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RESUMO

QUEIROZ, C.M. Vesiculas Extracelulares e Meio Condicionado de Células
Tronco Mesenquimais e Seu Potencial Imunomodulador em Explantes
Endometriais Bovinos - Botucatu, 2017, 90f. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”.

Palavras-chave: exossomos, microvesiculas, inflamacéao, biotecnologia.

O presente estudo teve como objetivo isolar, cultivar e caracterizar as células
tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA) bovino, obtencédo de
vesiculas extracelulares e meio condicionado do cultivo celular (MC) e
avaliacdo do seu potencial imunomodulador em cultivo de explantes
endometriais bovinos. Para isso, as CTM-TA foram coletadas (n=3) de tecido
adiposo e sofreram isolamento, processamento e cultivo. As amostras foram
submetidas a andlise citogenética, imunofenotipica (CD44, CD29, vimentina,
CD34 e MHCII), de viabilidade e de diferenciacéo (adipogénica, osteogénica e
condrogénica), e entdo criopreservadas. Apds descongelamento e expansao, o
meio condicionado do cultivo celular foi submetido a ultracentrifugacdes para
obtencdo das vesiculas extracelulares que foram caracterizadas por
microscopia eletrbnica de transmissédo e Western Blot (Alix e CD9). Explantes
de endométrios bovinos (n=7) provenientes de abatedouro foram submetidos a
cultivo e desafio com LPS (3ug/mL) por 48 horas. Os grupos experimentais
foram CN (controle negativo, sem desafio com LPS), CP (controle positivo,
apenas desafio com LPS), V (desafio com LPS e adicdo de vesiculas
extracelulares) e MC (desafio com LPS e adicdo de meio condicionado).
Avaliou-se secrecdo de PGF2a e IL-1B por Elisa, morfologia do tecido através
de histopatologia, expresséao tecidual de Fas-L, TLR-4, PGDH e PGF2a-R por
Imunoistoquimica. No cultivo celular das CTM-TA foi obtida uma populacdo
celular homogénea e fibroblastéide, com aderéncia ao plastico, expressando
baixos niveis de CD34 e MHCII, e altos niveis de CD29, CD44 e vimentina. As
células foram cromossomicamente estaveis, com boa viabilidade antes e apés

congelamento, e secretaram vesiculas de aproximadamente 10 a 200nm de
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didmetro, positivas para Alix e CD9 no Western Blot indicando a presenga de
exossomos (Exos) em uma populacdo mista VEs. Nao houve efeito de
tratamento para secregao de PGF2a e IL-18, nem na imunomarcacdo de TLR-
4, Fas-L, PGDH e PGF2a-R. Houve mudancgas morfoldégicas como hipertrofia,
atrofia e hiperplasia celular, bem como dilatacdo do lumen glandular,
independente do tratamento. Houve diminuicdo na densidade das glandulas
apos cultivo, devido a inflamacédo. Conclui-se que foi possivel isolar, cultivar,
caracterizar e criopreservar CTM-TA de bovinos, e estas células secretam VEs
no meio condicionado de cultivo. Contudo, os achados apontam para
inflamacdo no modelo in vitro de cultivo que se sobrepbs aos efeitos
inflamatorios do desafio com LPS. Ademais, os tratamentos com V ou MC néo

resultaram em efeito imunomodulatério.
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ABSTRACT

QUEIROZ, C.M. Extracellular Vesicles and Conditioned Medium from
Mesenchymal Stem Cells and its Immunomodulatory Potential in Bovine
Endometrial Explants - Botucatu, 2017, 90f. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Sdo Paulo State University “Julio de
Mesquita Filho”.

Keywords: exossomes, microvesicles, inflammation, biotechnology.

The present study aimed to isolate, culture and characterize bovine adipose
tissue mesenchymal stem cells (AT-MSC) and obtain extracellular vesicles
(EVs) and conditioned medium (CM) from the cell culture in order to evaluate its
in vitro immunomodulatory potential in bovine endometrial explants. For this,
adipose tissue were collected (n=3) and underwent isolation, processing and
culture. The samples were submitted to cytogenetic, immunophenotypic
characterization (CD44, CD29, vimentin, CD34 and MHCII), viability and
differentiation (adipogenic, osteogenic and chondrogenic), and then
cryopreserved. After thawing and expansion, the CM of the cell culture was
subjected to ultracentrifugation to obtain the EVs that were characterized by
electron microscopy and Western Blot (Alix and CD9). Bovine endometrium
from slaughterhouse (n=7) were cultured and challenged with LPS. The
experimental groups were CN (negative control, no challenge with LPS), CP
(positive control, challenge with LPS), V (challenge with LPS and addition of
EVs) and MC (challenge with LPS and addition of CM). PGF2a and IL-1(
secretion was evaluated by Elisa, tissue morphology and Fas-L, TLR-4, PGDH
and PGF2a-R protein expression by Immunohistochemistry. A monolayer with
fibroblastoid cell population having plastic adherence, expressing low levels of
CD34 and MHCII, and high levels of CD29, CD44 and vimentin was obtained in
CTM-TA cell culture. The cells were chromosomally stable, with good viability
before and after cryopreservation, and secreted EVs of approximately 10 to 200
nm in diameter, positive for Alix and CD9 in Western Blot indicating the
presence of exosomes (Exos) in a mixed EVs population. There was no
treatment effect for PGF2a and IL-1B secretion, nor in the immunolabeling of
TLR-4, Fas-L, PGDH and PGF2a-R. There were morphological changes such
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as hypertrophy, atrophy and cellular hyperplasia, as well as dilation of the
glandular lumen, regardless of the treatment. There was a decrease in the
density of the glands after culture due to inflammation. It was concluded that it
iIs possible to isolate, culture, characterize and cryopreserve CTM-TA from
bovines, and these cells secrete EVs in CM. However, the findings point to
inflammation in the in vitro culture model that overlapped the inflammatory
effects of LPS challenge. In addition, the treatments with EVs or CM did not
result in immunomodulatory effect.
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1. Introducao

A células tronco mesequimais (CTM) podem ser isoladas de varios
tecidos adultos como tecido adiposo e medula 6ssea Ao cultivo celular, elas
mantém sua capacidade de crescimento e possuem propriedades
interessantes para potencial terapéutico (INT ANKER et al., 2003;
CHAMBERLAIN et al., 2007)

As CTM atuam predominantemente através de mecanismos paracrinos
(DEN HAAN, et al., 2012; VANKOPPEN et al.,, 2012), como secre¢ao de
vesiculas extracelulares (VEs) e fatores solluveis. As VEs compreendem o0s
exossomos e as microvesiculas que possuem potencial para mediar
comunicacdo entre células, envolver-se em processos como angiogénese,
proliferacdo celular, diferenciacdo celular, resposta ao estresse e resposta
imunologica (DE JONG et al.,, 2014). Informacdes do secretoma de CTM
apontam que fatores solluveis, como fatores de crescimento e hormonios,
também provém grande contribuicdo para atividade parécrina, principalmente
em condi¢des imunoldgicas (SKALNIKOVA et al., 2011; LAVOIE et al., 2013).

Devido sua habilidade de expanséao e diferenciacdo (GIMBLE e GUILAK,
2003), o tecido adiposo € uma fonte promissora de células tronco com
aplicabilidade terapéutica regenerativa (ZUK et al., 2002). Além disso esta fonte
de tecido possui acesso facil e demanda procedimento cirdrgico simples
(CASTEILLA et al., 2005; OEDAYRAJSINGH-VARMA et al., 2006). Ademais, 0
tecido adiposo pode ser obtido repetidamente em grandes quantidades sob
anestesia local promovendo desconforto minimo (SCHAFFLER e BUCHLER,
2007).

A endometrite € altamente prevalente em vacas, principalmente no pés
parto (Sheldon et al., 2002). O endométrio que prové barreira contra infeccao
bacteriana e a resposta inflamatéria acentuada leva a perdas econémicas na
bovinocultura pelo diminui¢cdo da fertilidade e produgéo (GILBERT et al., 2005).

Novas terapias que modulem a defesa natural do utero tém sido
sugeridas como tratamento alternativo a antibiéticos e horménios, por vezes
abordagens ineficazes e antieconébmicas (HUSSAIN E DANIEL, 1991). Além
disso, 0 uso de sistemas in vitro de estudo da endometrite possuem situacdes
bem controladas (ZERBE et al., 2003).
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Com base no exposto, o presente estudo tem como objetivo isolar,
cultivar e caracterizar as células tronco mesenquimais de tecido adiposo
bovino, obter vesiculas extracelulares (VEsS) e meio condicionado do cultivo
celular (MC) e avaliar seu potencial imunomodulador em cultivo de explantes
endometriais bovinos in vitro. Pouco ainda se sabe sobre a atividade isolada
das vesiculas extracelulares e meio condicionado de células tronco bovinas e
seus potenciais terapéuticos nas células endometriais, o0 que endossa o tema

proposto



2. Revisao de Literatura

2.1. Células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais (CTM), também chamadas de estromais,
sdo um grupo heterogéneo de células tronco adultas ndo hematopoiéticas,
capazes de ser isoladas de tecidos adultos como tecido adiposo, medula
0ssea, fluido amniotico, anexos fetais, peridsteo, cérebro e figado. Embora ndo
sejam imortais, estas células possuem alto potencial de expansdo em cultivo
mantendo sua capacidade de crescimento. As propriedades das CTM lhes
concedem grande potencial terapéutico e vém sendo usadas amplamente em
contextos clinicos (NAKAHARA et al., 1991; IN'T ANKER et al., 2003;
CHAMBERLAIN et al., 2007; NAJIMI et al., 2007; KANG et al., 2010).

Células tronco mesenquimais foram descritas primeiramente em cobaias
(Cavia porcellus) por Friedenstein et al. (1974). Eles depositaram medula 6ssea
em placas de cultivo e apdés algumas horas removeram as células nao
aderentes, descartando portanto a maioria das células hematopoiéticas. As
células restantes possuiam alta clonicidade e morfologia fibroblastoide e
aderéncia ao plastico. Também foi observado potencial para diferenciacao in
Vivo.

Como as células somaticas possuem meia vida, sugere-se que sua morte
deve ser seguida de sua substituicdo. Desta forma, as CTM seriam a fonte
natural destas novas células de substituicdo no organismo (CAPLAN, 2005;
CAPLAN, 2009). Contudo, as CTM possuem potencial de diferenciacéo
limitado em comparacdo as células tronco embrionarias. Mecanismos
imunomoduladores e paracrinos estao entre seus principais efeitos terapéuticos
(CAPLAN, 2009). Nao foram relatados casos de reagdo adversa em infusdes
intravasculares (GAO et al., 2001). Isso se deve ao fato de que nas terapias
celulares as CTM ndo possuem funcdo primaria de substituicdo de tecido
mesenquimal, mas sim favorecem um microambiente de regeneracado e
diminuem os efeitos inflamatoérios (CAPLAN, 2009).

Hofstetter et al. (2002) injetaram CTM na coluna espinham de ratos com
paraplegia uma semana apés a lesao. Eles observaram que as CTM estavam

estreitamente relacionadas com a regeneracdo da medula espinhal,
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promovendo recuperacdo. O efeito benéfico das CTM nos sitios de leséo
podem n&o necessariamente envolver diferenciagéo no tipo de tecido lesionado
mas sim a producdo local de fator de crescimento e outros fatores capazes de
guiar a regeneracao do préprio tecido (HOFSTETTER et al., 2002).

Isso ocorre porque as CTM secretam moléculas bioativas que inibem a
apoptose e limitam a éarea de dano da lesdo, inibem fibrose, estimulam
angiogénese, trazem novo suprimento sanguineo e estimulam a mitose de
progenitores especificos e intrinsecos ao tecido. As CTM também secretam
agentes imunomodulatorios, inibem processos inflamatérios crénicos e células
T, e podem ser efetivas terapeuticamente (CAPLAN E DENIS, 2006;
CHAMBERLAIN et al., 2007; MEIRELLES et al., 2008; CAPLAN, 2009).

Sugere-se que as CTM poderiam, portanto, ser utilizadas como células
alogénicas universais que funcionariam em qualquer organismo, ja que elas
ndo provocam resposta alo-reativa devido sua capacidade de
imunomodulacéo. Para suportar esta hipétese, ja foi documentado que as CTM
cultivadas e expandidas ndo possuem marcadores de superficie para MHC
classe Il e nenhuma molécula co-estimuladora (LE BLANK et al., 2003).

Os registros de rea¢fes adversas em usos clinicos realizados com CTM
de medula 6ssea autéloga ou alogénica em humanos sdo escassos (Caplan et
al., 2009). Revisdo sistematica e metanalise de dados de testes clinicos em
humanos ja foram realizadas e revelaram seguranca satisfatéria da terapia
(LALU et al., 2012).

Apesar de grande parte das CTM ficarem retidas nos pulmdes apés
entrarem na circulacdo venosa, evidéncias mostram que as células séo
capazes de migrar para o tecido lesado ap6s aplicacéo intravenosa (IV; CHEN
et al., 2001). Um estudo mostrou que, apés o transplante IV de CTM em ratos
com rejeicdo de alo-enxerto cardiaco, as células migraram vigorosamente para
os sitios de rejeicdo (WU et al., 2003). Esta habilidade de migrar da circulagcéo
para tecidos se da em resposta a sinais regulados sob condi¢des de injuria. Os
mecanismos  provaveis envolvem quimiocinas e Sseus receptores
(CHAMBERLAIN et al., 2007).

Com o objetivo de caracterizar as CTM humanas de modo uniforme e

para facilitar a comparagcdo entre grupos de pesquisa, o Comité de Células
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Tronco Teciduais e Mesenquimais da Sociedade Internacional de Terapia
Celular propés um minimo de quatro critérios:
1. CTM devem ser aderentes ao plastico quando mantidas sob condi¢cdes
padrbes de cultivo
2. CTM devem possuir a habilidade de diferenciacdo osteogénica,
adipogénica e condrogénica
3. CTM devem expressar CD73, CD90, CD105
4. CTM nao podem expressar marcadores da linhagem hematopoiética
c-kit como CD14, CD11b, CD34, CD19, CD79, e antigeno leucocitario

humano (HLA)-DR (SCHAFFLER e BUCHLER, 2007)

De modo geral, o fenétipo imune das CTM (amplamente descrito como
MHC I*, MHC II-, CD 40, CD 80", CD 86°) tem relagcdo com sua caracteristica
nao imunogénica e, desta forma, o transplante em hospedeiro alogénico nao
necessita de imunossupressdo. MHC classe | presente pode ativar as células
T, porém na auséncia de substancias co-estimuladoras um sinal secundario
nao acontece, deixando as células T anérgicas (JAVAZON et al., 2004).

