diferentes origens. E possivel que essas subunidades de
integrina modifiguem o fendtipo da célula por participarem de processos como adeséo,

proliferagcéo, diferenciagéo e migragao celular.

Palavras chave: Matriz de colageno. PCR quantitativo. Integrina. Células-tronco

mesenquimais. Cultivo tridimensional.



Abstract

Bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) are adult stem cells characterized as
clonal cells, multipotent, with fibroblast morphology and adherent to the plastic. The
conventional culture model is in two-dimensional (2D) environment, the cells are
adhered on a plastic surface, this model being very different from the natural
environment of the cell, formed by a network of proteins that make up the extracellular
matrix, responsible for the mechanical sustentation And helps in tissue organization
and cell communication. The three-dimensional (3D) culture model is a closer
approach to that observed in vivo by providing chemical and mechanical interactions
that influence the overall behavior of the cell (adhesion, migration, proliferation,
differentiation and release of factors). Integrins are transmembrane proteins that are
involved in cell adhesion, migration, proliferation, differentiation, and survival. The
objective of the present study was to compare the expression of integrin subunits
between MSCs cultured only in 2D environment and MSCs grown in collagen matrix
(3D). For 2D culture the MSCs were extracted from the bone marrow of Wistar rats
and plated on 24 well plates adhered to the well. While for 3D cultivation, they were
grown in a matrix of collagen. After 24 hours, the total RNA of the MSCs in each
condition was extracted. The genes of the different integrin subunits were amplified by
real-time PCR from the synthesized cDNA, using specific primers. The subunits a1,
a2, a4, a7, a8, a9, a10, aL, aM, aX, aD, B4, 6, f7 and B8 did not appear in any of the
conditions studied or did not appear in all cultures. The subunits a3, a6, a11, aV, 1,
B2, B3 and B5 in all three cultures. The subunits a3, 1 and 35 were the only subunits
that showed significant expression difference between the condition without collagen
(2D) and with collagen (3D). In this work it was possible to conclude that there are
differences in the expression of integrin subunits between MSCs cultured in collagen
matrix and in conventional culture. This results have already been observed by other
authors using MSCs of different origins. It is possible that these integrin subunits
modify the cell phenotype by participating in processes such as adhesion, proliferation,
differentiation and cell migration.

Key-words: Collagen matrix. quantitative PCR. Integrin. Three-dimensional culture.

Mesenchymal stem cells.
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1. Introducéao

1.1. Células-tronco

As células-tronco sdo caracterizadas por suas habilidades de auto-renovacao
e diferenciacdo em mais de um tipo celular (Fuchs, et al., 2004). Elas podem ser
divididas em embrionarias, fetais ou adultas de acordo com a sua origem e em
totipotentes, pluripotentes e multipotentes de acordo com a sua plasticidade (Latsinik,
et al., 1981; Thomson, et al., 1998).

As células-tronco totipotentes sdo as células do embrido até a conformacéo de
8 células e o zigoto. Essas células podem se diferenciar em células dos trés folhetos
embrionarios e em tecidos extraembrionarios. As células-tronco pluripotentes podem
ser isoladas da massa celular interna do blastocisto (embrioblasto) um estagio antes
da implantagdo na parede uterina. Essas células podem se diferenciar em células dos
trés folhetos embrionarios porem nédo se diferenciam em células de tecidos
extraembrionarios (Chen et al., 2016) (Fig. 1). Podem ser expandidas em cultura e,
também ¢é conhecido que quando injetadas em camundongos imunossuprimidos
podem dar origem a teratomas (Thomson et al., 1998). As células-tronco
multipotentes podem ser encontradas em varios tecidos fetais e adultos e tém a
capacidade de se diferenciar apenas em células do folheto embrionario a qual
pertencem. Quando estimuladas por determinados fatores in vitro elas podem se
diferenciar em células de tecidos derivados de outros folhetos embrionarios (Schwindt
et al., 2005; Bernemann et al., 2011). Um exemplo de célula multipotente séo as
células tronco mesenquimais de medula 6éssea que foram usadas neste trabalho.

As células-tronco também podem ser produzidas em laborat6rio a partir de uma
célula somética qualquer. Essas células sdo chamadas de células tronco pluripotentes
induzidas (iPS). Uma forma de produzir uma iPS é adicionando fatores de
reprogramacgado como Oct4 (Octamer binding transcription factor-4), Sox2 (Sex
determining region Y)-box 2 e KIf4 (Kruppel Like Factor-4) (Takahashi et al., 2006).
Foi demonstrado que essas células podem se auto renovar e dar origem a células dos
trés folhetos embriondrios assim como as células-tronco pluripotentes que ocorrem
naturalmente (Takahashi et al., 2006; Chen et al., 2016).
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Figura 1. Classificacdo das células-tronco. As células tronco podem ser divididas em
totipotente, pluripotente ou multipotente de acordo com o seu potencial de diferenciacao.

1.2. Células-tronco mesenquimais (MSCs)

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células-tronco adultas que
podem, por exemplo, ser isoladas da medula 6ssea, tecido adiposo, fluido amniético
e cordao umbilical. Sdo células multipotentes, podendo se diferenciar em células de
tecidos originados da mesoderme como ostedcitos, adipécitos e condrocitos (Prockop,
1997; Pittenger et al., 1999). Elas também podem se diferenciar em células de tecido
de outros folhetos embrionarios quando estimuladas in vitro (Fig. 2) (Pittenger et al.,
1999; Uccelli, et al., 2008; Schipani et al., 2009).



Ectoderme
‘ . Células epiteliais U
Osso  Medula 6ssea o W S /]
O ) Neurdnios
| 5 ™
N
X Células de

£
W/

tecido conjuntivo

v/

(©) Célula de
" cartilagem
- Mesoderme

Adipdcitos

) Células 6sseas
S Q Células
musculares

@ | Células de
© | Ppulmdo Endoderme

‘...-o-'

/| Osteoblastos

Células epiteliais
intestinais

Nature Reviews | Immunology

Figura 2. Potencial de diferenciacdo e aultorrenovacdo das células-tronco
mesenguimais. As células-tronco mesenquimais podem se diferenciar em células de tecidos
da mesoderme porem podem ser induzidas a se diferenciar em células de tecidos originados
de outros folhetos embrionarios por um processo chamados transdiferenciacédo. Adaptado de
Uccelli, et al., 2008.