CTM de outras espécies podem ndo expressar as mesmas moléculas
que as células humanas. Em geral, é aceito que todas CTM s&o desprovidas
de marcadores hematopoiéticos CD45 e marcador de células endoteliais CD31,
por exemplo. Ademais, € importante notar que a expressao de marcadores de
superficie celular pode ser influenciada por fatores secretados por células
acessoérias em passagens iniciais e, por isso, a expressao in vitro de alguns
marcadores de CTM nem sempre se correlaciona com seu padrdo de
expressdo in vivo (GRONTHOS et al., 2001). Outras variaveis na expressao
dos marcadores incluem variacao na fonte de tecido e método de isolamento
(BADOO et al., 2003; JAVAZON et al., 2004).

Além da identificacdo das CTM de outras espécies com base em suas
caracteristicas morfoldégicas e fenotipicas, ainda ha a possibilidade de
identificar populacbes de CTM pela sua capacidade de ser induzida a
diferenciar-se em 0sso, gordura e cartilagem in vitro. O método classico para
diferenciagcdo das CTM in vitro, envolve incubacdo das CTM com meio de
diferenciacdo comercial. Como exemplo, no caso da diferenciacdo osteogénica,

as CTM formam agregados, aumentam sua expressao de fosfatase alcalina, e
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acumulo de calcio pode ser visto com o tempo. Estes agregados coram
positivamente nas técnicas especificas como Vermelho de Alizarina e Von
Kossa. Contudo, estas condi¢cdes ndo refletem os sinais fisiolégicos in vivo
recebidos pelas CTM e que induzem a osteogénese (PITTENGER et al., 1999;
CHAMBERLAIN et al., 2007).

Fatores que influenciam a sobrevivéncia celular em cultivo, quando ha
necessidade de criopreservacdo, sao o crioprotetor usado e a curva de
congelamento (HAYES et al.,, 2005). O uso de reducdo progressiva de
temperatura e DMSO como crioprotetor é um método simples e
economicamente acessivel que pode ser implementado sem alterar as
caracteristicas celulares apos descongelamento (MIRANDA-SAYAGO et al.,
2012)

2.2. Células tronco mesenquimais de tecido adiposo

O tecido adiposo € um reservatério de gordura na forma de triglicérides.
Ele é classificado em tecido adiposo branco e marrom. A maior porcentagem
de cobertura do corpo de mamiferos é feita pelo tecido adiposo branco que tem
maior nimero de adipdcitos e age como tecido regenerativo. O tecido adiposo
branco tem como funcdo isolamento térmico, amortecimento mecanico e,
principalmente, fonte de energia (ALBRIGHT e STERN, 1998).

Considerado altamente complexo, o tecido adiposo é constituido de
adipécitos maduros, pré-adipdcitos, fibroblastos, musculatura vascular lisa,
células endoteliais, macroéfagos/mondcitos residentes, células tronco, células
progenitoras e células sanguineas (WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003;
RESHAK et al., 2013). A por¢ado estromal do tecido adiposo € heterogénea, e
seu isolamento é afetado por e fatores como espécie, raca, idade e deposicéo
de tecido adiposo que afetam a quantidade de célula tronco do tecido. Um
estudo comparou métodos de isolamento de CTM-TA de humanos e bovinos
percebendo diferengas nas exigéncias de concentracdo de colagenase e tempo
de digestdo (RESHAK et al., 2013).

Ha uma inconsisténcia na literatura com relacdo ao uso dos termos que
descrevem os precursores celulares oriundos do estroma do tecido adiposo,
usando, por exemplo, termos como células de lipoaspirado processado, células

estromais derivadas de tecido adiposo, preadipécitos, fragdo de células
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vasculares do estroma adiposo, entre outros. O termo fracdo de célula
estromal-vascular bem como células estromais derivadas de tecido adiposo
descrevem células obtidas imediatamente apoOs digestdo por colagenase
(SCHAFFLER e BUCHLER, 2007) e serda mencionado como células tronco
mesenquimais de tecido adiposo sob a sigla CTM-TA.

ApGs a primeira descricdo de isolamento de células tronco a partir de
medula 0ssea, ha mais de 40 anos (FRIEDENSTEIN et al., 1974), o uso desta
fonte se tornou padréo para obtencédo de células tronco adultas devido ao seu
grande potencial de uso na medicina regenerativa e baixa morbidade durante a
coleta (JAISWAL et al, 2011). Contudo, a coleta de medula Ossea por
aspiracdo é um procedimento doloroso, o niamero de células adquiridas é
geralmente baixo (aproximadamente 1 célula para cada 10000 células
nucleadas) e ha declinio no potencial de diferenciagdo com o0 aumento de idade
do doador (ZUK et al., 2002; CHAMBERLAIN et al., 2007). O tecido adiposo
pode, portanto, ser considerado uma fonte alternativa de grande interesse
(ZUK et al., 2002).

As CTM-TA sdo uma fonte atrativa por serem abundantes e possuirem
aplicabilidade terapéutica em diversos campos para o reparo e regeneragao de
danos teciduais agudos e cronicos (ZUK et al., 2002). Isso se deve a sua
habilidade de expansdo e capacidade de diferenciar-se em linhagem
adipogénica, osteogénica, condrogénica e neurogénica in vitro (GIMBLE e
GUILAK, 2003; LIN et al., 2006) bem como o procedimento cirargico simples
gque demanda e o isolamento descomplicado (CASTEILLA et al., 2005;
OEDAYRAJSINGH-VARMA et al., 2006). Adicionalmente, o tecido adiposo
pode ser obtido repetidamente em grandes quantidades sob anestesia local
promovendo desconforto minimo (SCHAFFLER e BUCHLER, 2007).

O uso das CTM oriundas tecido adiposo contorna problemas éticos que
as células tronco embrionarias enfrentam e possuem menor custo em
comparacao com a producao das células tronco de pluripoténcia induzida (IPS)
(LINDROOS et al., 2011). Além disso, uma analise comparativa das CTM
obtidas da medula 6ssea, tecido adiposo e corddo umbilical mostrou
claramente que CTM-TA se igualam guanto a morfologia, fenotipo imune, taxa

de sucesso de isolamento de células tronco, frequéncia de colbnia e
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capacidade de diferenciacado (KERN et al., 2006; IZADPANAH et al., 2006). Em
CTM-TA humanas, algumas caracteristicas como frequéncia de formacdo e
colénias e manutencdo de habilidade de proliferacdo em cultivo parecem ser
inclusive superiores se comparadas as CTM oriundas de medula 6ssea. Ainda,
um maior numero de adipdcitos pode ser obtido de culturas com plaqueamento
inicial baixo (LEE et al., 2004).

Contudo, fatores como idade do doador, tipo (tecido adiposo branco ou
marrom), localizacdo (subcutanea ou visceral), condi¢cdes de cultivo, densidade
de plaqueamento, e formulacdo do meio de cultivo podem influenciar tanto na
taxa proliferagdo quanto na capacidade de diferenciacdo das CTM-TA. A fonte
de obtencdo do tecido pode influenciar caracteristicas a longo termo pois
diferentes localizacbes anatdmicas do tecido adiposo possuem suas préprias
caracteristicas metabdlicas como atividade lipolitica, composicdo de acidos
graxos, e perfil de expresséo génica (SCHAFFLER e BUCHLER, 2007).

2.3. Meio condicionado

Estudos anteriores com células tronco focavam principalmente no
potencial de diferenciacdo dessas células em varios tecidos. No entanto, a
maioria das diferenciagdes sao incomuns in vivo. Ademais, estudos de
biodistribuicdo mostraram que, independentemente do modo de administracao
das células ou do fendtipo da doenca, as CTM possuem meia vida
relativamente curta apos injecdo, sendo detectaveis em varios 6rgdos ou
tecidos de 48 horas a trés meses (TOMA et al., 2002; EGGENHOFER et al.,
2012).

As pesquisas atuais afirmam que a atividade antiinflamatoria e paracrina
desempenham um papel predominante na acdo das CTM (LAVOIE et al.,
2013). A supressao de reacdes imunes foi primeiramente relatada por Di Nicola
et al. (2002) co-cultivando CTM de medula éssea com células imunes ativas.
As CTM inibiram a proliferagédo das células-T sem contato direto com elas.

De modo geral, trés aspectos principais da acdo imunomoduladora ja
foram relatados: contato célula-célula, producdo de moléculas inibitérias e
inducdo das ceélulas-T reguladoras. Desta forma, ha a geracdo de um

microambiente tecidual permissivo a reparacdo e regeneracdo. A liberagdo de
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fatores soluveis no secretoma de CTM tem mostrado desempenhar papel
primordial e levou a investigacdes para avaliar potencial terapéutico das
moléculas derivadas de CTM em condi¢bes imunologicas (LAVOIE et al.,
2013). Em um estudo evidenciaram-se as propriedades imunomoduladoras das
células tronco e seu meio condicionado, e o papel crucial dos fatores solluveis
em inibir células mononucleares do sangue periférico in vitro, bem como a
eficacia do meio condicionado no tratamento de injdria espontanea do tendao e
ligamento em equinos in vivo (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013).

As moléculas secretadas mediam a interagéo intercelular a curta distancia
via espaco intersticial ou entram nos fluidos corporais como plasma ou liquido
cérebro espinhal e participam na manutencdo da homeostase de 6rgaos e até
mesmo de todo o organismo (PAVLOU e DIAMANDIS, 2010). As moléculas
secretadas incluem proteinas séricas (como albumina, transferrina e
imunoglobulinas), proteinas da matriz extracelular (colagenos, proteoglicanos,
fibronectina, lamininas), enzimas digestivas, ou proteinas do leite (LODISH et
al., 2000). Ja as proteinas altamente bioativas, mesmo em baixa quantidade,
como fatores de crescimento, hormonios, citocinas ou proteases de
processamento de matriz extracelular, possuem papel chave na regulacédo de
renovacao e diferenciacdo celular (SKALNIKOVA et al., 2011).

O secretoma € definido pelas proteinas produzidas por uma célula, tecido
ou organismo através de mecanismos de secrecdo classicos e nao classicos.
No mecanismo classico as proteinas recém sintetizadas sao translocadas para
o ltmen do reticulo endoplasmatico, transportada até o complexo de Golgi e
liberadas por exocitose (VAN VLIET et al., 2003). Ja o mecanismo nao classico
engloba a secrecdo de varias proteinas reguladoras do sistema imune,
crescimento celular, diferenciagdo e angiogénese, e ndao segue a rota do
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. O mecanismo completo para
secrecdo dessas proteinas permanece desconhecido (NICKEL e RABOUILLE,
2009). Pesquisas caracterizando o secretoma das CTM tem comumente por
alvo moléculas como fatores de crescimento e horménios, com papeis
conhecidos na prevencdo da apoptose, inducdo da proliferacdo celular e
diferenciacdo ou regulacdo das respostas imune e inflamatoria (LAVOIE et al.,
2013).
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O isolamento de meio condicionado para detec¢cdo de proteinas €
influenciado por fatores como populacdo pura de células tronco e a diminui¢ao
do estresse celular. Aléem disso, a sobrevivéncia da maioria das células in vitro
depende da presenca de soro fetal bovino (SFB) no meio de cultivo, o que
frequentemente compromete a analise das proteinas que sdo secretadas em
pequena quantidade. Portanto, para obtencédo de meio condicionado, as células
sao frequentemente incubadas em meio livre de SFB por vérias horas (de 18 a
48h; PLANQUE et al., 2009).

2.4. VVesiculas Extracelulares

Vesiculas extracelulares (VEs) sdo vesiculas de membrana lipidica
contendo uma variedade de tipos de RNA, incluindo mRNA e miRNA, proteinas
sollveis e proteinas transmembrana (THERY et al., 2002; VALADI et al., 2007).
A identificacdo de pequenas vesiculas liberadas por muitos, sendo todos os
tipos celulares como ferramentas de comunicacdo intercelular foi proposta
décadas atrds (BASTIDA et al., 1984). Estd se tornando cada vez mais
evidente que o papel desempenhado pelos mecanismos paracrinos das células
tronco auxiliam o reparo celular através de secrecdo de VEs (DEN HAAN, et
al., 2012; VAN KOPPEN et al., 2012). VEs desempenham papel em muitos
processos incluindo comunicacdo intercelular, reciclagem de proteinas de
membrana e lipidios, imunomodulacdo, senescéncia, angiogénese, proliferacao
celular e diferenciacdo (JANOWSKA-WIECZOREK et al., 2005; VAN BALKOM
et al., 2013; XU e TAHARA, 2013). Em algumas situacdes, como coagulacéo
ou inflamacao, as vesiculas extracelulares ndo sao apenas mensageiras mas
necessarias para coordenar o desenvolvimento de processos de sinalizacdo
(MULLER et al., 2003; DEL CONDE et al., 2005).

As células liberam no microambiente extracelular, inclusive nos fluidos
corporeos, varios tipos de vesiculas com diferentes propriedades fisiologicas,
conteudo e funcéo. Dentre elas estdo 0os exossomos, microvesiculas e corpos
apoptéticos (COCUCCI et al.,, 2009; EL ANDALOUSSI et al., 2013). Estas
vesiculas tem sido estudadas com o auxilio de uma variedade de estratégias
de isolamento e foram categorizadas de acordo com suas propriedades

estruturais e bioquimicas distintas (SIMPSON et al., 2008). O primeiro passo
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para padronizagdo de nomenclatura é considerar o mecanismo pelo qual a
vesicula é liberada da célula: se por fusdo e exocitose dos corpos
multivesiculares, se por protrusdo da membrana plasmatica ou se liberacdo
vesicular apds morte ou apoptose da célula. O termo vesiculas extracelulares
pode ser usado para designar uma populacdo mista de exossomos,
microvesiculas e corpos apoptoticos (MATHIVANAN et al., 2010).