As células-tronco mesenquimais foram isoladas pela primeira vez na década
de 1970 a partir de células da medula 6ssea. Elas foram caracterizadas como células
clonais com morfologia de fibroblastos e aderentes ao plastico e inicialmente
chamadas de unidades formadoras de col6nias semelhantes a fibroblastos (CFU-FS)
(Friedenstein et al., 1974). Essas células sdo cultivadas em placas de plastico,

tornando possivel o isolamento das células aderentes. Até o momento nao foi



identificado um marcador especifico para células-tronco mesenquimais e por isso elas
sao caracterizadas pela presenca e auséncia de determinadas de proteinas. Algumas
das proteinas presentes em MSCs sdo CD73, CD29, CD90, CD105, CD49b, CD49e,
CD54, CD166, CD50, CD62L e CD106 e as ausentes sdo CD14, CD11b, CD45, CD34,
CD79, CD19, HLA-DR, CD80, CD86, CD40 e CD40L. (Dean, et al., 2000; Tse, et al.,
2003).

Como resultado da sua capacidade de diferenciacéo e auto renovacao, essas
células foram consideradas células-tronco e nomeadas como células-tronco
mesenquimais (MSCs) (Caplan, 1991). Por representarem uma fracdo de apenas
0,001-0,01% da populacao total de células nucleadas da medula 6ssea (Pittenger et
al., 1999), é necesséaria a sua expansao in vitro. Essas células séo facilmente
expandidas em cultura, podem se diferenciar em varios tipos celulares e, por isso, ha

um grande interesse no uso dessas células em terapia celular.

1.3. Propriedades imunomodulatérias das MSC e reparo tecidual

As células-tronco mesenquimais sédo capazes de reparar tecidos formados a
partir da mesoderme como cartilagem, musculo, tenddes, ligamentos e 0ssos, mas
também pode agir reparando tecido nervoso, epitelial e figado (Jackson et al., 2012).
Além de reduzirem a inflamacao local e promoverem a formacdo de uma matriz
extracelular, as MSCs estao envolvidas no processo de angiogénese, produzindo o
fator de crescimento endotelial (VEGF), e também podem agir reduzindo apoptose
(Zhang et al., 2013; Schweizer et al, 2014). MSCs de medula 6ssea e derivadas de
tecido epitelial combinadas com uma matriz a base de colageno (Integra e Pelnac)
também tem sido usadas para o tratamento de feridas (Leonardi et al., 2012; da Silva
et al., 2014).

As MSCs também possuem atividade antimicrobiana por meio da secrec¢éo de
proteinas antimicrobianas e de fatores imuno-regulatérios (Isakson etal., 2015;
Zahorec et al.,, 2015). Em funcdo do seu potencial imuno-regulatério (Wan et al.,
2008), multipotencialidade e facil expansdao em cultura, as MSCs vem sendo
estudadas como agente terapéutico (Patel et al., 2008).

As MSCs podem regular células da imunidade inata e adaptativa através da
supresséo de linfocitos T e da maturacdo de células dendriticas, reduzindo a ativacéo

e proliferacdo de linfécitos B, proliferacdo e citotoxidade das células natural killer e



promovendo a diferenciacdo de células T regulatorias (Yagi et al., 2010; Fu et al.,
2012; Sun et al., 2012). A supressao ou ativacao dessas células do sistema imune
pelas MSC ocorre por contato direto com a célula (Kim et al., 2013) ou por meio de
interacdo paracrina, através da liberacdo de fatores solUveis que atuam sobre as
células do sistema imunologico (Nauta et al., 2007; Su et al., 2014). Por meio do
contato célula-célula as MSCs podem diminuir a proliferacéo de linfécitos T e estimular
a proliferacédo e funcédo de linfocitos T reguladores. As células T regulatérias séo uma
populacdo de células T que inibe respostas imunes pro-inflamatoérias (Krampera et
al., 2003; Han et al., 2011). As MSCs liberam substancias como indolamina-2,3-
dioxigenase (IDO), fator de crescimento transformante- (TGF-B), prostaglandina E2
(PGE2), 6xido nitrico (NO), fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e interleucina
10 (IL-10). O NO € um dos fatores liberados pelas MSCs que inibe a proliferacédo de
linfécitos T CD4 e CD8+ (Krampera et al., 2006; DelaRosa et al., 2009).

As células natural killer (NK) sdo células com atividade citotoxica, produzem
citocinas pro-inflamatérias e sédo importantes na resposta antiviral e antitumoral.
Quando incubadas com MSCs, as células NK quase né&o proliferam e diminuem a
producdo de INF-y. E possivel que isso aconteca porque as MSCs produzem fatores
como PGE2 e TGF- 8 que suprimem a producdo IL-2, IL-15 e INF- y (Spaggiari et al,
2008; Regulski et al., 2016) (Fig. 3). As MSCs também podem suprimir a proliferacéo,
supressao e diferenciacdo de linfocitos B através da producéo e liberacdo de fatores
soluveis como IL-1, CCL2 e PGE2 (Nauta et al., 2007; Li et al., 2017) .

As células dendriticas sdo as células apresentadoras de antigeno. Elas
induzem resposta em linfécitos T e produzem citocinas pro-inflamatorias como TNF-
a, IL-1B e IL-6. Quando co-cultivadas com MSCs, as células dendriticas apresentam
diminuicdo na expressdo de MHC I, CD11c, CD83 e moléculas co-estimulatérias. As
MSCs podem impedir a maturacéo das células dendriticas imaturas (iDCs) em células
dendriticas maduras (mDCs) por meio da producdo de HGF, TGF- B e PGE2
(Aggarwal et al., 2005; Nauta et al., 2007) (Fig. 3). As MSCs também inibem a
liberacdo de IL-12 e TNF- a (Nauta et al., 2006; Ramasamy et al., 2007).
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Figura 3: Potencial imunoregulatério das células-tronco mesenquimais. As MSCs podem
inibir a proliferacéo e diminuir a citotoxicidade das células NK através da producéo de PGE2
e TGF-b. E possivel que as MSCs inibam IL-2 ou IL-15 inibindo a proliferacéo e producgéo de
IFN-y por essas células. As MSCs podem inibir a diferenciagédo e maturagdo de mondcitos em
células dendriticas (DC) que funcionam como células apresentadoras de antigeno para
linfécitos T além a produzir fatores. O efeito inibitério das MSCs na diferenciacdo dessas
células pode ocorrer por meio da liberacdo de fatores soluveis como IL-6, IL-10, M-CSF e
PGE2. A maturacao das células dendriticas imaturas (iDCs) em células dendriticas maduras
(mDCs) pode ser impedida por meio da producdo de HGF, TGF-b e PGE2 pelas MSCs. As
MSCs induzem a producdo de IL-10 pelas células dendriticas plasmocitéides (pDCs)
promovendo a diferenciacao e células T reguladoras. As células T reg. sdo uma populacao de
células T que inibe a ativacdo do sistema imunoldgico. As MSCs promovem a diminui¢cdo na
producdo de INF-y e aumento na producado de IL-4, o que indica a mudanca de um estado
pré-inflamatério para um anti-inflamatério. As MSCs também podem inibir a proliferacdo de
linfécitos T citotdxicos (CTL). (Nauta et al., 2007)



As MSCs podem sair da corrente sanguinea de forma similar as células do
sistema imunoldgico através da expressédo de moléculas de adesédo como selectinas
e integrinas em sua superficie e, migrar para areas lesadas (Ruster, et al., 2006). E
estimado que cerca de 80% das MSCs injetadas via intravenosa apos isquemia
cerebral sejam encontradas no hemisfério lesado (Chopp et al., 2002; Barry et al.,
2004).