Os Exossomos (Exos) sdo nanovesiculas com 30 a 150nm de tamanho e
se formam a partir de corpos multivesiculares (CMV). Estes CMV se originam
do endossomo tardio da célula e se fundem com a membrana plasmatica
liberando seu conteudo (MATHIVANAN et al., 2010; VADER et al., 2014). Eles
foram descritos pela primeira vez enquanto pesquisadores cultivavam
reticulocitos (PAN e JOHNSTONE, 1983).

Os Exos estdo envolvidos na comunicacédo intercelular permitindo troca
de proteinas e lipidios entre as células produtoras e alvo (THERY et al., 2006).
Durante sua biogénese, Exos sédo preenchidos com proteinas, RNA e lipidios
oriundos da célula hospedeira (MATHIVANAN et al., 2010).

Como ndo h& nenhum marcador especifico de Exos, proteinas presentes
em grande quantidade sdo usadas para sua deteccdo. Ha proteinas como
tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), proteinas associadas ao citoesqueleto
(ezrin) bem como proteinas relacionadas a biogénese do corpo multivesicular
(Alix e TSG101) que podem ser usadas como marcadores. Outras proteinas
também comumente detectadas séo Flotilin e Hsc70, bem como as proteinas
Rab (LASSER et al., 2012). Uma combinacdo de métodos é necessaria para
caracterizar Exos, incluindo avaliacdo do seu contelddo e marcadores de
superficie por citometria de fluxo ou Western Blot, determinacdo de seu
tamanho, morfologia e pureza da amostra por microscopia eletronica (LASSER
et al., 2012).

Os varios processos em gque os Exos estdo envolvidos, bem como a
diversidade de maneiras como podem influenciar as células, fazem das deles
uma fonte interessante de aplicacdo terapéutica. Pascucci et al. (2014) afirmam
que o0s Exossomos possuem potencial para serem explorados no uso
terapéutico na medicina veterinaria regenerativa. Atualmente, 0s exossomos

sdo muito mais detalhados que as microvesiculas, como documentado em
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revisdes recentes. Entre suas fungdes encontram-se coagulacao, apresentacao
de antigeno e crescimento celular (FERVIER e RAPOSO, 2004; LAKKARAJU e
RODRIGUEZ-BOULAN, 2008; SCHOREY e BHATNAGAR, 2008).

ExoCarta € um banco de dados online que cataloga informacbes
especificas sobre exossomos com relacdo a proteinas, RNA e lipidios.
Inicialmente descrita em 2009, ExoCarta mostra em seu resultado de busca
diferentes tipos de dados incluindo espectrometria de massa, Western Blot,
interacdo proteina-proteina entre outros. Desde seu lancamento, dois outros
bancos de dados foram descritos (Vesiclepedia e EVpedia). Enquanto ambos
os bancos de dados catalogam dados de varios tipos de vesiculas
extracelulares, ExoCarta é a fonte primaria de carregamento de dados de
exossomos (KEERTHIKUMAR et al., 2016).

Os possiveis mecanismos pelos quais 0s exossomos se comunicam com
as células alvo incluem: 1) interacdo da membrana exossomal com a célula
alvo em sinalizacdo contato-dependente, 2) clivagem de proteinas de
membrana exossomais por proteases e os fragmentos resultantes agindo como
ligantes de receptores da superficie da célula alvo, ou ainda, 3) exossomos
podem se fundir com a célula alvo resultando em transferéncia nao seletiva de
proteinas e RNA (MATHIVANAN et al., 2010).

As Microvesiculas (Mvs) sédo grandes vesiculas membranosas com mais
de 100 nm (100 — 1000nm) de diametro, que sédo expelidas por varios tipos
celulares (THERY et al., 2001; AL-NEDAWI et al., 2008). Apés a protrusédo da
membrana plasmatica, segue-se 0 seu desprendimento resultando na
formacéo das microvesiculas (COCUCCI et al., 2009).

A presenca de proteinas especificas nas Mvs, além das proteinas
presentes na membrana plasmaética e citosol, ja foi comprovada (COCUCCI et
al., 2007; MOSKOVICH E FISHELSON, 2007). Células em repouso podem
liberar microvesiculas, embora a taxa de liberacdo aumente dramaticamente
apos estimulo. Além disso, o célcio induz grade resposta de liberacdo de Mvs
(PILZER et al, 2005; MOSKOVICH e FISHELSON, 2007).

Em termos de composicdo, algumas proteinas possuem ampla
expressdo, como a bl integrina concentrada na membrana das microvesiculas
(DEL CONDE et al., 2005; DOLO et al., 1998). As Mvs provenientes de células

distintas, podem ser molecularmente diferentes umas das outras, apesar de
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serem geradas por processos analogos de brotamento da superficie celular
(FLAUMENHAFT et al., 2008).

A populacdo de Mvs recuperada de fluidos extracelulares ou meio
condicionado esta inevitavelmente misturada aos exossomos, 0 que caracteriza
um desafio no estudo destas vesiculas isoladamente. Além disso, em
diferentes  condicbes, as Mvs podem mudar sua proporcéo
microvesicula:exossomo, e também a homogeneidade de acordo com as
células de origem (COCUCCI et al., 2009).

Apos liberacdo das Mvs de suas células de origem, elas interagem
apenas com células especificas que reconhecem como alvo (FLAUMENHAFT
et al.,, 2008). A interacdo em muitos casos se restringe a superficie celular,
ficando limitada a sinalizacdo (GASSER e SCHIFFERLI, 2004). Outras vezes a
interacdo se da por fusdo da Mv e da célula alvo por captacdo endocitica
(KOPPLER et al., 2006).

Células apoptéticas ou em processo de morte liberam vesiculas que séo
remanescentes condensados das células referidos como corpos apoptoticos
(CA). Estes CA possuem de 50 a 500nm, aproximadamente o0 mesmo tamanho
das plaquetas (THERY et al., 2001; HRISTOV et al., 2004). O termo CA surgiu
em 1972 (KERR et al., 1972) e eles sao caracterizados por externalizacdo de
fosfatidilserina e podem conter fragmentos de DNA (BEYER et al.,, 2010).
Exemplos de funcdes dos corpos apoptoticos incluem transferéncia horizontal
de oncogenes (BERGSMEDH et al., 2001), transferéncia horizontal de DNA
(HOLMGREN et al., 1999) e apresentacdo de epitopos de células T para
células fagociticas (BELLONE et al., 1997). Ao invés de isolar os corpos
apoptoéticos, a maioria dos estudos usa co-culturas de células sofrendo
apoptose para investigar a funcéo destas estruturas (GYORGY et al., 2011)

Os exossomos sao menores e homogéneos em tamanho, enquanto que
as microvesiculas e corpos apoptoticos possuem tamanhos heterogéneos
(THERY et al., 2001).

O padrdo ouro para determinacdo do tamanho das vesiculas € a
microscopia eletronica de transmissédo (MET). A MET é capaz de determinar
natureza e tamanho da particula, bem como sua estrutura (VAN DER POL et

al., 2010). Para os estudos de MET as vesiculas precisam estar concentradas
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por ultracentrifugacdo. Contudo, ha algumas preocupa¢bes com relacdo a
confiabilidade das andlises das vesiculas na MET uma vez que a
centrifugacéo, desidratacdo e fixacdo podem alterar o tamanho e morfologia
das vesiculas. Técnicas mais recentes levaram a descoberta de que o formato
em forma de raquete era um artefato relacionado a fixacdo, por exemplo
(THERY et al., 2006).

Ja foi demonstrado que tanto o meio condicionado quanto as vesiculas
extracelulares podem ser usados in vitro e in vivo para reparo de dano tecidual,
aumentando a taxa de cura (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013; BIANCONE et
al., 2012; BRUNO et al., 2012).

2.5. Endometrite em bovinos

O Uutero é composto de trés porcdes sendo elas: o perimétrio, miométrio e
endométrio (PRIEDKALNS e LEISER, 2006). O endométrio compreende
células epiteiliais, estromais, endoteliais e imunes, cujas funcbes sé&o
moduladas pelos horménios ovarianos estradiol e progesterona, bem como
fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (LEWIS, 2003; SCHAFER et
al., 2011). As interacbes paracrinas, autécrinas e enddcrinas entre células sao
fundamentais para funcionamento normal do tecido e dependem da correta
organizacdo espacial das células e arquitetura tecidual (VOGEL e SHEETZ,
2006).

O endomeétrio, assim como a maioria das superficies mucosas, € a linha de
frente da defesa imune contra bactérias. A resposta imune do endométrio a
patbgenos envolve o0 sistema complemento, peptideos antimicrobianos,
imunoglobulinas, proteinas de fase aguda e receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) (WIRA e FAHEY, 2004). O papel dos PRRs no endométrio
parece ser de particular importancia, pois eles reconhecem padrées
moleculares associados a patdogenos (PAMPS) conservados e sintetizados por
microorganismos (BEUTLER, 2009; TAKEUCHI e AKIRA, 2010). A detecgéo
dos PAMPs pelos PRRs sobre ou dentro das células imunes especializadas e
células endometriais desencadeia a produgdo de citocinas e quimiocinas que
orquestram uma resposta imune para eliminar infeccdo e resultar no reparo

tecidual. Os PRR compreendem 4 classes principais de moléculas solluveis e
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que se ligam a membrana, dentre elas a mais estudada € a dos receptores
tipo-Toll (TLR) (HIRATA et al.,, 2005; HERATH et al.,, 2006; HERATH et al.,
2009; SHELDON E BROMFIELD, 2011).

Doencas uterinas como a endometrite sdo altamente prevalentes em
vacas, principalmente vacas leiteiras de alta producdo (GILBERT et al., 2005;
LEBLANC et al., 2002) e levam a perdas economicas devido a diminuicdo da
producdo de leite e da fertilidade, acarretando em repeticdo de servico e
aumento do intervalo entre partos (BARTLETT et al.,, 1986; GILBERT et al.,
2005). A endometrite é a condicdo na qual vacas falham em eliminar os
contaminantes bacterianos (SHELDON e DOBSON, 2004) e é definido por
aumento no numero de polimornucleares no utero (GILBERT et al., 2005;
BARLUND et al., 2008).

Quando a infec¢ao uterina acontece, h& dano tecidual no endométrio. Nas
células endometriais, os TLR detectam moléculas associadas aos patégenos,
como o LPS, por exemplo, e levam a secrecdo de quimiocinas, citocinas e
peptideos antimicrobianos. As quimiocinas, por sua vez, atraem neutrofilos e
macréfagos ao local. Vacas com infeccdo uterina possuem menos chances de
ovular porque possuem crescimento folicular mais lento do foliculo dominante,
menores concentracdes plasmaticas de estradiol, bem como funcao
hipotalamica pituitaria comprometida. A regulacdo da imunidade do endométrio
depende de hormbnios esteroides, somatotrofinas e proteinas regulatorias
locais. Desta forma as doencas uterinas de origem microbiana causam
infertilidade por prejudicar a funcao ovariana. Avancos no conhecimento sobre
a infeccdo e a imunidade do trato genital feminino devem ser explorados para o
desenvolvimento de novas terapias para doencas uterinas (HERATH et al.,
2006; SHELDON et al., 2009).

Embora grande parte das vacas consiga eliminar as bactérias uterinas
com resposta imune inata, 17 a 37% desenvolvem endometrite clinica
enquanto 14 a 53% desenvolvem endometrite subclinica (CHEONG et al. 2011;
GILBERT et al. 2005; KIM e KANG 2003; MADOZ et al. 2014). A endometrite
subclinica também possui efeitos negativos na performance reprodutiva. Existe
um limiar de aceitabilidade para presencga de polimorfonucleares (10 a 18%) na

citologia, no limen endometrial, acima do qual o animal é diagnosticado com
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endometrite subclinica (KASIMANICKAM et al.,, 2004). A bibépsia prové
informacdes detalhadas sobre o estado de saude uterina (CHAPWANYA et al.,
2009).

Apesar do grande uso de antibioticos sistémicos e locais, antisépticos,
sulfonamidas e hormonios, as taxas de recuperacdo da endometrite em vacas
com subsequente fertilidade ndo aumenta consideravelmente. Além disso, 0s
custos com tratamento, a frequéncia de sua administracdo e o descarte do leite
apos o tratamento faz com que estas abordagens sejam antiecondmicas. Desta
forma, terapias alternativas que estimulem a defesa natural do Utero tem sido
sugeridas como tratamento na endometrite bovina (HUSSAIN e DANIEL,
1991).

2.5.1. Prostaglandina

De modo geral as prostaglandinas podem ser produzidas por todo o corpo
e estdo presentes em diversas atividades, tanto patolégicas quanto fisiolégicas,
exercendo efeito nas funcdes reprodutivas durante o ciclo estral e parto,
participando de fenbmenos como lutedlise e ovulacdo (BARROS e DI STASI,
2012; SHRESTHA et al., 2012). Por este motivo os analogos da Prostaglandina
F2 a (PGF2a) podem ser utilizados na sincronizagdo de estro em bovinos,
agindo como agente luteolitico, como terapéutico em casos de endometrite ou
no processo de involugcdo uterina prolongada (TENHAGEN et al., 2000;
BARROS e DI STASI, 2012).

O utero apresenta-se como fonte primaria de producdo da PGF2a, e o
tecido caruncular é um sitio ativo de sintese e metabolizacdo. (GUILBAULT et
al., 1984). In vivo, a prostaglandina € rapidamente metabolizada em 13,14-
dihidro-15-keto PGF2a. In vitro, em culturas primarias, o metabolismos da
PGF2a € muita mais limitado e pode ser coletada e mensurada facilmente
(SENGER et al., 2003).