1.4. O uso de MSCs em terapia celular no sistema nervoso central

As MSCs podem agir sobre as células do sistema nervoso diminuindo apoptose
na regido do infarto, aumentando a angiogénese, neurogénese, sinaptogénese,
promovendo reorganizacao neural (Fig. 4) e recuperacéao funcional em modelo animal
(Sandu, et al., 2017). ApGs isquemia cerebral as MSCs podem aumentar a expressao
de fatores de crescimento, citocinas e fatores neurotroficos. Dentre esses fatores
estdo o fator de crescimento do nervo (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), fator de crescimento derivado das células da glia (GDNF) e fator de
crescimento endotelial (VEGF) (Castillo-Melendez et al., 2013).

As MCS também podem diminuir a infiltracdo de macréfagos e ativacdo da
micréglia que sao células que participam da defesa do sistema nervoso (Tsai et al.,
2014). A ndo ativacao dessas células apés leséo cerebral pode ser positiva pois indica
reducdo de inflamacao. Ja foi observado, em cultivo de MSCs com microéglia ativada
por LPS que as MSC podem modificar o fenétipo dessas células. (Giunti et al., 2012).
As MSC também podem inibir a reducdo da mielina dos axénios através da liberacéo
de fatores (Lindsay et al., 2016).

Estudos do nosso grupo tém demonstrado o efeito terapéutico das MSCs de
medula 6ssea em modelos de leséo cerebral (De Vasconcelos dos Santos et al., 2010;
De Freitas et al., 2012; De Freitas et al., 2014). Em recente estudo, foi demonstrado o
efeito terapéutico da administracdo das MSCs cultivadas em matriz de colageno em
modelo de ablacdo cerebral focal (De Freitas et al., 2014). Nesse estudo foram
comparadas duas vias de administracéo das MSCs, a via intralesional e a intravenosa.
Os animais foram divididos em seis grupos experimentais: intravenosa com MSCs
(cultivo 2D), intravenosa com PBS, intralesional com matriz de colageno, intralesional
com matriz de colageno com MSCs, intralesional com MSCs (cultivo 2D) e PBS

intralesional. Foi observada uma maior recuperacao neuroldgica de ratos tratados com


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018616302431#bib33

as MSCs no colageno do que quando tratados apenas com as MSCs ou PBS via
intralesional no teste de recuperacao da pilula e alcance na camara (RCPR), porém o
grupo dos animais tratados com células (2D) por via intravenosa apresentaram maior
recuperagdo no teste do cilindro. (De Freitas et al., 2014). Este trabalho motivou o

aprofundamento da analise do efeito do cultivo em matriz de colageno (3D) na

expressao de genes de interesse terapéutico.
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Figura 4: Acéo das células-tronco mesenquimais sobre as células do sistema nervoso.
As MSC podem reduzir inflamacao, aumentar o nimero de sinapses e reduzir apoptose na
regido da lesdo. Podem também contribuir para o processo de angiogénese e mielinizacao

de axbnios. Adaptado de Castillo-Melendez et al., 2013.



1.5. Cultivo Celular em Ambiente Bidimensional e Tridimensional

O modelo de cultivo bidimensional, onde as células s&o cultivadas em
monocamadas e aderidas a substratos como plastico ou vidro é o modelo de cultivo
convencional para células aderentes. O cultivo bidimensional foi e ainda € muito
importante para estudos na biologia como por exemplo na descoberta de novos
medicamentos e compreensdo de mecanismos de acdo de virus, bactéria e
protozoarios. Além disso, é uma alternativa relativamente barata e reduz
significativamente o nimero de animais de experimentacdo. No entanto, esse modelo
nao & muito eficiente em mimetizar o comportamento das células in vivo (Owen et al.,
2010).

O cultivo em ambiente tridimensional é o modelo que mais se aproxima do
observado in vivo, onde a célula se encontra envolvida por uma matriz extracelular
(MEC) composta de proteinas que além do suporte quimico ja oferecido no cultivo
bidimensional oferece também o suporte mecanico que também é encontrado no
microambiente natural da célula que no caso das células-tronco mesenquimais de
medula 6ssea € o nicho hematopoiético. Nesse modelo as interacdes célula-célula e
célula-MEC se encontram maximizadas em relacdo ao observado no cultivo
bidimensional (Suh et al., 2011; Haque et al., 2010). A dificuldade das células, no
modelo bidimensional, de se conectarem umas com as outras e com uma matriz
proteica pode limitar a morfologia, polaridade, proliferagcéo, viabilidade, diferenciacao,
expressdo de genes e proteinas nas células modificando resposta a estimulos em
geral (Kong et al., 2013; Li et al., 2013).

Quando as células nos modelos bidimensional (2D) e o modelo tridimensional
(3D) sédo comparadas a primeira diferenca observada é na morfologia. As células do
cultivo 2D se ligam apenas no lado em que esta o substrato (ex: plastico, vidro) e essa
ligacdo e espalhamento ocorrem em questdo de minutos, enquanto que no ambiente
3D ocorrem em toda superficie da célula e levam de horas a dias para ocorrerem e
envolvem reacgOes proteoliticas (Baker et al., 2012; Khetan et al., 2010). Quando
retiradas de seus tecidos de origem e plagueadas, algumas células passam a
proliferar de maneira anormal e perdem o seu fendtipo natural, porém quando
transferidas para o cultivo 3D, alguns desses tipos celulares recuperam suas funcdes

e morfologia (Kim et al., 2015).
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A polaridade é também uma caracteristica importante que o ambiente 3D tem
se mostrado capaz de manter. No cultivo 2D, essa capacidade pode ser perdida.
Quando células epiteliais sdo cultivadas em placas (2D) elas perdem a polaridade
apical-basal, porem quando cultivadas no modelo 3D, elas sdo capazes de manter
essa polaridade. Células de epitélio glandular, por exemplo, séo capazes de formar
um lumen onde secretam fatores quando cultivadas em 3D (Plachot et al., 2009;
(Murray et al., 2014; Kim et al., 2015; Manninen, 2015).