A PGF2a é sintetizada a partir do acido aracdonico (AA) sob regulacéao da
cicloxigenase 2 (COX-2; SMITH et al., 1996). As células epiteliais do utero
secretam PGF2a (ASSELIN et al., 1996), e sua secre¢cdo em resposta a
ativacdo dos receptores de ocitocina uterinos induz regressédo do corpo luteo

(lutedlise) e inicia uma nova fase folicular no ovéario (POYSER, 1995). Portanto
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a infecc@o bacteriana do Utero e consequente secrecao de PGF2a iniciam um
processo de lutedlise causando a regressdo prematura do corpo Idteo e
perturbando o ciclo ovariano (NEELY et al., 1979; OPSOMER et al., 2000;
SHELDON et al., 2002). A perda embrionaria precoce pode ser causada pela
pelo aumento da secregdo de PGF2a devido inflamagéo uterina (NEELY et al.,
1979). Desta forma, estratégias para aumentar sobrevivéncia embrionaria pode
incluir diminuicdo da acdo de PGF2a (MATTOS et al., 2003; CALDARI-
TORRES et al., 2006).

Nos bovinos a contaminagéo bacteriana do Utero apés o parto € frequente
(DOHMEN et al., 2000; SHELDON et al., 2002). Em muitos desses animais a
infeccdo bacteriana persiste por mais de 3 semanas apds o parto causando
doencas clinicas variando de uma infeccdo aguda a uma endometrite crénica
(SHELDON e DOBSON, 2004).

O corpo lateo dos ruminantes produz ocitocina que estimula as células
endometriais a sintetizar PGF2a. Quando os receptores de ocitocina estéo
disponiveis em numero suficiente, ocorre a secrec¢ao pulsatil de PGF2a e a
lutedlise ocorre (SENGER et al., 2003).

Os bovinos sdo um bom modelo para o estudo dos efeitos da infeccao
uterina nas funcdes endocrinas e imunes pois na espécie a doenca uterina é
bem caracterizada, ha disponibilidade de tecidos e também similaridade dos
patdgenos bacterianos entre os mamiferos (HERATH et al., 2006). Escherichia
coli é a bactéria patogénica mais comumente isolada dos casos de doenca
uterina em bovinos (DOHMEN et al., 2000; SHELDON et al., 2002). No limen
uterino, ha alta concentracdo de LPS, o principal fator patogénico da E. coli
(DOHMEN et al., 2000).

O endométrio prové uma barreira contra infeccdo e uma oportunidade de
identificacdo da bactéria pelos receptores do sistema imune inato (BEUTLER,
2004). Um grupo importante de receptores que reconhecem esses patdgenos
sdo os receptores tipo-Toll (TLR; BEUTLER et al., 2003; STROBER, 2004;
YOUNG et al., 2004). Estes receptores conseguem iniciar uma cascata de
sinalizacdo estimulando a producdo de mediadores imunes que orquestram a

resposta imune para acabar com a infeccdo (BEUTLER et al., 2003). Os TLR
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podem também estimular a producdo de prostaglandinas pelas células imune
(UEMATSU et al., 2002).

O endomeétrio € regulado pela mudanca de concentracdo dos horménios
sexuais da fémea como estradiol e progesterona durante o ciclo ovariano, e
estes esteroides possuem profundo efeito no estabelecimento de infecgdes.
Por exemplo, em bovinos a progesterona suprime funcdo imune uterina pela
diminuicdo da capacidade proliferativa dos linfocitos, aumentando assim a
suscetibilidade a infeccdo (BEAGLEY e GOCKEL, 2003; LEWIS, 2004). Além
disso, concentracdes elevadas de progesterona estdo associadas com
diminuicdo da producdo de PGF2a (ASSELIN et al., 1996). Inversamente,
estradiol pode desempenhar um papel de recrutamento de células imunes pois
mais macrofagos estdo presentes no endométrio quando as concentracfes de
estradiol sdo altas (BEAGLEY e GOCKEL, 2003).

A enzima 15-hidroxi prostaglandina desidrogenase (PGDH) € a principal
enzima responsavel pelo metabolismo da PGF2a (SANGHA et al., 1994) e
serve como barreira metabdlica para o transporte transmembrana da
prostaglandina ativa dos sitios de sintese até os sitios de a¢&o. Portanto, o
PGDH tem papel importante na manutencdo da gestacdo, por exemplo
(CHALLIS e MITCHELL, 1994). In vivo, no utero, a diminuicdo de PGDH frente
a infeccdo mantém a acédo da prostaglandina prevenindo sua metabolizacéo e
inativacao (VAN MEIR et al., 1996).

No corpo luteo, por exemplo, ha producdo de PGDH que degrada a
prépria PGF2a sintetizada (MIYAMOTO et al., 2009; MONDAL et al., 2011).
PGDH cataliza o primeiro passo da degradacdo da familia das moléculas
prostanoides, oxidando o grupo prostanoide 15-hidroxil a cetona e portanto
anulando a ligacdo do metabdlito aos receptores de prostaglandina (TAl et al.,
2002).

Em cultivo de células trofoblasticas de placenta humana, o desafio
bacteriano com L. rhamnosus ou LPS + L. rhamnosus estimularam a expressao
de PGDH, o que pode ser um mecanismo para evitar partos prematuros
(YEGANEGI et al., 2009).



20

2.5.2 Apoptose no endométrio

Apoptose € influenciada por uma grande variedade de estimulos e
desempenha papel critico na homeostase tecidual através de mecanismo
fisiologico para eliminar células disfuncionais ou excedentes (SONG et al.,
2002).

O sistema Fas/Fas-L de apoptose celular foi originalmente descrito no
contexto de apoptose mediada por linfocitos. Linfécitos T produzem
marcadores citotoxicos que sdo responsaveis por duas principais rotas para
apoptose: exocitose mediada por granulos, e interacdo Fas/Fas-L (STENGER
et al.,, 1999; PODACK et al.,1985; SHI et al., 1992). Contudo, novos dados
mostram que Fas e Fas-L sdo amplamente expressos e agem em VAarios
tecidos além do sistema imunologico (BELLGRAU et al., 1995; GRIFFITH et al.,
1995; BAMBERGER et al., 1997).

A apoptose pode estar envolvida com processos fisioldgicos ou nao
(BRILL et al., 1999). O utero como oOrgdo reprodutor é caracterizado por
continuos ciclos de crescimento e apoptose das células endometriais em
resposta a mudancas hormonais. O endométrio apresenta mudancas ciclicas
significativas dependentes de esteroide, tanto em sua estrutura quanto funcao,
como por exemplo, o desenvolvimento glandular no pré-estro (SONG, et al.,
2002; SENGER, 2003; FLUHR et al., 2013).

Dentre os receptores de morte celular, Fas é o mais importante, e sua
interacdo com seu ligante (Fas-L) resulta no recrutamento das proteinas
adaptadoras FADD (Fas-associated Death Domain) e ativacdo de Caspases,
que levam a dano celular irreversivel e morte através de vias de sinalizacédo
autdcrinas e paracrinas no tecido (NAGATA, 1994; SLOAND et al.,

LPS foi previamente usado para induzir mudancas apoptoticas incluindo
fragmentacdo de DNA e ativacdo de caspase. Acredita-se que o método de
inducdo de apoptose com lipopolissacarideo mimetiza parcialmente a resposta
celular a patégeno e consequente inflamacéo (VEREKER et al., 2000; TSUJI et
al., 2010).

Em casos de infeccdo e sepse, além da necrose direta do epitélio do

orgao causada por fatores mecanicos e isquemia local (GALANI et al., 2010),
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h& evidéncias de que o sistema Fas/Fas-L desempenhe papel central na
apoptose celular em tecidos (PIRES-NETO et al., 2013).

2.5.3. Cascata de inflamacéo na endometrite

A cascata da inflamacdo é um processo complexo iniciando-se com o0
reconhecimento dos patdégenos, seguido do recrutamento de células
inflamatdrias e terminando com a resolucdo da resposta inflamatéria. As
células inicialmente liberam mediadores pré-inflamatérios desencadeando
vasodilatacdo, exsudacao de plasma, migracdo de leucécitos e destruicdo de
tecido local. Citocinas anti-inflamatdrias ou imunomodulatérias também sé&o
liberadas durante o evento inflamatorio para inibir a acdo das citocinas pro-
inflamatorias prevenindo destruicdo de tecido local (PARHAM, 2009).

Na endometrite, ap0s contato com patégenos, o endométrio é
estimulado a produzir citocinas e quimiocinas para atrair e ativar neutrofilos e
monacitos (DAVIES et al., 2008; HERATH et al., 2006; TZIANABOS, 2000). Os
macrofagos residentes no endométrio também contribuem com o processo
inflamatorio pela liberacdo de citocinas e quimiocinas apos fagocitose dos
invasores (TZIANABOS, 2000). Fator de necrose tumoral a (TNFa) e IL-13
também estimulam a expressdo de quimiocinas (i.e. IL-8 e proteina
guimiotatica para monécito MCP1) bem como moléculas de adeséo nas células
do endotélio vascular, levando a uma diapedese e gquimiotaxia (ROACH et al.,
2002; SICA et al., 1990). Ademais, o TNFa e IL-1B ativam neutrofilos e
mondcitos promovendo aumento da fagocitose e morte bacteriana (ROACH et
al., 2002; WANG et al., 1991).

Alguns marcadores de inflamagcdo uterina que modulam resposta
inflamatéria de fase aguda incluem IL-13, IL-6 e IL-8 e também TNF e séo
responsaveis pela adesédo de neutréfilos ao endotélio vascular (FAHEY et al.
2005). IL-6 regula a transicdo do processo de inflamagcdo precoce dominada
por macréfagos (MOSHAGE 1997; JANEWAY et al. 2001) e IL-8 coordena
migracdo de neutrofilos para o local da lesédo ou da infeccdo (QUAYLE, 2002).
Citocinas, juntamente com proteinas de fase aguda e peptideos

antimicrobianos, sdo mediadores chave da imunidade inata necessarios para
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limpeza da infeccdo ou resolugéo da inflamacédo (HANCOCK e SCOTT, 2000;
BROGDEN et al. 2003).

2.5.4. Avaliacdo histoldgica na endometrite

Tradicionalmente a avaliagdo do Utero bovino envolve palpacédo transretal e
ultrassonografia transretal (SILVA et al., 2007). Estas técnicas sao limitadas
pois ndo obtém detalhamento do processo patologico através de analise
objetiva do tecido (RIES et al., 2000; NIELSEN, 2005).

Biopsias endometriais foram primeiramente realizadas em éguas como uma
ferramenta para investigar infertilidade (BRANDT e MANNING, 1969). A técnica
tem potencial para desempenhar um importante papel na avaliacdo da saude
uterina, investigacdo de processos patologicos e fisiolégicos. E possivel
realizar uma boa avaliacdo histolégica, celular e molecular usando o mesmo
tecido obtido de biopsia (BONNET et al., 1991; MORAES et al., 2016).

Ha 30 anos o valor da biopsia uterina ainda ndo era conhecido, mas com o
aumento do conhecimento em relacao a imunidade juntamente com avanco de
tecnologias de ponta como biologia molecular e as “-6micas”, as biopsias
ganharam mais espacgo na pesquisa de reprodugcédo em bovinos. A utilizacao da
avaliacdo histolégica do endométrio prové avaliacdo profunda da saude
tecidual (HERATH et al., 2006; GABLER et al., 2009).

Na avaliacdo histoldégica da endometrite in vivo, € importante considerar a
integridade do tecido, epitélio endometrial, presenca de infiltrado inflamatério e
namero de leucdcitos, quantidade de glandulas endometriais (CHAPWANYA et
al., 2012, MAIA et al., 2016)

3. Objetivo geral

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o efeito imunomodulador de
vesiculas extracelulares e do meio condicionado provenientes de células tronco

mesenquimais de tecido adiposo bovino em tecido endometrial bovino.
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3.1. Objetivo especifico

-Coletar, isolar e cultivar as células tronco mesenquimais de tecido adiposo

bovino.

-Caracterizar células tronco mesenquimais de tecido adiposo bovino atraves
da capacidade de formacao de colbnias fibroblasticas, analise de marcadores
de superficie celular (CD44, CD29, Vimentina, CD34 e MHCII) utilizando a
técnica de citometria de fluxo, potencial de diferenciacdo nas linhagens
mesodermais osteogénica, adipogénica e condrogénica, bem como analise do

cariobtipo.

-Criopreservar as CTM-TA em queda lenta de temperatura e descongela-las

para garantir estabilidade a criopreservacao.

-Isolar as vesiculas extracelulares (VEsS) do meio condicionado (MC) do
cultivo das CTM-TA, caracteriza-las através da técnica de Western Blot e

Microscopia Eletrbnica de Transmissao.

- Realizar cultivo in vitro de explante endometrial bovino e realizar desafio
com LPS.

- Avaliar a capacidade imunomoduladora das VEs e do MC no explante
endometrial bovino através da dosagem de PGF2a, IL-1B por ELISA,
imunoistoquimica para TLR-4, Fas-L, R-PGF2a, PGDH e analise morfoldgica
tecidual.

3.2. Hipodteses

-As CTM-TA de bovinos secretam vesiculas extracelulares capazes de ser

isoladas e caracterizadas por Western Blot e Microscopia Eletronica.

-As células endometriais elevam a secrecéo de IL-13, PGF2q, e expressao
de TLR-4, Fas-L e PGF2a-R, e PGDH frente ao estimulo por LPS in vitro.
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- ApoOs desafio com LPS, ocorrem mudancgas histolégicas condizentes com

inflamacéo no endométrio.

-As VEs e MC possuem potencial de imunomodulacdo em modelo de

cultivo de explantes endometriais desafiados com LPS.
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RESUMO O tecido adiposo bovino é uma fonte atrativa e abundante
de células tronco mesenquimais, com aplicabilidade terapéutica em diversos
campos da terapia regenerativa. Sua acdo abrange mecanismos paracrinos
como secrecao de vesiculas extracelulares. Devido a escassez de informacdes
para a espécie bovina, o objetivo desse estudo foi isolar células tronco
mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA) de bovinos, avaliar o potencial de
diferenciagdo, caracteristicas imunofenotipicas, estabilidade cromossomal e
viabilidade para criopreservacdo, bem como a obtencdo de vesiculas
extracelulares (VES) secretadas. Para isso CTM-TA foram isoladas (n=3) e
submetidas a diferenciacdo e imunocaracterizacao para confirmar seu fenotipo
e estabilidade genotipica. O meio condicionado do cultivo celular foi submetido

a ultracentrifugacdes para obtencédo das vesiculas extracelulares, que foram
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caracterizadas por microscopia eletronica de transmissao e Western Blot. Foi
obtida uma populagédo celular homogénea e fibroblastéide no cultivo celular,
com aderéncia ao plastico, expressando baixos niveis de CD34 e MHCII, e
altos niveis de CD29, CD44 e vimentina. As células foram cromossomicamente
estaveis, com boa viabilidade antes e ap0s congelamento, e secretaram
vesiculas de aproximadamente 10 a 200nm de didmetro, positivas para Alix e
CD9 no Western Blot, indicando a presenca de exossomos (Exos) em uma
populacdo mista VEs. Conclui-se que foi possivel isolar, cultivar, caracterizar e
criopreservar CTM-TA de bovinos, e estas células secretam VES no meio
condicionado de cultivo.