O modelo de cultivo também influencia na viabilidade e proliferacao das células.
Hepatdcitos, por exemplo, quando cultivados em monocamada perdem a capacidade
de sintetizar enzimas responsaveis pelo metabolismo de drogas, entram em um
processo de desdiferenciagdo e morrem enquanto que quando cultivados em matriz
tridimensional suas caracteristicas sao mantidas. (Treyer et al., 2013; Murray et al.,
2014).

Para a composicdo da matriz 3D, os biomateriais mais utilizados sdo o
coldgeno e acido hialurénico pois apresentam biocompatibilidade, degradabilidade e
habilidade de promover proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular (Hu et al.,
2014b). Neste trabalho foi utilizada uma matriz composta de colageno tipo | (3 mg/ml;
Gibco, Invitrogen).

O colageno € uma proteina estrutural formada por trés cadeias polipeptidicas
que sdo ligadas por ligacdes ndo covalentes, formando uma tripla hélice. A estrutura
primaria do colageno tipo | é formada por Gly-X-Y. Os aminoacidos prolina e
hidroxiprolina sédo os mais frequentes na posicdo X e Y. (Pawelec et al., 2016; Zhang
and Stefanovic, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27011170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stefanovic%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27011170
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1.6. Integrinas

Integrinas sédo uma familia de proteinas transmembrana que podem formar
receptores heterodiméricos para varias proteinas da matriz extracelular como
fibronectina, laminina, trombospondina, tenascina e colageno. Esses receptores sao
constituidos de uma subunidade alpha e uma subunidade beta ligadas de forma néo
covalente, que tornam possivel a interacao célula-célula e célula-matriz (Hynes, 2002)

(Fig. 5).

Dominio Extracelular

Subunidade a

Subunidade

S

S | | Membrana externa
1000000 = 000080
3 S &

) a "’ Membrana
(J )\ plasmatica

seeeee ) 100 008

Membrana interna

RGN

y

Dominio Citoplasmatico

Copyright 2009 Pearson Education, inc

Figura 5. Estrutura da proteina integrina na membrana plasmatica. A integrina é uma

proteina transmembrana formada por duas subunidades (a e B).

Em vertebrados foram descritos 24 heterodimeros de integrinas formados pela
combinacao de 18 subunidades a e 8 de subunidades B (Hynes, 2002) (Fig. 6). Todas
as subunidades a e 3, com excecao de (34, possuem dominios extracelulares grandes,
seguidos por uma unica hélice transmembrana e um dominio citoplasmatico curto
(Hynes, 2002) (Fig. 5)


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fdecs.bvs.br%2Fcgi-bin%2Fwxis1660.exe%2Fdecsserver%2F%3FIsisScript%3D..%2Fcgi-bin%2Fdecsserver%2Fdecsserver.xis%26task%3Dexact_term%26previous_page%3Dhomepage%26interface_language%3Dp%26search_language%3Dp%26search_exp%3DTrombospondina%25201&ei=ZQXdVMijKe6HsQS1toL4BQ&usg=AFQjCNFHJam_sy_1fsw0XrY1RJ06aorjqw&sig2=MG_5znfFU8-claE5saVG2Q
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O contato célula-matriz e célula-célula sdo importantes para a regular a
atividade de todas as células do organismo, e ja que as integrinas sdo uma familia de
proteinas que permitem essas interagdes, elas tém um papel muito importante para a

maioria das células do corpo (Silva, et al., 2008).

Collagen receptors Leukocyte-specific
receptors

Hynes, 2002 Cell 110:673-687

Figura 6. Subunidades de integrinas. As subunidades a e B de integrinas combinadas
podem formar receptores que interagem com proteinas da MEC. As subunidades a1, a2, a10,
al1, aL, aM, aX, aD e aE tém um dominio | ou A inserido e estdo presentes apenas em
vertebrados. As subunidades a5, a8, aV e a11b formam os receptores RGD que se ligam a
proteinas (fibronectina e vitronectina) da MEC na sequéncia RGD de aminoacidos. Esses
receptores e os receptores de laminina estdo amplamente distribuidos em metazoa. As

subunidades a4 e a9 estao presentes apenas em cordados. (Hynes, 2002).

Uma caracteristica de muitas integrinas € a capacidade de se ligar a varios
ligantes. Elas podem se ligar a proteinas da matriz subendotelial como fibronectina,
vitronectina e coladgeno ou a proteinas do plasma como fatores do sistema
complemento e fibrinogénio. As integrinas podem se ligar a suas proteinas ligantes de
varias formas. Algumas integrinas podem se ligar a determinadas proteinas na

sequéncia de aminoacidos RGD. Essas integrinas se ligam a uma grande variedade
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de ligantes extracelulares, sdo importantes para o desenvolvimento, angiogénese,
fibrose e ativacdo de TGF- B (Barczyk et al., 2010; Hynes, 2007, 2009; Munger et al.,
2011, Manninen et al., 2016). O um outro grupo € o das integrinas ligantes de motifs
formados de aminoé&cidos acidos. O terceiro grupo é o de integrinas com um dominio-
A que contém um dominio al inserido na subunidade a que faz par com a subunidade
B1 formando uma subfamilia especifica de receptores de colageno e laminina. O
altimo grupo é composto pelas integrinas que formam receptores de laminina porém
ndo possuem o dominio al nas subunidades a que fazem par com a subunidade 1
(Humphries et al., 2006; Manninen et al., 2016, Pan et al., 2016).

Sinalizacdo extracelular : Sinalizacdo intracelular

Aumento da afinidade por
ligantes extracelulares, adesao,
migracdo, remodelamento da

matriz
ngante
Integrina ?
Sinalizacdo Baixa i
afinidade Sinalizacédo
ge':tora para de dentro
entro para fora
Meio
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Membrana
Meio intracelular
/ Meio
Proteina intracelular
Alteracdo na polaridade da célula, estrutura do intracehdar

citoesqueleto, expressao génica, proliferacdo
e sobrevivéncia da célula

Figura 7. Ativacdo e sinalizacdo das integrinas. Os receptores de integrinas podem ser
ativados de duas formas: No dominio extracelular por proteinas da MEC ou no dominio
intracelular por proteinas intracelulares. Dependendo da forma de ativacao as consequéncias

fisioldgicas séo diferentes. Adaptado de Shattil, et al. 2010.

As integinas sinalizam de forma bidirecional. Isso significa que elas podem

transmitir sinais de fora para dentro ou de dentro para fora da célula (Fig 7). Na
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sinalizacdo extracelular (outside-in), uma proteina da MEC se liga ao dominio
extracelular da integrina mudando a sua conformacéo e podendo levar a alteracdes
na estrutura do citoesqueleto, polaridade, expressdo génica, proliferacdo e
sobrevivéncia da célula. Na sinalizacdo intracelular (inside-out) uma proteina
citoplasmatica se liga ao dominio citoplasmatico da subunidade  promovendo uma
mudanca na conformacéo dessa subunidade, aumentando a afinidade dessa integrina
por ligantes extracelulares podendo levar a processos de adesdo, migracao e
remodelamento da MEC (Shattil et al., 2010) (Fig. 7).