1. Introducéo

Células tronco mesenquimais despertam grande interesse devido aos
beneficios potenciais do seu uso terapéutico. O tecido adiposo é um fonte
importante de células tronco adultas, e pode ser acessado facilmente com uso
de anestesia local, promovendo desconforto minimo (Schéafler E Buchler,
2007). Células tronco mesenquimais, apresentam morfologia fibroblastoide,
crescimento em monocamada e aderéncia ao plastico. Porém, tais
caracteristicas sao inespecificas e uma caracterizacdo apropriada das células
inclui a avaliacdo de combinacdo de marcadores de superficie (cluster of
diferentiation, CD) e a diferenciacdo nas linhagens mesodermais, in vitro
(Taylor e Clegg, 2011).

Pesquisas afirmam que, in vivo, o potencial de diferenciacdo das células
tronco contribui minimamente para os efeitos benéficos atribuidos a elas,
enquanto a atividade paracrina desempenha papel primordial (Lavoie et al.,
2013). Ha, inclusive, sugestdo para que seu nome seja mudado de células
tronco mesenquimais para células de sinalizacdo medicinais, para que nao haja
alusdo ao potencial de diferenciacéo, que ndo rege os resultados terapéuticos
(Caplan, 2017). Por isso, as vesiculas extracelulares (VES) secretadas pelas
células tronco mesenquimais (CTM), constituintes importantes da via paracrina
de acdo destas células, sdo alvo de pesquisa. Pouco ainda se sabe sobre a

atividade isolada das vesiculas extracelulares de CTM bovinas, mas em outras
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espécies ja foi comprovado que elas possuem pontencial para mediar
comunicacdo entre células, promover angiogénese, diferenciacdo celular e
resposta imunologica (De Jong et al., 2014). Para caracterizacao das vesiculas,
€ importante determinar sua presenca e tamanho por microscopia eletronica,
bem como avaliar marcadores de superficie (Thery et al., 2006; Lasser et al.,
2012). Além disso, a avaliacdo da secrecdo de VEs de células que sofreram
criopreservacdo € importante pois permite o uso de biobancos celulares

alogénicos para uma terapéutica futura.

O propésito deste estudo consistiu no isolamento, cultivo e caracterizacéo
e criopreservacao das células tronco mesenquimais oriundas de tecido adiposo
bovino, bem como a isolamento e caracterizacdo das VEs secretadas em meio
condicionado de cultivo. Os resultados deste estudo podem contribuir para
novas perspectivas com relacdo ao estudo e utilizacdo terapéutica dos

subprodutos das células tronco mesenquimais em bovinos.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Foram utilizados animais Bos taurus indicus, raca Nelore (n=3), fémeas,
com idade média de 9 anos, higidas e com escore de condicao corporal de 3 a
4. Os animais eram mantidos em pastos com Brachiaria decumbens, com
suplementacdo mineral (Minersal®, Presidente Venceslau, SP, Brasil). Os
animais selecionados apresentaram valores de proteina plasmatica total e
hematécrito dentro do padréo de normalidade.

Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais, da
Universidade Estadual Paulista, sob o protocolo 13/2016 —CEUA. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com as instrugdes internacionais

para uso experimental de animais.

2.2. Coleta
Apods antissepsia, foi realizado bloqueio anestésico local com lidocaina

2% (Cristalia®, BRA), 4 cm abaixo da tuberosidade isquiatica direita. Apos



C.M. QUEIROZ ET AL.
50

incisdo e divulsionamento do tecido subcutaneo, amostras de tecido adiposo
foram excisadas (em média 2,0 g de tecido), lavadas em solucao fisiolégica
com penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100 ug/mL), anfotericina B (3ug /mL)
(Thermo Fisher Scientific®, USA) e amicacina (22 ug/mL) (Teuto®, BRA), e
entdo transferidas para tubos contendo meio DMEM alta glicose (Invitrogen
Gibco ®, USA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (Thermo Fisher
Scientific®, USA), penicilina (100 Ul/mL), streptomicina (100 pg/mL),
anfotericina B (3ug /mL) e amicacina (22 ug/mL), onde permaneceram por 4

horas sob refrigeracao até serem transportadas por 76km para processamento.

2.3. Processamento, isolamento e cultivo das CTM

Para obtencdo das células tronco mesenquimais de tecido adiposo
(CTM/TA), as amostras foram seccionadas manualmente e digeridas em HBSS
(Thermo Fisher Scientific®, USA) contendo 0,4% de colagenase (Sigma®,
USA) e 0,5% de SFB (Thermo Fisher Scientific®, USA), durante 40 minutos a
37°C, utilizando vortex a cada 10 minutos para homogenizacdo. A amostra
digerida foi filtrada em filtro 70 um de Nylon (Becton Dickinson and Company®,
USA), seguido de centrifugacdo a 600 g por 4 minutos. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL meio DMEM alta glicose/F12 (1:1) suplementado com
20% de SFB, penicilina (100 Ul/mL), streptomicina (100 ug/mL), anfotericina B
(3 pg/mL) e amicacina (11 ug/mL) para nova centrifugacéo e obtencéo do pellet
final que foi, por sua vez, ressuspendido em 1 mL de meio.

A concentracdo e viabilidade das células foram realizadas através da
diluicdo do pellet em Azul de tripan 0,4% (Gibco®, USA) e contagem em
camara de Neubauer. As células foram entdo cultivadas em frascos de 75 cm?
na concentragcdo aproximada de 1x10° /frasco. O cultivo aconteceu a 37,5°C
em atmosfera Umida contendo 95% de ar e 5% de CO2. O meio de
manutencao (DMEM alta glicose/F12 (1:1) suplementado com 20% de SFB,
penicilina (100 Ul/mL), streptomicina (100 ug/mL), anfotericina B (3 pg/mL) e
amicacina (11 pg/mL) foi trocado a cada dois ou trés dias, até uma confluéncia
minima de 80% ser alcancada, quando as células eram entdo recuperadas por

acao de Tripsina (Sigma®, USA) para posterior passagem.
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2.4. Citogenética
Em amostras de segunda passagem (P2) foi realizada a analise de
caridtipo usando Metotrexato (MTX)/ Timidina (Tdi) como método de
sincronizagao celular (Maia et al., 2013). Para preparacdo de laminas, as
células foram tripsinizadas a 37°C, fixadas, coradas em Giemsa 5% e
analisadas em microscopia de luz. Em cada amostra (n=3), 12 metafases
foram analisadas. Foram avaliados o nimero de cromossomos e mutacdes

cromossdmicas estruturais.

2.5. Analise imunofenotipica

A analise imunofenotipica das CTM-TA (n=3) foi realizada nas células em
segunda passagem (n=3) usando um citdbmetro de fluxo modelo LSRFortessa
(BD Biosciences, USA) e software BD FACSDiva™ (BD Biosciences, USA).

Para a analise, os seguintes anticorpos foram usados: anticorpo
monoclonal mouse anti-bovine CD44: FITC (clone IL-A118, MCA2433F, AbD
Serotec®, UK), rabbit anti-CD-34: FITC (polyclonal, orb247244, Biorbyt®,
USA), mouse anti-CD29: Alexa Fluor 647 (clone TS2/16, 303007, BioLegend®,
USA), mouse anti-horse MHC-II: FITC (clone CVS20, MCA1085F, AbD
Serotec®, UK), mouse anti-vimentin (clone V9, MCA862, AbD Serotec-Rad®,
UK), todos com reatividade para a espécie bovina.

Para o anticorpo mouse anti-vimentin as células foram previamente
fixadas e permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson and
Company®, USA) e incubacdo com anticorpo secundario goat-anti mouse:FITC
(ab7064, abcam®, USA). Durante a analise foram registrados 10000 eventos.

A andlise de viabilidade foi conduzida antes da criopreservacao utilizando
citometro de fluxo (LSRFortessa, BD Biosciences, USA) e empregando os
marcadores lodeto de propidio (IP, Sigma, USA) e APC-conjugado a Anexina V
(AN, Becton Dickinson and Company, USA). As amostras foram incubadas no
escuro por 15 minutos a temperatura ambiente. Para controle positivo da

apoptose, foi utilizado peroxido de hidrogénio

2.6. Ensaios de diferenciacao
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Amostras em cultura priméaria (P1), apos atingirem confluéncia de 80%,
foram tripsinizadas e plaqueadas na densidade de 1x10* CTM/poco em placa
de cultivo de 24 pocos. ApOs 24 horas, para realizar os ensaios de
diferenciacdo, o meio de manutencao foi substituido por meio de diferenciacéo
osteogénico ou adipogénico StemPro (Gibco Invitrogen, USA) e as células
permaneceram em cultivo durante 8 dias. O meio comercial de diferenciagéo
adipogénico foi suplementado com soro de coelho 5%.

A diferenciacdo condrogénica foi realizada em pellet 3D em tubos de
1,1ImL em densidade de 1x10* células durante 21 dias utilizando meio
comercial condrogénico StemPro (Gibco Invitrogen, USA). Os meios de
diferenciacéo foram trocados a cada dois a trés dias.

Para confirmacéo da diferenciacdo osteogénica pela deposicdo de matriz
contendo célcio, utilizou-se o vermelho de alizarina 2% pH 4,2. Para
confirmacdo da diferenciacdo adipogénica pela da presenca de goticulas
intracitoplasmaticas de lipidios utilizou-se coloracédo de Oil red O 0,5% diluido
em alcool isopropilico e Hematoxilina e Eosina. Para demonstracdo da
diferenciacdo condrogénica os pellets foram corados com Alcian blue, pH 2,5, e
azul de toluidina, pH 1, para deteccao de proteoglicanos.

2.7. Criopreservacao

As células em segunda passagem (P2), foram criopreservadas em uma
concentracdo final de 1x10% células/criotubo com meio de criopreservacéao
contendo 90% SFB (Thermo Fisher Scientific®, USA) + dimetil sulfoxido
(DMSO) (Sigma®, USA), 10 pL/mL penicillina/streptomicina, 3 ug/mL
anfotericina B. As amostras foram criopreservadas em recipiente criogénico
controlado (Mr. Frosty, Nalgene, 5100-001), mantidas durante 24 horas em
freezer -80°C para curva de congelacdo e conservadas em nitrogénio liquido -

196°C. As amostras permaneceram criopreservadas por seis meses.

2.8. Descongelamento e expansédo das CTM
Realizou-se o0 descongelamento rapido das amostras a 37°C por 5
minutos, e a viabilidade das células foi realizada através da diluicdo do pellet

em Azul de tripan 0,4% e contagem em camara de Neubauer. As células foram
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plagqueadas em frascos de cultivo de 75 cm?, em uma média de 1,4x108 células

/ frasco, e expandidas até confluéncia minima de 80%.

2.9. Isolamento das vesiculas extracelulares do meio condicionado

Apds passagem para quatro frascos e confluéncia (quarta passagem, P4),
o meio de manutencdo (DMEM alta glicose/F12 (1:1), 20% de SFB, penicilina
(100 Ul/mL), streptomicina (100 ug/mL), anfotericina B (3 pg/mL) e amicacina
(11 pg/mL) foi substituido por meio de mesmos constituintes mas sem SFB,
durante 24 horas, para a obtencao das VEs.

Primeiramente, a centrifugacdo do meio condicionado foi realizada a 2000
g por 20 minutos para retirada de debris celulares e células mortas. Este
sobrenadante foi filtrado em filtro 0,22 um. Entao, a fracao livre de células e rica
em VEs sofreu duas ultracentrifugacées a 100000 g por 70 minutos a 4°C, e 0

pellet finar ela ressuspendido em 500 pL de PBS e armazenado a -80°C.

2.10. Microscopia eletrénica

Para a microscopia das VEs, 20uL da suspensdao em PBS foram
colocados em parafime. Uma grade de niquel revestida em Formvar foi
colocada sobre a gota e incubada por 60 minutos em camara umedecida. As
grades foram entdo lavadas sequencialmente em 3 gotas (30 pL) de PBS. A
amostra foi fixada em Paraformaldeido 2% por 10 minutos, lavando a grade em
seguida com 3 gotas de PBS. Entdo, a amostra foi incubada em acetato de
uranila 2% por 15 minutos e em seguida incubada em metil celulose 0,13% e
acetato de uranila 0,4% por 10 minutos. A grade foi colocada para secagem e a
amostra foi lida em Microscopia Eletronica de Transmissdo com equipamento
Tecnai Spirit (FEI Company), no Centro de Microscopia Eletronica - CME — IBB,

Unesp de Botucatu.

2.11. Extracao e quantificacdo proteica

Para as amostras de VEs destinada a dosagem proteica e Western Blot,
realizou-se extracdo proteica. As amostras foram homogenizadas a 4°C em
tampéo RIPA (BioRad®, USA) com coquetel inibidor de proteases (Sigma-
Aldrich®, USA). Ap6s serem mantidas em gelo por 5 minutos, foram
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homogenizadas em agitador de tubos e centrifugadas a 14000 rpm por 15
minutos, a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas foi entdo coletado.

A quantificacdo proteica foi realizada como descrito por Bradford
(Bradford, 1976) em placas de ELISA, e a leitura realizada em leitor de ELISA
(595nm). Utilizou-se 0 mesmo protocolo para dosagem de proteina do meio

condicionado pobre em vesiculas.

2.12. Western Blot

Aliquotas (30 ug de proteina) foram tratadas com solucdo tampéo para
corrida de gel (Laemli sample buffer — Bio-rad®) e B-mercaptoetanol a 95°C por
1 minuto. Em seguida, as proteinas foram separadas por eletroforese vertical
(Miniprotean, BioRad®) em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e apés a
eletroforese, transferidas para a membrana de nitrocelulose em sistema Uumido
de transferéncia.