De maneira geral, as integrinas estdo envolvidas com processos de adeséo
celular que s&o importantes para migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia da célula (Hynes, 2002).

O colageno é a proteina mais abundante na matriz extracelular e é importante
para adesao, crescimento, migracao celular e processos cicatrizacao. Foram descritos
quatro receptores de colageno que séao formados por subunidades de integrina: a1p1,
az2p1, a10B1 e a11p1. As mais abundantes sdo as integrinas a1p1 presente em
células-tronco mesenquimais, fibroblastos, condrdcitos e glébulos brancos circulantes
e a integrina a2B1 encontrada em células epiteliais, plaquetas e fibroblastos. A
integrina a10B1 esta presente em condrdcitos como receptor de colageno Il
(Bengtsson et al., 2005; Zeltz C et al., 2016). A expressao de a11B1 esta restrita a
células do mesenquima em regibes com redes de colageno bem organizadas e
fibroblastos (Popova et al., 2007; Zeltz C et al., 2016). As integrinas sao proteinas
envolvidas com migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. E através dessas
proteinas de membrana que as MSCs interagem com proteinas de matriz extracelular
como o colageno. Como as integrinas sdo importantes para que seja possivel
entender a influéncia da matriz extracelular sobre as MSC e, por isso foram escolhidas

para este trabalho.
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2. Objetivo

O objetivo geral deste estudo foi comparar a expressdo de subunidades de
integrina entre o cultivo convencional das células-tronco mesenquimais de medula
Ossea e a nova abordagem em matriz de colageno (3D). As células-tronco
mesenquimais séo interessantes para o uso em terapia celular e regeneracdo de
tecidos por sua capacidade de diferenciagdo em varios tipos de células, auto

renovacao, facil expansao in vitro e propriedades imunorregulatérias.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Modelo Animal

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, com aproximadamente 2 meses de
idade, obtidos no Biotério Central da UENF. Os procedimentos experimentais com
animais foram aprovados pela Comiss&o de Etica de Uso de Animais da Instituicdo
(CEUA — UENF), sob o niumero de protocolo n° 86.

3.2. Obtencéao e Cultivo das MSCs

Um rato normal doador foi sacrificado, seus fémures e tibias de foram
dissecados, as epifises foram cortadas para a coletada da medula com o auxilio de
uma seringa contendo o meio DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham) e tubos falcon estéreis. As células foram
centrifugadas e suspendidas em 6 mL de meio. Esse material foi entdo centrifugado
por 30 minutos a 400 x g em Histopaque 1083, e a porcdo mononuclear foi separada
por gradiente descontinuo de densidade

As células extraidas foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 com meio
DMEM/F12 com 10% de soro fetal bovino, antibidticos penicilina G (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/mL) e neomicina (50 pg/mL) e antifingico anfotericina B
(25ug.mL1Y) na proporcdo de medula extraida dos 4 ossos de um animal por cada
garrafa. A cultura foi mantida em estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. ApoOs
dois dias o meio contendo as células ndo aderidas foi retirado, as garrafas foram
lavadas com PBS e um meio novo foi colocado.

A cultura foi mantida até que as MSCs atingissem confluéncia. Nesse momento,
as MSCs foram soltas por tripsinizacdo, utilizando 4 mL de solucdo contendo 0,25%
de tripsina e de EDTA Gibco®, lavadas e plaqueadas de cada garrafa para duas
novas. Esse processo foi repetido 3 vezes para que se alcancasse um alto nivel de
enriguecimento da cultura. As MSCs foram ent&o soltas da placa por tripsinizacéo e
suspensas em salina. Foi estimado o nimero de células viaveis através da analise de

viabilidade celular com o corante azul de tripan em camara de Neubauer. Esse
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reagente cora apenas células mortas, o que permite que sejam contadas apenas as

células viaveis.

3.3. Andlise Fenotipica das MSCs

A caracteriza¢do imunofenotipica das MSCs foi feita por citometria de fluxo.
Foram utilizados anticorpos conjugados com moléculas fluorescentes, proprios para
analises por citometria de fluxo, contra os seguintes marcadores:

e Marcadores positivos: anti-CD29 /Integrina 1/ allophycocyanin (APC)
conjugate (hamster 1gG; 1:60; Molecular Probes) e anti-CD90/fluorescein

isothiocyanate (FITC) conjugate (mouse IgG1; 1:30; Abcam).

e Marcadores negativos: anti-CD45/phycoerythrin-cyanine 5.5 (PE-Cy5.5)
conjugate (mouse IgG1; 1:60; Molecular Probes) e anti-CD11b/ Integrina aM
/phycoerythrin-cyanine 5 (PE-Cy5) conjugate (rat IgG2b; 1:60; Abcam).

e Controles de isoforma: hamster IgG/APC conjugate (Santa Cruz
Biotechnology); mouse IgG1/FITC conjugate (Santa Cruz Biotechnology);
mouse IgG1/PE-Cy5.5 conjugate (Molecular Probes) e rat 1gG2b/PE-Cy5
conjugate (Santa Cruz Biotechnology).

Apbs a terceira passagem, as MSCs foram soltas da placa por tripsinizacao
mantidas em agitacdo durante duas horas. ApOGs esse periodo foram lavadas,
contadas e separas em aliquotas de 2,5 x 10° células, centrifugadas e suspensas com
PBS contendo 2% de soro fetal bovino + 0,1% de azida. As células foram incubadas
com os anticorpos durante vinte minutos a 4°C, centrifugadas e suspendidas com PBS
contendo 2% de soro fetal bovino + 0,1% de azida e levadas para analise em citbmetro
de fluxo (modelo FACSCalibur da BD Biosciences).

3.4. Obtencéo da Matriz de Coladgeno e Cultivo Celular

Quando atingiram a terceira passagem, as MSC foram soltas da garrafa por
tripsinizacdo, contadas e replagueadas em uma placa de 24 po¢os em uma densidade
de 10° células por poco. Na placa, as células foram cultivadas em colageno tipo |

(cultivo 3D) ou aderidas ao fundo poco (cultivo 2D).
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As células foram mantidas nesses pocos pelo periodo de 24 horas. No cultivo
em condi¢do 2D, as células foram mantidas em 2,5 ml de meio DMEM/F12 com 10%
de soro fetal bovino. No cultivo em condicao 3D, para a sintese da matriz de coldgeno
foram utilizados 31 pul de DMEM/F12 (5x), 25 pl de NaOH 0.1 N, 44 ul de DMEM/F12
(1x) com as células e 100 pul de colageno tipo | (3 mg/ml; Gibco, Invitrogen), somando
um total de 200 pl por poco. Quando distribuidas nos pocgos, as amostras foram
encubadas na estufa a 37 °C e 5% de CO:2 por uma hora para a solidificacdo da matriz
de coldgeno. Apds esse periodo, foram adicionados 2,5 mL de meio DMEM/F12 com
10% de soro fetal bovino. Esse experimento foi realizado com o material de trés
animais, e cada tipo de cultivo (2D ou 3D) foi feito em duplicata (dois pocos), todos

cultivados juntos em uma mesma placa.