A ligacao inespecifica de proteinas foi bloqueada através da incubacao
das membranas em BSA 5% em tampéao Tris-HCI| (TBS) por 30 minutos a
temperatura ambiente. As membranas foram subsequentemente incubadas
com os anticorpos primarios: monoclonal rabbit anti-CD9 (ab92726, Abcam,
Cambridge, UK) e mouse anti-Alix (ab117600, Abcam, Cambridge, UK) diluidos
em BSA 3% em Tris-HCI e incubados 4°C overnight. Apds lavagem, as
membranas foram incubadas em anticorpos secundarios (HRP secondary
antibody, clone: ab97051, IgG goat-anti rabbit e goat anti-mouse, Abcam Inc.®,
Cambridge, USA); diluidos em BSA 3%, contendo 0,2% de Tween 20 (TBST)
por 1 hora. Os componentes imunorreativos foram revelados pelo kit
luminescente (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate) da
Thermo Scientific® (Rockford, USA) e a densidade 6ptica de cada banda foi

avaliada pelo software ImageJ® 1.47 para Windows.

3. Analises Estatisticas

Os resultados de citometria, diferenciacdo, microscopia eletrénica,
dosagem proteica e Western Blot estdo apresentados de forma descritiva. Os
dados das analises imunofenotipicas e viabilidade celular estdo apresentados

como média e erro padrao.
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4. Resultados

As células apresentaram morfologia fibroblastoide (Figura 1) e aderéncia
ao plastico nas primeiras 12 horas de cultivo. As células apresentaram Gtima
clonicidade, e apds 72 horas de cultivo primario, as amostras jA& mostraram

confluéncia >80%.

\N‘\’_"{' \\', \ g 200um o v = 200um ‘
Figura 1. Morfologia fibroblastoide das CTM-TA ap0s 48h e 72 de cultivo.
Barra 200pm.

Na andlise imunofenotipica, as células apresentaram expressado positiva
para os marcadores CD44 (94,1+2,1%), CD29 (100+0%) e Vimentina
(94,7+2,8%), baixa expressdo para MHCIl (7,3+x2,7%) e CD34 (12,9+3,0%)
(Figura 2). Com relagdo a viabilidade, os resultados antes do criopreservacao
celular estdo expressos na Tabela 1, e 95,23+x1,56% das células
apresentavam-se viaveis.

Os ensaios de diferenciacao para as linhagens adipogénica, osteogénica e
condrogénica foram confirmados em todas as amostras aos 8, 8 e 21 dias de
exposicdo ao meio de diferenciagéo, respectivamente. Contudo, duas amostras
de diferenciacdo osteogénica comecaram a perder aderéncia ao plastico nos
dias finais do ensaio. As células em diferenciacdo osteogénica adquiriram
morfologia predominantemente poligonal, e houve depésito de grandes
quantidades de matriz extracelular rica em célcio, evidenciado pela coloragédo
positiva com Alizarin Red.
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Figura 2. Histograma representativo dos marcadores CD44 (A), CD29 (B),
Vimentina (C), MHCII (D) e CD34 (E). Dados apresentados como média e erro

padrao da porcentagem;

Tabela 1. Dados da analise de Vviabilidade das células tronco
mesenquimais de tecido adiposo bovino antes da criopreservagdo usando

anexina V (AN) e lodeto de propidio (IP). Dados expressos como média e erro

padréao
Variaveis Amostras
Viabilidade (PI- AN-) 95,23+1,56%
Necrose (Pl+ AN-) 0,37%0,21%
Apoptose tardia e necrose (Pl+ AN+) 2,57+£1,22%
Apoptose inicial (P1- AN+) 1,9+0,62%

A diferenciacdo adipogénica foi confirmada com a coloracéo de Oil red O,
que evidenciou a presenca de goticulas de lipidios intracitoplasmaticas. Ja na
diferenciacdo condrogénica, houve deposicdo de matriz rica em proteoglicanos
e colageno tipo I, evidenciados pelas coloractes de Azul de Toluidina e Alcian

blue.
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A andlise de citogenética usando a técnica de sincronizacdo celular
avaliou o cariotipo das células tronco em segunda passagem, sendo que
aneuploidia ndo foi observada (2n=60), revelando um cariétipo normal para a
espécie.

A viabilidade celular apés descongelamento das células realizada com
Azul de tripan 0,4% e contagem camara de Neubauer foi de 85,22+10,59,
indicando 6tima taxa de sobrevivéncia celular apés criopreservacao.

Na microscopia eletrbnica de transmissdo evidenciou-se inumeras
vesiculas arredondadas de aproximadamente 20 a 200 nm de diametro (Figura

3) secretadas pelas CTM em cultivo.

Figura 3. Microscopia eletrdnica de transmissdo das vesiculas

extracelulares oriundas de células tronco mesenquimais de tecido adiposo

bovino. Barra 200nm.

A média da quantificacdo proteica das vesiculas, obtido apoés
ultracentrifugacdo e extracdo proteica, foi de 4,46 pg/uL. Ja para o meio
condicionado pobre em vesiculas, a concentracdo proteica foi de 0,28 ug/uL.

Na técnica de Wester Blot foi possivel identificar os anticorpos Alix e CD9
em uma das trés amostras, como demonstrado na Figura 4. Alix e CD9 séo
proteinas da biogénese do corpo multivesicular e de superficie,

respectivamente, e sdo usadas para caracteriza-los.
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CD9S Alix

25Kda

s 96Kda

Figura 4. Ensaio de Wetern Blot (WB) de exossomos oriundos de células

tronco mesenquimais de tecido adiposo bovino.

5. Discusséo

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que descreve sobre
isolamento e caracterizacdo de vesiculas extracelulares de CTM de tecido
adiposo bovino. As CTM isoladas de tecido adiposo bovino foram
caracterizadas de acordo com os critérios pré-estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular para CTM humanas (Dominici et al., 2006). As
células apresentaram aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastoide, alta
expressdo de marcadores para células tronco, baixa imunogenicidade, e
diferenciacdo nas linhagens mesodermais osteogénica, adipogénica e
condrogénica. Diferentemente de humanos, que possuem um painel de
marcadores de superficie especificos para células tronco (Schéffler e Blchler,
2007), marcadores de células tronco mesenquimais para bovinos ainda nao
sdo totalmente estabelecidos e dependem por vezes da reag¢do cruzada entre
anticorpos.

A expressao de CD44 e CD29 ja foi reportada em células mesenquimais
de corddo umbilical bovino (Xiong et al., 2014). A marcacao positiva para
vimentina foi constatada também em células mesenquimais derivadas de
liquido amnidtico e tecido endometrial bovino (Rossi et al., 2014, Moraes et al.,
2017). A baixa expressao de MHCII, por sua vez, indica baixo potencial em
causar imunogenicidade frente ao seu uso terapéutico (Javazon et al., 2004). A
marcacao baixa de CD34 demonstra auséncia de quantidade significativa de

células da linhagem hematopoiética, assegurando a pureza da amostra
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(Schaffler e Blchler, 2007). As andlises imunofenotipicas foram realizadas com
células em segunda passagem. Talvez em posteriores passagens a pureza das
células fosse ainda maior e a marcacdo para CD34 ainda menor do que a
encontrada.

As CTM-TA diferenciaram-se em trés linhagens mesodérmicas,
corroborando com Gimble e Guilak (2003) e Lin et al (2006) que relatam
habilidade de expansdo das CTM-TA e capacidade de diferenciar-se em
linhagem adipogénica, osteogénica, condrogénica in vitro.

Ao ficarem muito tempo em cultivo, células tronco podem ter as taxas de
viabilidade reduzidas devido a instabilidade cromossémica e encurtamento da
telomerase que culmina com a perda funcional de genes relacionados ao
desenvolvimento celular (Cunha et al.,, 2014). Foi demonstrado neste estudo
estabilidade cromossomal e auséncia de aneuploidia apés as técnicas de
isolamento e cultivo (2n=60). Isso vai de encontro ao resultado encontrado por
Moraes et al (2016) em CTM de tecido endometrial bovino e Maia et al., (2013)
em CTM de medula 6ssea equina.

Cunha et al (2014) demonstraram boas taxas de viabilidade apos
descongelamento de células tronco de corddo umbilical e liquido amniético em
bovinos. Isso se da pois a criopreservacdo usa DMSO que é uma solucao
protetora, que quando combinada com reducédo lenta de temperatura, resulta
em forma eficiente de congelamento. No presente estudo as células também
foram expandidas cultivadas de forma eficiente apdés o descongelamento
rapido, possibilitando a formac¢éo de bancos celulares para uso futuro.

Através da microscopia eletrénica, este estudo demonstrou que as VEs
derivadas de CTM-TA continham uma populagdo mista de exossomos (30 a
150nm, Mathivanan et al., 2010) e microvesiculas (100 — 1000nm, Thery et al.,
2001). Estudos prévios ja indicaram a dificuldade em isolar as populac¢des de
exossomos da de microvesiculas (Barile et al., 2012; van der Pol et al., 2012).

N6s encontramos alguma variagdo na quantidade de proteinas/uL entre
os pellets, embora ndo fosse o objetivo analisar o secretoma das vesiculas ja
se sabe que ha centenas de proteinas nas vesiculas extracelulares (Kim et al,
2012; Keerthikumar et al., 2016).
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Com uma combinacdo de métodos € possivel caracterizar exossomos,
incluindo determinacdo de seu tamanho, morfologia e pureza da amostra por
microscopia eletronica, aléem da avaliacdo do seu conteudo e marcadores de
superficie por citometria de fluxo ou Western Blot (Lasser et al., 2012). No
Western Blot houve marcagdo para Alix, que é um marcador endocitico de
corpo multivesicular de 96kDa (Thery, 2006), bem como para CD9, uma
tetraspanina de 25KDa (Lasser et al., 2012), ambos presentes em exossomos.

Contudo, no pressente estudo, o ensaio de diferenciacdo osteogénica
poderia ter sido realizado em menos tempo para evitar que duas amostras
comecassem a perder aderéncia ao plastico. Além disso, a marcacédo para Alix
e CD9 no Western Blot foi possivel em apenas uma das 3 amostras. Western
Blot foi feito apenas de maneira qualitativa, e como a microscopia eletrénica de
transmissdo, todas as amostras apresentaram vesiculas semelhantes, uma
amostra positiva parece suficiente para caracterizacdo. As aliquotas destinadas

para ensaio de Western Blot ndo foram suficientes para inimeras repeticoes.

6. Concluséao

Este estudo demonstrou 0 sucesso no isolamento, cultivo e caracterizagao
das CTM-TA de bovinos, que apresentaram boa viabilidade antes e ap0s
descongelamento. Ademais, no meio condicionado de cultivo celular das CTM-
TA foi demonstrada a producdo de exossomos em uma populacdo mista de
vesiculas extracelulares, o que possibilita novos estudos sobre aplicacbes

terapéuticas para a espécie.
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Vesiculas extracelulares e meio condicionado de células
tronco mesenquimais: potencial imunomodulador em células

endometriais bovinas?
Carla M. Queiroz!; Carlos E. Fonseca-Alves?, Carolina N.M. Maial; Fernanda C.
Landim-Alvaregal; Jodo C.P. Ferreiral*

ABSTRACT - Queiroz, C.M,, Alves, C.E.F., Maia, C.N.M.,, Landim-Alvarenga, F.C. &
Ferreira, ].C.P. 2017. [Extracellular vesicles and conditioned medium of
mesenchymal stem cells: immunomodulatory potential in bovine
endometrial cells in vitro?]. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Distrito de Rubido Jr. s/n,
Botucatu - SP. 18618-970. Brazil. *Correspondence author:
jcferreira@fmvz.unesp.br.

The stem cells act primarily through paracrine and immunomodulatory
mechanisms. The objective of the present study was to evaluate the
immunomodulatory effects of extracellular vesicles (V) and conditioned medium
(CM) from mesenchymal stem cells of bovine adipose tissue in an in vitro culture of
bovine endometrial explants challenged with lipopolysaccharide (LPS) 3 pg/ml.
For this purpose, bovine endometries from slaughterhouse (n = 7) were used,
cultured and challenged with LPS. The experimental groups were CN (negative
control, no challenge with LPS), CP (positive control, challenge with LPS only), V
(extracellular vesicles, challenge and addition of vesicles) and MC (conditioned
medium, challenge and addition of medium). Secretion of PGF2a and IL-1f3 by
Elisa, tissue morphology through histology, tissue expression of Fas-L, TLR-4,
PGDH and PGF2a by immunohistochemistry was evaluated. There was no
treatment effect in PGF2a and IL-1B secretion. In histology, there were
morphological changes such as hypertrophy, atrophy and cellular hyperplasia, as
well as dilation of the glandular lumen, regardless of the treatment. There was a

significant decrease in the density of the glands after culture, although the
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glandular diameter did not change significantly. Regarding TLR-4, PGDH and

PGF2a, there was greater expression regardless the treatment. In the Fas-L, there
was intermediate expression for the CN. However, there was no statistical
difference. These findings point to inflammation in the in vitro culture model that
overlapped the effects of challenge with LPS. However, there was no significant
immunomodulatory effect with V or MC treatment, indicating that the
immunomodulatory process may not be restricted to the tissue but maybe to the
immune system present in vivo.

INDEX TERMS: exosomes, microvesicles, LPS, explant

RESUMO - As células tronco agem principalmente através de mecanismos
paracrinos e imunomoduladores. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos imunomoduladores de vesiculas extracelulares (V) e meio condicionado
(MC) oriundos de células tronco mesenquimais de tecido adiposo bovino em um
cultivo in vitro de explantes endometriais bovinos desafiados com
lipopolissacarideo (LPS) 3 pug/ml. Para isso foram utilizados endométrios bovinos
provenientes de abatedouro (n=7) e submetidos a cultivo e desafio com LPS. Os
grupos experimentais foram CN (controle negativo, sem desafio com LPS), CP
(controle positivo, apenas desafio com LPS), V (vesiculas extracelulares, desafio e
adicao de vesiculas) e MC (meio condicionado, desafio e adicao de meio). Avaliou-
se secre¢do de PGF2a e IL-1f por Elisa, morfologia do tecido através de histologia,
expressao tecidual de Fas-L, TLR-4, PGDH e PGF2a por Imunoistoquimica. Nao
houve efeito de tratamento na secrecdo de PGF2a e IL-1B. Na histologia houve
mudangas morfoldgicas como hipertrofia, atrofia e hiperplasia celular, bem como
dilatacdo do lumen glandular, independente do tratamento. Houve diminuicdo
significativa na densidade das glandulas apos cultivo, embora o didametro glandular
ndo tenha variado de forma significativa. Com relacdo a marcacao de TLR-4, PGDH
e PGF2qa, houve maior expressao independente do grupo experimental. Ja no Fas-L,
houve marcac¢ado intermediaria para o CN, contudo sem diferenca estatistica. Estes
achados apontam para inflamag¢ao no modelo in vitro de cultivo que se sobrepos
aos efeitos do desafio com LPS. Contudo, ndo houve efeito imunomodulatério

significativo com o tratamento de V ou MC, indicando que o processo
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imunomodulador pode nado estar restrito ao tecido mas sim ao sistema imune
presente in vivo no animal.

TERMOS INDEXADORES: exossomos, microvesiculas, LPS, explante

1. Introducao

A endometrite é a condicdo na qual vacas falham em eliminar os
contaminantes bacterianos uterinos (Sheldon e Dobson 2004). Doen¢as uterinas
como a endometrite sdo altamente prevalentes em bovinos e levam a grandes
perdas econémicas (Bartlett et al. 1986, Leblanc et al. 2002, Gilbert et al., 2005).
Embora mais de 70% das vacas consiga eliminar as bactérias uterinas com
resposta imune inata, 17% a 37% desenvolvem endometrite clinica enquanto 14%
a 53% desenvolvem endometrite subclinica (Kim e Kang 2003; Gilbert et al. 2005;
Cheong et al. 2011, Madoz et al. 2014).

Sheldon et al. (2009) and Drillich et al. (2001) estimam que os custos com
doenca uterina em bovinos associada a infertilidade chegam a U$ 650 milhdes por
ano nos Estados Unidos. Além disso, os custos com tratamentos convencionais, a
frequéncia de sua administracao e o descarte do leite apds o tratamento tornam
esta abordagem antieconomica. Desta forma, terapias alternativas que estimulem a
defesa natural do uUtero tém sido sugeridas como tratamento na endometrite
bovina (Hussain e Daniel 1991).

Uma alternativa emergente esta relacionada ao emprego de terapia
utilizando CTM e os subprodutos do seu cultivo, tais como as vesiculas
extracelulares (VEs) e fatores soltveis presentes no meio. Os principais efeitos das
células tronco sao desencadeados por mecanismos paracrinos, sendo o efeito
imunomodulador uma das principais resposta terapéutica (Caplan 2009, Den Haan
etal. 2012, VanKoppen et al. 2012).

As VEs desempenham importante papel em muitos processos biologicos
incluindo comunicagdo intercelular e imunomodulag¢do (Janowska-Wieczorek et al.
2005, Van Balkom et al. 2013, Xu e Tahara 2013) e possuem maior eficacia
terapéutica que as células tronco das quais se originaram. Esse efeito
possivelmente ocorre devido a demora na sua degradagao no sitio de lesdo (Collino

et al. 2010, Martinez e Andriantsitohaina 2011, Shai e Varon 2011).
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Os fatores soldveis presentes no meio condicionado (MC) de cultivo das
células tronco mesenquimais (CTM), como fatores de crescimento e horménios,
possuem papéis conhecidos na prevencao da apoptose ou regulacao das respostas
imune e inflamatdria (Lavoie et al. 2013).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos imunomoduladores de VEs e MC
pobre em vesiculas oriundos de células tronco mesenquimais de tecido adiposo
bovino em um cultivo in vitro de explantes de endométrio bovino desafiado com
LPS. Este trabalho parte da hipdtese que as vesiculas extracelulares e o meio
condicionado das células tronco mesenquimais sdo capazes de apresentar acdo

imunomoduladora em tecido endometrial, frente a inflamacao.

2. Material e métodos
Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais, da

Universidade Estadual Paulista, sob o protocolo 13/2016 -CEUA.

2.1. Obtencdo de meio condicionado e vesiculas extracelulares

Células tronco de tecido adiposo (CTM-TA) bovino (n=3), apés serem
isoladas e cultivadas, foram caracterizadas pela morfologia fibroblastéide e
aderéncia ao plastico, imunomarcacdo positiva para CD44, CD29 e Vimentina,
baixa marca¢do para MHCII e CD34, bem como sucesso na diferenciacao celular
nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica (Queiroz et al., 2016a).
Apébs as células serem criopreservadas por 6 meses para simular um biobanco
celular, elas foram descongeladas e expandidas. Apds confluéncia, o meio de
cultivo foi substituido por meio sem SFB para causar estresse nas células e porque
o proprio SFB poderia conter VEs e representar um viés. As vesiculas secretadas
em cultivo e o meio condicionado pobre em vesiculas foram entao obtidos através
de centrifugacio a 20000g, filtragdo em filtro de 0,22 pm e duas
ultracentrifugacoes a 100000g, e armazenados a -80°C (Queiroz et al., 2016b).

Para o teste funcional, apés descongelamento, foi obtido um pool das VEs e

dos MC secretados (n=3) para posterior utilizacao.

2.2. Delineamento experimental
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Os uteros (n=7) que apresentavam endométrio macroscopicamente de
aspecto homogéneo e livre de inflamagao, em fase luteinica I a IV (Ireland et al.
1980), foram obtidos de abatedouro logo apds abate e foram mantidos em HBSS
(Thermo Fisher Scientific®, USA) e transportando sob refrigeracdo (5°C), durante
uma hora, até o Laboratdrio de Reproduc¢do Avangada e Terapia Celular (Langa).

Um dos cornos uterinos, selecionado ao acaso sequencialmente lavado em
alcool 70% (Chapwanya et al. 2013) e HBSS com penicilina (100 UI/mL),
streptomicina (100 pg/mL), anfotericina B (3 ug/mL) (Thermo Fisher Scientific®,
USA) e amicacina (22pg/mL) (Teuto®, BRA). Subsequentemente, o tecido
endometrial foi separado do miométrio por avulsdo e fragmentos de 1 mm3 foram
manualmente obtidos. Os fragmentos foram pesados e amostras contendo 50 mg
de tecido endometrial foram transferidas para placas de 6 pogos. Cada pogo foi
previamente preenchido com 2,5 ml de meio base [DMEM alta glicose contendo
10% de soro fetal bovino, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de streptomicina, 2,5
ug de anfotericina, 10 pl/ml de ITS (insulina, transferrina e selénio)]. Ap6s 24
horas de cultivo em estufa a 37°C a 5% de COz, em atmosfera iimida, o meio base
foi trocado por meio contendo os seguintes tratamentos:

e Controle negativo (CN): meio base;
e Controle positivo (CP): meio base + 3 pg /mL de LPS (E. coli serotype
0111: B4, Sigma);
e Vesicula (V): meio base + vesiculas extracelulares (750 pg de
proteinas) + 3 ug /mL de LPS;
e Meio condicionado (MC): 2,5 ml de meio condicionado (700ug de
proteina) + 3 pg /mL de LPS.
A seguir as placas retornaram ao cultivo onde permaneceram por mais 48
horas, quando foram obtidas amostras do sobrenadante, que foram armazenadas
em freezer a -20°C, e dos explantes, que permaneceram fixados em formol

tamponado 10%.

2.3. Dosagens
As amostras do sobrenadante foram empregadas para a dosagem da

concentracdo de PGF2a e Interleucina-1f (IL1f) por ELISA (Enzyme Linked
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ImmunonoSorbent Assay), empregando-se, respectivamente, os Kits comerciais
PGF2a (Cayman®, Ann Arbor, USA) e IL1-f3 (Genorise®, Devon-Berwyn, USA).

Para o ensaio de PGF2a foi realizada as amostras foram diluidas (1:1000).
Além das amostras, a concentracdo PGF2a foi determinada também no meio base e
no meio MC. Esses valores foram subtraidos da concentracdo obtida nas amostras,
de acordo com cada tratamento, para a determina¢do da concentra¢do de real de
PGF2a.

A concentragdo de IL-1p também foi dosada nas amostras e no meio base e
MC, e a concentracdo real da interleucina foi do mesmo modo ja descrito para a
PGF2a.

Os ensaios foram realizados segundo as recomendacdes do fabricantes e os
limites de deteccdo para PGF2a e IL-1f foram, respectivamente, de 3,9-500 e 1-

5000 pg/ml.

2.4. Histopatologia

Para a avaliagdo histopatoldgica, os explantes foram emblocados em
parafina e cortes de 5 pm de espessura foram acondicionados em laminas de vidro
(STARFROST, Knittel) e corado por Hematoxilina e Eosina (H&E) (Chapwanya et al.
2010; Moraes etal., 2016).

A leitura das laminas foi realizada por dois avaliadores, do forma cega, sob
microscopia de luz em aumento de 400x, de acordo com o preconizado por Bonnet
etal. (1991) e Chapwanya et al. (2012).

De acordo com o preconizado por Thompson et al. (2011) foi empregada
uma gradicula de 1cm? e quantificadas, em 5 campos microscopicos (400x), o
numero de glandulas endometriais. Adicionalmente foram determinados os
diametros de 10 glandulas por lamina e avaliada a morfologia do tecido com

especial destaque as caracteristicas do epitélio glandular.

2.5. Imunoistoquimica

Os explantes foram submetidos a imunoistoquimica usando os métodos de
peroxidase e DAB. As laminas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em
etanol graduado. Para recuperacdo antigénica, as laminas foram incubadas em

tampao de citrato (pH 6.0) por 30 minutos em panela de pressdo (PascalVR; Dako,
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Carpinteria, USA). As laminas foram tratadas com peréxido de hidrogénio a 8% em
metanol, por 10 minutos, para inibi¢cao da atividade da peroxidase endégena.

Os anticorpos primarios contra PGDH (sc-98907; rabbit polyclonal IgG, Santa
Cruz Biotecnology - Inc; Dallas, USA), Fas-L (sc-956; rabbit polyclonal IgG; Santa
Cruz Biotecnology - Inc; Dallas USA) e PGF2a-R (cs-67029 rabbit polyclonal IgG)
foram utilizados na diluicdo 1:200 e contra o TLR-4 (sc-10741; rabbit polyclonal
IgG, Santa Cruz Biotecnology - Inc; Dallas, USA) na diluicao 1:50 a 4°C overnight.

Entdo, um polimero, sistema baseado na perosidase, foi aplicado (code:
K4061, EnVision, Dako, Carpinteria, CA) e 3,3"-diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(code: K3468, DAB, Dako, Carpinteria, CA) foi utilizado como cromégeno para
revelacdo por 5 minutos, contra coradas com hematoxilina de Harris (code: 2072,
Dinamica, Diadema, Brazil) e reidratadas em 4lcool para posterior montagem
(Fonseca-Ales, 2013 modificado).

A leitura das laminas foi realizada por dois avaliadores, do forma cega, sob
microscopia de luz em aumento de 400x. Foram avaliados estroma e epitélio
glandular separadamente. A avaliacdo utilizou um sistema de escore semi-
quantitativo para codificar a distribuicao e intensidade da imunomarcagao
(Fonseca-Alves et al.,, 2017 modificado). Para distribuicdo, escore 1 representa
<25% de células coradas; escore 2: >25% e <50%; escore 3: >50 e <75%; e escore
4: >75%. Para intensidade, escore 0 representa célula nao marcada, 1 representa
célula fracamente marcada, 2: moderadamente marcada e 3: fortemente marcada.
Os escores determinados em cada uma das avaliagdes foram multiplicados e o
resultado do produto obtido foi denominado de indice de imunomarcagdo e
empregado para expressar os resultados.

As laminas foram fotografadas usando microscépio 6ptico Leica DM50®

equipado com uma camera 186 Leica® DC300F, sob aumento de 400X.

3. Analises estatisticas

Os efeitos dos tratamentos na secrecdo de PGF2a e IL-1B, quantidade e
diametro das glandulas endometriais foram analisados com analise de variancia
(ANOVA) unidirecional ndo paramétrica, seguida pelo teste de Tukey, para

determinar os efeitos dos tratamentos na secrecao de PGF2a e IL-1f3, quantidade e
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diametro das glandulas endometriais, ou seguida pelo teste de Mann Whitney, para
os resultados da imunomarcac¢do. Foram considerados como diferenca estatistica
valores de P < 0,05. Utilizou-se o programa SAS 9.3 (SAS Institute 2011) e

GraphPad 5 (San Diego, USA) para analises e confecg¢ao dos graficos.

4. Resultados

Apesar dos elevados valores de PGF2a presentes nas amostras do meio de
cultivo 48 horas apds o desafio com LPS, ndo foi observado efeito de tratamento,
ou seja, os grupos CN, CP, V e MC nao diferiam entre si (P=0,73). Do mesmo modo,

nao foi verificado efeito de tratamento para as concentragoes de IL-1p (P=00,79,

Figura 1).
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Figura 1. Boxplot da concentracao de PGF2a e IL-1f (pg/mL) no explante de
endométrio bovino. CN: controle negativo, CP: controle positivo, V: tratamento

com vesiculas extracelulares, MC: tratamento com meio condicionado (n=7, P=0,73

e P=0,079, respectivamente)

Na avaliagdo da histopatologcia dos tecidos endometriais, as glandulas antes
do cultivo apresentaram epitélio colunar simples. Apds o cultivo em todos os
tratamentos, surgiram alteracdes morfolégicas como atrofia, hipertrofia,
hiperplasia do epitélio das glandulas e dilatacao glandular, que apareceram de

modo indistinto em todos os tratamentos (Figura 2, Tabela 1).
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Além disso, observou-se diminuigdo significativa no namero de glandulas em
todos os tratamentos (P=0,009) as 48 horas pés desafio com LPS. Nao houve efeito

de tratamento no didmetro das glandulas endometriais (P=0,45) (Figura 3).