3.5. Extracao do RNA total e Sintese do cDNA

Apbs o tempo de cultivo desejado (24h), a extracdo do RNA total das MSCs foi
feita utilizando o kit Direct-zo/™ RNA MiniPrep TRI-Reagent® (Zymo Research) de
acordo com o protocolo do fabricante. Para os po¢os com colageno, o material foi
congelado com nitrogénio liquido e macerado antes do uso do kit. O RNA resultante
foi utilizado para sintese de cDNA utilizando o kit Verso cDNA Synthesis (Thermo
Scientific), de acordo com o protocolo do fabricante. A ciclagem utilizada esta no
quadro 1. O cDNa foi quantificado em fotoespectémetro (NanoDrop™) e diluida para
25ng/ul.

Quadro 1. Ciclagem para a sintese do cDNA.

Temperatura | Tempo N° de ciclos

6 ul de agua ultrapura

5 uyl de amostra 65°C 5 min 1
Primmer Oligo-Dt

+
RT-Enhancer 42°C 30 min 1
Tampao de sintese de cDNA
Mix de dNTP 95°C 2 min 1

Mix de enzima
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3.6. Andlise da Expresséo de Genes Via PCR Quantitativo

As reacOes de PCR foram desenvolvidas utilizando-se o kit Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix; Thermo Scientific seguindo as especificacbes do
fabricante. Em cada poco foram adicionadas 50ng da amostra diluidos em 2l de agua
ultrapura, 6.3 pl de SYBR Green, 1ul de primer (1uM) e 2.7ul de &gua ultrapura
totalizando 12l por poco. A ciclagem esta resumida no quadro 2.

Quadro 2. Ciclagem utilizada em todos os experimentos de qPCR.

Estagio Temperatura | Tempo N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 10 min 1
Desnaturacéao 95°C 15s 40
Anelamento/extensao 60°C 60 s

As leituras de fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento
StepOnePlus™ (Applied biosystems) a cada ciclo de amplificacéo e, posteriormente,
analisados pelo StepOne Software v2.1. (Applied Biosystems). O método de
quantificagdo usado foi o Ct comparativo (AACt). Os resultados serdo expressos em
valor de Ct (Cycle Threshold), que se refere ao numero de ciclos de PCR necessarios
para que o sinal fluorescente atinja o limiar de deteccéo. Os valores de fluorescéncia
emitidos na reacao de amplificacéo e o valor Threshold permite determinar o Ct. Foi
utilizado um kit personalizado (GenOne Biotechnologies) contendo 90 primers para
genes de interesse terapéutico. Foi informado pelo fabricante que os primers tém entre
90 e 110% de eficiéncia. Foram estudados os genes listados no quadro 3.

Os dados obtidos pelo programa StepOne v2.1 foram exportados para
planilha de andlise do EXCEL, onde foram feitos os calculos de quantificacéo relativa
(fold change) para cada gene e para cada condi¢do experimental.

Nas analises de gene de referéncia e de expressao diferencial dos genes
de interesse, a comparacao da expressao de cada gene entre as condi¢cdes 3D e 2D
foi feita atraves do Teste t pareado. O nivel de significancia foide p <0,05. A analise

estatistica e a confec¢éo dos graficos foram feitos no programa GraphPad Prism 4.02.
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Quadro 3. Subunidades de integrinas que foram analisadas por gPCR.

Abreviatura Nome

ITGA1 Integrina alpha 1
ITGA2 Integrina alpha 2
ITGA3 Integrina alpha 3
ITGA4 Integrina alpha 4
ITGAS Integrina alpha 5
ITGA6 Integrina alpha 6
ITGA7 Integrina alpha 7
ITGA8 Integrina alpha 8
ITGA9 Integrina alpha 9
ITGA10 Integrina alpha 10
ITGA1l Integrina alpha 11
ITGAD Integrina alpha D
ITGAL Integrina alpha L
ITGAM Integrina alpha M
ITGAV Integrina alpha V
ITGAX Integrina alpha X
ITGB1 Integrina beta 1
ITGB2 Integrina beta 2
ITGB3 Integrina beta 3
ITGB4 Integrina beta 4
ITGB5 Integrina beta 5
ITGB6 Integrina beta 6
ITGB7 Integrina beta 7
ITGB8 Integrina beta 8

3.7. Escolha do gene controle

Seis genes foram testados com o objetivo de escolher o gene com menor

variacdo de expressao entre as duas condi¢cdes. Os genes testados estao listados no

quadro 4.
Quadro 4. Listagem de genes testados para controle endégeno
Abreviatura Nome
B2M Beta-2 microglobulina
ACTB Beta actina
GUSB Glucuronidase beta
PPIA Peptidil-prolil-isomerase A
GAPDH Gliceraldeido fosfato desidrogenase
PGK1 Fosfoglicerato quinase 1
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4. Resultados

4.1. Caracterizagao das MSCs por citometria de fluxo

Os marcadores positivos CD29 (integrina B1) e CD90 foram identificados em
97,71% e 95,44% das células da amostra respectivamente, refletindo o padrao
caracteristico das MSCs (Fig. 8A e B). Aproximadamente 2,03% e 2,76% das células
foram positivas para CD45 e CD11b (integrina aM) respectivamente. Esses anticorpos
foram usados como marcadores negativos (Fig.8C e D). Estes resultados, junto com
outras caracteristicas observadas nas MSCs, como morfologia semelhante a
fibroblastos e alta aderéncia ao plastico, indicam que nossa cultura foi altamente
enriguecida em MSCs ap0s a terceira passagem.