A imunomarcacgao tecidual em estroma e glandula para os anticorpos Fas-L
(P=0,0059 e P=0,0093), TLR-4 (P=0,0047 e P=0,008), PGDH (P=0,0240 e
P=0,0262) e PGF2a-R (P=0,0159 e P=0,0241) estdo expressos nas Figuras 4-7.
Apesar de ter havido notavel diferenca entre o Antes e os demais tratamentos, em
nenhum dos anticorpos a imunomarcacdo foi diferente entre CN e CP. Na
imunomarcac¢do do Fas-L, o CN apresentou valores intermediarios mas nao diferiu
entre os outros tratamento. Também ndo houve diferen¢a na imunomargdo entre

os tratamentos CP, V e MC para nenhum dos anticorpos testados.
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Figura 2. Histologia das glandulas endometriais. A - antes, B, C, D - 48 horas apos
desafio com LPS. Independente do tratamento observou-se dilatacdo da glandula e
atrofia do epitélio glandular (B), hipertrofia do epitélio das glandulas (C) e

hiperplasia do epitélio das glandulas (D). Aumento 400x, hematoxilina eosina.

Tabela 1. Frequéncia das alteracdao histologica observadas nos explantes
endometriais bovinos apés desafio com LPS. CN: controle negativo, CP: controle

positivo, V: tratamento com vesiculas extracelulares, MC: tratamento com meio
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condicionado. EG CS - epitélio glandular colunar simples; EG HT - epitélio
glandular hipertroéfico; EG AT - epitélio glandular atréfico; EG HP - epitélio

glandular hiperplasico; Dilatagdo - dilatacdo do didametro do limen glandular.

EGCS EG HT EGAT EG HP Dilatacdo
Antes 7 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
CN 0 0% 4 36% 2 18% 1 9% 4 36%
cp 0 0% 1 9% 4 36% 1 9% 5 45%
vV 0 0% 3 21% 5 36% 1 7% 5 36%
MC 0 0% 1 8% 5 38% 2 15% 5 38%
Quantidade de glandulas Diametro das glandulas
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Figura 3. Quantidade média de glandulas endometriais bovinas observadas em 5
campos microscopicos sob aumento de 400x e diametro médio das glandulas
endometriais. Antes - amostra nao cultivada, CN: cultivo sem desafio de LPS, CP:
desafio com LSP sem tratamento, V: desafio com LPS e tratamento com vesiculas,
MC: desafio com LPS e tratamento com meio condicionado. (Teste Anova, n=7, P=

0,009 e P=0,485, respectivamente).



Carla M. Queiroz et al.

76

Fas-L Estroma Fas-L Glandula

15+

15+ b b a ab b b b

a ab b
AAA YY) [ ] | % vYyv 5660
4 AR
% Yvy L 4
]
]

-
o
1

Produto
¢ 2
HH 2=
>
4
<
I | I <
Lo HH
Produto
i

*
% L] ] A vy
0-—eo0——n T T T 0-—oo0——=n T T T
& & & A & & & N ©
Ao \s

Figura 4. Indice de imunomarcagio para Fas-L nas glandulas e estroma
endometriais bovinos 48 horas apds desafio com LPS. Antes: amostra nao
cultivada, CN: controle negativo (sem desafio), CP: controle negativo (desafio com
LPS apenas), V: desafio com LPS e tratamento com vesiculas, MC: desafio com LPS e

tratamento com meio condicionado (n=7, p=0,0059 e p=0,0093, respectivamente)
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Figura 5. Indice de imunomarcacio para TLR-4 nas glandulas e estroma
endometriais bovinos 48 horas apo6s desafio com LPS. Antes: amostra nao
cultivada, CN: controle negativo (sem desafio), CP: controle negativo (desafio com
LPS apenas), V: desafio com LPS e tratamento com vesiculas, MC: desafio com LPS e

tratamento com meio condicionado (n=7, P=0,0047 e P=0,008, respectivamente).
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Figura 6. Indice de imunomarcagio para PGDH nas glandulas e estroma
endometriais bovinos 48 horas apds desafio com LPS. Antes: amostra nao
cultivada, CN: controle negativo (sem desafio), CP: controle negativo (desafio com
LPS apenas), V: desafio com LPS e tratamento com vesiculas, MC: desafio com LPS e
tratamento com meio condicionado (n=7, P=0,0240 e P=0,0262).
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Figura 7. Indice de imunomarcagio para PGF2a-R nas glandulas e estroma
endometriais bovinos 48 horas apo6s desafio com LPS. Antes: amostra nao
cultivada, CN: controle negativo (sem desafio), CP: controle negativo (desafio com
LPS apenas), V: desafio com LPS e tratamento com vesiculas, MC: desafio com LPS e

tratamento com meio condicionado (n=7, P=0,0159 e P=0,0241, respectivamente).

5. Discussao
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Até o nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que utiliza vesiculas
extracelulares e meio condicionado provenientes de Células Tronco Mesenquimais
de tecido adiposo bovino com o objetivo de imunomodular resposta inflamatéria

do tecido endometrial bovino.

O trato reprodutivo inicialmente responde a infeccdo através do sistema
imune inato e mecanismos de defesa da mucosa (Sheldon et al., 2006; Gilbert et al.,
2005). As células endometriais respondem ao LPS a partir do seu reconhecimento
pelo Toll-like receptor 4 (TLR-4) (Davies et al. 2008; Heralth et al. 2009) que,
quando ativado, induz a produc¢do de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e
prostaglandinas pelas células (Akira et al.,, 2004; Li et al., 2002). No endométrio
bovino, as células epiteliais e estromais secretam prioritariamente PGF2a e PGEz,

nesta ordem (Asselin et al. 1996).

Contudo, nenhum dos resultados referentes as dosagens de PGF2a e IL-1,
histopatologia e imunomarca¢do evidenciou efeito de tratamento no presente
estudo. Isto sinaliza que o cultivo foi provavelmente o principal fator de inducdo de
inflamacao endometrial, sendo que o desafio com LPS nao foi capaz de amplificar
essa resposta. Além disso os grupos de V e MC ndo diferiram do grupo CP,
indicando auséncia de imunomodulacdo no presente modelo, no momento

proposto.

A escolha do sistema de cultivo de explantes baseou-se em estudos
preliminares que envolveram diversos métodos (Queiroz et al. 2016c). O principal
critério da escolha foi a menor taxa de alteragdes morfolégicas e o menor indice de
morte celular. Contudo, a despeito desse cuidado, é possivel que o ambiente de
cultivo tenha sido ainda um fator agressor e tenha desencadeado os efeitos

observados no presente estudo.

A maioria dos modelos de explantes usa corte mecanico do tecido e, embora o
corte facilite a nutricdo tissular e perfusao de nutrientes e oxigénio, ha relatos de
que o corte lesa a arquitetura tecidual e estimula uma resposta inflamatéria estéril
via sistema imune inato (Matzinger 1994, Krysko et al. 2011). No presente estudo,

cortes de 1 mm3 foram obtidos, o que pode ter desencadeado um quadro de
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inflamacao estéril e, consequentemente, os efeitos inflamatérios observados, que

por si foram suficientes para sobrepor os efeito do desafio por LPS.

A dose de LPS usada nos modelos de desafio endometrial in vitro varia
bastante: 0,03 pg/ml (Heralth et al. 2006; Nash et al., 2008), 1 pg/ml (Heralth et al.
2006), 3 ug/ml (Nash et al. 2008), 8 ng/ml, 16 ng/ml (Piras et al. 2017), 100 ng/ml
(Swangchan-Uthai et al. 2012). A dose 3 pg/ml empregada neste estudo foi
escolhida baseada nos resultados de Nash et al. (2008) que a empregaram e

obtiveram importante resposta inflamatoria.

Apesar da capacidade do LPS em de estimular a expressdao de TLR-4 (Fu et al.
2013), no presente estudo, considerando-se o escore de imunomarcagao para este

antigeno, nao foi possivel evidenciar esse efeito.

Swangchan-Uthai et al. (2016), ao avaliarem a resposta endometrial ao desafio
com LPS (100 ng/ml), constataram que o RNAm para a IL-1b teve seu pico de
expressao 6 h apds desafio, sendo que as 48 h as concentragdes ja se apresentavam
semelhantes as do grupo controle. A taxa de secrecio de PGF2a apresentou
comportamento semelhante, tendo sido documentado o pico 6 h apés de desafio e
queda significante apés 24 horas. Contudo, Nash et al. (2008) verificaram aumento
persistente na secrecao de PGF2a pelas células endometriais de égua até 72 h apds
o desafio com LPS in vitro. Neste estudo, foi realizada uma dosagem unica 48 h
ap6s o desafio com LPS. Contudo, nao é possivel afirmar que 6 horas ap6s o desafio

elas nao ocorreram.

Cronin et al. (2002) encontraram aumento na expressao de RNAm de IL-1 em
células endometriais de bovino apés desafio com LPS. Contudo, ndo observaram
elevacdo nas concentracdes desta interleucina no meio de cultivo 6 ou 24 horas
ap6s o desafio. Esse tipo de achado pode estar realacionado ao fato da IL-1b ser
expressa em uma pro-forma inativa, sendo sua ativacdo dependente da ativacao

pela caspase 1 (Schroder e Tschopp 2010)

De acordo com a fase luteal, hd variacdo de secre¢do de PGF2a devido a
mudanca na disponibilidade do nimero de receptores endometriais de ocitocina,
que quando estimulados estimulam a producao de PGF2a (Senger et al. 2003).

Neste estudo, foram selecionados uteros de fase luteal indistinta (I a IV) (Ireland et
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al. 1980), portanto diferencas na capacidade potencial de producao de PGF2«a in

vitro pelos explantes selecionados pode ter representado um viés.

No presente estudo houve aumento da expressdo endometrial de PGDH,
enzima responsavel pela degradacdo da PGF2a, independente do tratamento
empregado. Em cultivo de células trofoblasticas de placenta humana, o desafio
bacteriano estimula a expressdao de PGDH, o que pode ser um mecanismo para
evitar partos prematuros (Yeganegi et al. 2009). E possivel as células endometrias
bovinas, de acordo como o momento do ciclo estral possam apresentar esse tipo de

resposta de modo a ndo responderem sempre com elevada produc¢do de PGF2a.

No presente estudo, o aumento de expressao da PGF2a-R associada ao cultivo
dos explantes ndo estava relacionado a efeito de tratamento. Em células
endometriais humanas cultivadas in vitro, a expressio desses receptores ¢é
estimulada pela presenca da IL-18 (10ng/nl por 24h) (Zaragoza et al. 2005). Esse
achado é compativel, portanto, como a auséncia de efeito observada para as

concentragoes de IL-1(.

Uma das vias de desencadeamento da apoptose muito bem caracterizada
envolve a transducdo de sinal do Fas (Song et al. 2000), que ap0s ligar-se com seu
ligante (Fas-L) induz apoptose através de vias de sinalizacdo autdcrinas e
paracrinas no tecido (Nagata 1994). Selam et al. (2002) constataram que a
elevacao da concentracdo de Fas-L é dependente de IL-8 nas células endometriais
humanas cultivada in vitro (Selam et a., 2002). No presente estudo, o grupo CN
apresentou valores intermedidrios de marcagao para Fas-L, mas nao o suficiente
para caracterizar efeito de tratamento. Além disso, os grupos V e MC nao
mostraram diminuicdo de marcacdo de FAS-L com consequente prevencdo de

apoptose.

Com relacdo a concentragdo glandular do tecido endometrial, vacas que
receberam prostaglandina sintética 26 dias apds o parto tiveram maior densidade
glandular e menores indices de inflamagado uterina 40 dia pds-parto (Bonnet et al.,
1990). No presente estudo houve reducdo da densidade glandular, talvez pela
intensa inflamacgdo presente, in vitro, ja que nao houve diferen¢a no diametro das

mesmas.
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As adaptagdes celulares acontecem quando o estresse patolégico ou fisiologico
induz um novo estado capaz de alterar a célula, porém preservando sua
viabilidade. Estas altera¢des incluem hipertrofia (aumento do tamanho de cada
célula), hiperplasia (aumento do nimero de células) e atrofia (redu¢do do tamanho
da célula) (Kumar et al, 2012). De acordo com Walter et al. (2001), a dilatacdo
glandular é um achado especifico da histologia uterina em éguas com endometrite.
De fato, nos explantes em cultivo houve aparecimento de epitélio glandular
hiperplasico, hipertroéfico e atrofico, bem como edema glandular, indicando lesdes
reversiveis frente a estresse e inflamagdo, porém todos os tratamentos

apresentaram alteragoes.

Mesmo frente a inflamacao do desafio com LPS somada a do cultivo, os
tratamentos com vesiculas extracelulares e meio condicionado de células tronco
endometriais ndo apresentaram efeito. Isto pode ter acontecido devido a soma de
fatores inflamatdrios, ou porque este estudo analisou apenas o efeito das vesiculas
e meio condicionado sobre a resposta celular do endométrio cultivado. In vivo, na

presenca de células do sistema imune, esta resposta pode ser distinta.

2. Conclusao

De acordo com os achados do presente estudo, o modelo de cultivo in vitro de
explantes do endométrio causou inflamacdo, que se sobrepos ao efeito do desafio
com LPS. Além disso, os tratamento com vesiculas extracelulares e meio

condicionado ndo modularam a resposta a nivel celular no endométrio.
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6. Consideracdes Finais

De acordo com o0s objetivos propostos e com base nos presentes
resultados obtidos nas condi¢cdes experimentais utilizadas, podemos considerar

que:

- Houve sucesso no isolamento, cultivo e caracterizagdo das células

tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA) de bovinos;

- As CTM-TA apresentaram boa Vviabilidade antes e apos
criopreservacdo, demonstrando ser uma boa opcao para criagdo de banco

celular;

- As CTM-TA secretaram vesiculas extracelulares que foram isoladas
por ultracentrifugacdes e caracterizadas por Western Blot e Microscopia

Eletronica;

- Nao foi possivel desenvolver um modelo in vitro de inflamagéo

endometrial com desafio por LPS em explantes;

- No presente modelo, os tratamento com VES ou meio condicionado
(MC) néo evidenciaram em efeito imunomodulatorio significativo com base nas
analises de morfologia celular, na secrecdo de PGF2a e IL-1[, e expressao de
TLR-4, FAS-L, PGF2a-R, PGDH.