A efichcia dos marcadores negativos foi comprovada utilizando células
mononucleares de medula éssea, que expressam o marcador CD45 e macréfagos
peritoneais que expressam o marcador CD11b. 91,75% das células mononucleares
marcaram para o marcador CD45 (Fig. 10) e 93,72% dos macréfagos marcaram para
CD11b (Fig. 11).
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Figura 8. Andlise da expressdo de CD29 e CD90 na superficie de células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea por citometria de fluxo. Linha cinza claro, controle de
isoforma; linha cinza escuro, marcador especifico. Os marcadores CD29 e CD90 foram
usados como marcadores positivos. O marcador CD29 foi identificado em 97,71% das células
e 0 CD90 em 95,44%.
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Figura 9. Analise da expressdo de CD11b e CD45 na superficie de células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea por citometria de fluxo. Linha cinza claro, controle de
isoforma; linha cinza escuro, marcador especifico. (C) Cerca de 2,03% das células foram
positivas para CD11b e (D) 2,76% das células marcaram com o anticorpo anti-CD45, usados

como marcadores negativos.
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Figura 10. Analise da expressdo do marcador CD45 em células mononucleares de
medula éssea de rato por citometria de fluxo. Linha cinza claro, controle de isoforma; linha

cinza escuro, marcador especifico. O marcador CD45 foi expresso em 91,75% das células.
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Figura 11. Analise da expressdo do marcador CD11lb em macréfagos peritoneais de

camundongos por citometria de fluxo. Linha cinza claro, controle de isoforma; linha cinza

escuro, marcador especifico. O marcador CD11b foi expresso em 93,72% das células.

4.2. Andlise da expressao do gene de referéncia
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Figura 12. Andlise da expressdo do gene de referéncia. Nao foi observada diferenca
significativa na expressdo do gene de referéncia GUSB entra as duas condi¢cdes
experimentais. (* = p < 0,05; teste t). Os pontos com as barras de erro representam a média
* desvio padrédo (n = 3). GDNF, p=0,8; NTF4, p=0,7; teste t.
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Neste estudo foram testados os genes GAPDH, PPIA, PGK1, B2M, GUSB e
ACTB para a escolha do gene controle para as condi¢des com e sem colageno. nos
experimentos de PCR quantitativo. Dos genes testados, o GUSB nao apresentou
diferenca significativa na expressao na condicédo 2D e 3D (Fig. 12). Com base nesta
analise e em estudo anterior, o gene GUSB foi escolhido como controle endégeno
(Cunha, 2016).

4.3. Andlise da expressao das subunidades de integrina no cultivo 2D e 3D
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Figura 13. Andlise das subunidades de integrina. Das subunidades de integrina testadas
apenas oito apareceram em todas as culturas testadas. Dessas oito subunidades apenas as
subunidades a3, B1 e B5 apesentaram diferenca de expresséo entre os cultivos 2D e 3D. (*
= p < 0,05; teste t). Os pontos com as barras de erro representam a média + desvio padréo (n
= 3). GDNF, p=0,8; NTF4, p = 0,7; teste t.

Os genes a1, a4, a7, a9, a10, aL, aM, aX, B4, B6 e B7 ndo apresentaram
expressdo em nenhuma das condicfes de cultivo. Os genes a2, a5 e 38 apareceram
em apenas duas culturas. Os genes a8 e aD apareceram em apenas uma das culturas
analisadas. Os genes de a6, a11, aV, B2 e B3 expressaram em todas as trés culturas
porém nao apresentaram diferenca de expressao significativa entre as duas condicbes

de cultivo (Fig. 13). Houve diminuicéo significativa na expressao dos genes de a3, 1
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e B5 na condicédo 3D (Fig. 13). O Quadro 5 mostra o resumo de todos os resultados

da analise de expressao génica realizada em nosso estudo.

Quadro 5. Resultado das analises de PCR quantitativo. Oito subunidades de integrina
expressaram nas trés culturas, trés subunidades apareceram em apenas duas culturas, duas

expressaram em apenas uma cultura e onze subunidades ndo expressaram.

Gene | Numero de culturas em que | Condi¢cdes em que | Resultado da

(sigla) ocorreu expressao (n=3) ocorreu expressao expressao*
al 0 n/a inconclusivo?
a2 2 3D/todas inconclusivo?
ad 3 Todas -
o4 0 n/a inconclusivo®
a5 2 2D inconclusivo?
ab 3 Todas sem alteracao
a7 0 n/a Inconclusivo?
a8 1 2D inconclusivo?
a9 0 n/a Inconclusivo?
al0 0 n/a inconclusivo®
a1 3 Todas sem alteracao
aD 1 2D inconclusivo?
alL 0 n/a inconclusivo®
aM 0 n/a Inconclusivo?
aV 3 Todas sem alteracao
aX 0 n/a Inconclusivo?
B1 3 Todas -
B2 3 Todas sem alteracao
B3 3 Todas sem alteracao
B4 0 n/a inconclusivo!
B5 3 Todas -
B6 0 n/a Inconclusivo?!
B7 0 n/a Inconclusivo?
B8 2 2D inconclusivo?

*: resultado da condi¢cdo 3D em relagdo a condicao 2D.

-: reducéo.

Inconclusivo?: aparente auséncia de expressao, mas ainda é necessario fazer a validacéo do resultado
pela comprovacdo da eficacia do primer utilizado através da demonstracdo de amplificagdo com
amostras de controles positivos.

Inconclusivo?: inconsisténcia no aparecimento de amplificacdo, por razées desconhecidas, o que

impede de se chegar a uma conclusdo confiavel.
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5. Discusséao

Neste estudo foi analisada a expressao de subunidades de integrinas em MSCs
de medula 6ssea no cultivo tradicional em placa de cultura (2D) e, no cultivo em matriz
de colageno (3D), que além de oferecer o suporte quimico do cultivo em placa também
oferece suporte mecanico as células promovendo maior interacdo célula-célula e
célula-matriz, se aproximando do ambiente natural celular.

Das subunidades de integrinas estudadas, as subunidades a1, o4, a9, a10, alL,
aM, aX, B4, B6 e B7 nao apareceram em nenhuma condicdo estudada. Ja era
esperado que algumas subunidades como aL, aM e aX n&o expressassem pois sdo
encontradas exclusivamente em células de defesa (Hynes, 2002). Outras integrinas
foram expressas em uma ou duas culturas. As subunidades a3, a6, a11, aV, 31, B2,
B3 e B5 expressaram nas duas condi¢cdes estudas e em todas as trés culturas, porém
as Unicas subunidades que apresentaram diferenca de expressao significativa entre a
condi¢cédo sem colageno (2D) e a condicdo com colageno (3D) foram as subunidades
a3, B1 e B5. Essas subunidades foram menos expressas na condicdo 3D do que na
condicdo 2D. Também foi observado, por analise em citbmetro de fluxo, que as
subunidades aM e B1 estdo respectivamente ausente e presente na membrana da
célula sugerindo que os resultados observados por gPCR podem ser confirmados por
outras metodologias.

De acordo com os resultados, o Unico receptor de colageno que essas células
poderiam estar expressando na membrana é o receptor a111 ja que as subunidades
a1, a2 e a10 ndo expressaram em nenhuma condi¢ao. O receptor a11p1 parece estar
restrito a células mesenquimais ndo musculares (Popova et al., 2007). A integrina
a11B1 tem especificidade para colageno | mas também pode se ligar a colageno IV
com pouca afinidade. Esta associada com migracao celular e reorganizacao da matriz
de colageno em estudos in vitro (Vuoristo et al., 2007). A subunidade B1 € a unica
subunidade B conhecida até o0 momento que possui relagdo com o colageno e, por
iss0, era esperado que essa integrina expressasse nessas células. No nosso estudo
foi comprovada a presenca dessa integrina que foi identificada por gPCR em todas as
condicdes e culturas expressando mais na condicdo 2D. Essas observagdes

corroboram com os resultados obtidos por Zhou et al., 2016. No referido estudo foi
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identificada a diminuigdo da expressédo da subunidade 1 na membrana celular de
MSCs humanas cultivadas em ambiente 3D. E possivel que a expressédo de B1 néo
esteja diminuindo na condicdo 3D mas sim aumentando na condi¢do 2D. Ja foi
identificado que o cultivo 2D pode aumentar a expressao da subunidade 1 em MSCs
(Wang et al., 2015).

A subunidade 5 foi expressa na condigéo 2D e 3D. Essa subunidade também
esta presente em células de crista neural, vasos sanguineos e tumores por exemplo
(Memmo et al.,1998; Hu et al. 2014). A subunidade B5 forma receptor de vitronectina
com a subunidade aV (Memmo et al.,1998). Ja foi identificado que essa subunidade
€ menos expressa na condicdo 3D (Wang et al, 2015). Outros estudos também
mostraram a presenca dessa subunidade na condi¢cdo 2D na membrana de MSCs por
andlise em citdbmetro de fluxo ou do transcriptoma da célula por anélise microarray
(Brooke et al. 2008; Chastain et al. 2006; Djouad et al. 2007; Lee et al. 2008).

A subunidade a3 ja foi descrita como expressa em MSCs (Brooke et al. 2008;
Delorme et al. 2008) em aproximadamente 80% das células (Semon et al., 2010).
Essa subunidade se encontra associada com 1 na superficie celular formando
receptor de laminina e fibronectina que é uma glicoproteina presente na matriz
extracelular que tem um papel importante na organizacdo da matriz extracelular,
adesao, migracdo, morfologia e organizacdo do citoesqueleto (Hynes et al., 2002;
Labat-Robert, 2012). Ja foi demonstrado por Wang et al., 2015 que a subunidade a3
€ menos expressa por MSCs na condi¢do 3D do que na condi¢éo 2D. Esse resultado
também pode ser observado no presente estudo.

Neste estudo também foi observada a expressao de a5 que, junto com a
subunidade B1 é um receptor de fibronectina (Labat-Robert, 2012). A subunidade a5
ja foi descrita como presente em MSCs na condicao 2D (Vohra et al. 2008; Brooke et
al., 2008 ; Chen et al., 2008; Sackstein et al., 2008). Neste estudo essa integrina
expressou apenas nha condicdo 2D em duas das culturas testadas. Em Wang et al.,
2015 foi identificado que MSCs cultivadas em 2D tem a expressao da subunidade a5
aumentada. Esse resultado corrobora com o observado neste estudo.

As subunidades B2 e B3 ja foram descritas na condicdo 2D como ausentes
(Goessler et al., 2006; Brooke et al., 2008; Sackstein et al., 2008) ou presentes
(Brooke et al., 2008 ; Chen et al., 2008; Delorme et al., 2008) em varios estudos com
MSCs. No presente estudo essas subunidades expressaram em todas as culturas e

condicdes. Ja foi demonstrado que a subunidade 33 expressa menos na condi¢do 3D
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e que a subunidade B2 praticamente ndo expressa nessa condicdo (Wang et al.,
2015). Esses resultados ndo corroboram com os achados no presente estudo.

Em Semon et al., 2010 ja foi identificado que culturas subconfluentes de
células-tronco mesenquimais humanas expressam as subunidades 1, 2, e a3 em
80% das células, 20%—-55% das células expressaram a1, a2, a4, a5, a6, e aV. Apenas
10% das células expressaram 3. As outras 13 subunidades ndo foram expressas na
membrana dessas células quando analisadas por citometria de fluxo e as subunidades
B5, a7, a8, a9, a11, aX, e aD apareceram apenas quando analisadas por imuno-
histoquimica (Semon et al., 2010).

Os resultados referentes a expressao das subunidades de integrina 33, 85, a1,
a4 e aV foram diferentes dos observados por Semon et al.,2010. Essa diferenca pode
ser explicada por mudangas no método de cultivo, densidade da cultura e tempo de
cultivo que podem modificar o padrdo de expressao de integrinas. Além disso,
diferentes primers para analise quantitativa do RNA e anticorpos com diferentes
epitopos para a deteccao de integrinas na superficie celular podem também levar a
resultados conflitantes dificultando a comparagéo com outros trabalhos (Semon et al.,
2010; Lee et al., 2013).

A subunidade a2 foi expressa em duas culturas na condicdo 2D e em uma
cultura na condicédo 3D. Ja foi observada a expressdo dessa subunidade em MSCs.
No cultivo 3D houve reducao da expressao dessa integrina (Wang et al., 2015). Junto
com a subunidade B1, a subunidade a2 forma um receptor de colageno (Hynes, 2002;
Zeltz et al., 2016). Esse receptor esta presente em plaquetas, fibroblastos, células
epiteliais e vasculares (Zeltz et al., 2016).

A diminuicdo da expressao das subunidades de integrina a3, 31 e 5 e a nédo
expressao das subunidades a5 e B8 (expressas em 2D) n&o significa que o cultivo
3D € ineficiente pois € conhecido que o cultivo 2D pode modificar a expressédo dessas
subunidades. Se essas alteracfes sao promovidas pelo cultivo 2D, entéo, é possivel
que as células cultivadas no modelo 3D estejam expressando essas proteinas de

maneira proxima do que pode ser observado in vivo.
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6. Conclusao

Nesse trabalho foi possivel concluir que existem diferencas na expressao de
subunidades de integrina entre MSCs cultivadas em matriz de colageno e no cultivo
convencional. As subunidades de integrina a3, B1 e B5 foram mais expressas nas
células cultivadas no modelo de cultivo 2D quando comparadas com as MSCs
cultivadas em 3D. Esses resultados ja foram observados por outros autores utilizando
MSCs de diferentes origens. Nao é possivel saber se a modificagdo da expresséo
dessas subunidades de integrina é positiva para o tratamento com células-tronco
mesenquimais mas é possivel que essas subunidades de integrina modifiquem o
fendtipo da célula por participarem de processos como adesdo, proliferacéo,

diferenciagao e migragao celular.
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