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RESUMO

Neves, B. R. O. Influéncia da Delfinidina como potencial modulador da capacidade
imunorregulatoria das Células-Tronco Mesenquimais. 2021. 62f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2021.

As Células-Tronco Mesenquimais (CTMs), sdo células multipotentes, presentes em diversos
tecidos, sendo bastante estudada devido sua capacidade imunorregulatéria por meio da
liberacdo de fatores solUveis. Fatores estes que atuam sobre as funcdes de células do sistema
imunitario. Simultaneamente, estudos indicam que os compostos flavonoides, em destaque a
Delfinidina, presente em alguns frutos e flores, possuem atuagdo anti-inflamatdria e inibitéria
sobre células do sistema imunitario. Todavia, sdo escassos 0s estudos em relacdo entre a
capacidade imunorregulatoria da CTM e a influéncia da Delfinidina, sendo este o objetivo deste
estudo. Inicialmente, a Delfinidina 3-O-B-D-glicosideo foi escolhido, devido a sua maior
estabilidade e a dose de 50 uM foi selecionada ap6s andlise por citometria de fluxo que mostrou
aumento da fase proliferativa do ciclo celular. Posteriormente ao realizar analise da producéo
de fatores soltveis pelas CTM, os resultados mostraram aumento da producéo de IL-10, TGF-
B e Oxido nitrico pelas CTM tratadas com Delfinidina. Bem como, diminui¢éo da expressdo de
p-NF-kB/NF-kB pelas CTMs tratadas com Delfinidina, quando avaliadas por Wersten Blot.
Adicionalmente, para analisar a Delfinidina sobre os efeitos imunorregulatérios da CTM sob
macrofagos (RAW 264.7), célula esta, importante no sistema imune inato. Foram realizadas
culturas condicionadas, com posterior analise da producdo de fatores soltveis, os resultados
mostraram aumento da producéo de IL-10, e diminuicdo da producdo de TNF-a, IL-1a e IL-12
pelos macrofagos, nas culturas condicionadas. Assim como, diminuicdo da expressdo do fator
p-NF-kB/NF-«B pelos macrofagos nas culturas condicionadas, quando avaliadas por Wersten
Blot. Ademais, ao analisar a atividade metabolica dos macrofagos por ensaio de MTT, os
resultados mostraram que as culturas condicionadas e a Delfinidina per si foi capaz de diminuir
a atividade metabolica, sem alterar os efeitos anti-inflamatérios sobre a célula. Em sintese, a
Delfinidina mostrou acentuar a atuacdo imunorregulatéria da CTM sobre a linhagem

macrofagica, célula esta, de grande importancia para o sistema imune inato.

Palavras-chave: Celula-Tronco Mesenquimal; Delfinidina; Imunorregulacéo.



ABSTRACT
Neves, B. R. O. Influence of Delphinidin as a potential modulator of the immunoregulatory

capacity of Mesenchymal Stem Cells. 2021. 62f. Dissertation (Master's degree). Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, 2021.

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are multipotent cells present in various tissues, being widely
studied due to their immunoregulatory capacity through the release of soluble factors. These
factors act on the functions of cells of the immune system. Simultaneously, studies indicate that
flavonoid compounds, especially Delphinidin, present in some fruits and flowers, have anti-
inflammatory and inhibitory effects on immune system cells. However, there are few studies
on the relationship between the immunoregulatory capacity of MSC and the influence of
Delphinidin, which is the objective of this study. Initially, Delphinidin 3-O-p-D-glycoside was
chosen due to its greater stability and the 50 uM dose was selected after analysis by flow
cytometry which showed an increase in the proliferative phase of the cell cycle. Subsequently,
when analyzing the production of soluble factors by MSCs, the results showed an increase in
the production of IL-10, TGF-p and nitric oxide by MSCs treated with Delphinidin. As well as
decreased expression of p-NF-kB/NF-kB by MSCs treated with Delphinidin, when evaluated
by Wersten Blot. Additionally, to analyze Delphinidin on the immunoregulatory effects of MSC
on macrophages (RAW 264.7), this cell is important in the innate immune system. Conditioned
cultures were performed, with subsequent analysis of the production of soluble factors, the
results showed an increase in the production of IL-10, and a decrease in the production of TNF-
a, IL-la and IL-12 by macrophages, in the conditioned cultures. As well as decreased
expression of p-NF-kB/NF-kB factor by macrophages in conditioned cultures, when evaluated
by Wersten Blot. Furthermore, when analyzing the metabolic activity of macrophages by MTT
assay, the results showed that conditioned cultures and Delphinidin itself was able to decrease
the metabolic activity, without altering the anti-inflammatory effects on the cell. In summary,
Delphinidin has shown to enhance the immunoregulatory action of MSC on the macrophage
lineage, a cell that is of great importance for the innate immune system.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell; Delphinidin; Immunoregulation.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As Células-Tronco mesenquimais (CTMs) tem instigado cada vez mais interesse em
funcdo de sua capacidade terapéutica, que englobam: regulacdo da inflamacdo, reparo e
homeostasia tecidual (WANG, et al., 2014). Ainda no inicio do século, Nauta e colaboradores,
jarelatava que as CTMs, apresentam capacidade de modular a atividade de células imunes, bem
como a liberacdo de fatores solUveis, como quimiocinas, citocinas, e fatores de crescimento.
(NAUTA, et al., 2006)

E com o avanco das pesquisas, atualmente se relata em diversos estudos, seus possiveis
usos terapéuticos na imunoterapia com o intuito de restabelecer o equilibrio da resposta
imunologica, em doengas como, osteoartrite, esclerose maltipla, doenga inflamatdria intestinal
e tratamento da doenca do enxerto contra o hospedeiro, devido sua atuagdo imunorregulatoria,
e sua plasticidade em se diferenciar em tipos celulares mesodérmicos, tais como ostedcitos,
adipdcitos e condrdcitos. (HYUN, et al 2019; JIANG e XU, et al. 2020; KURODA, et al., 2010;
MENNAN, et al. 2019; RODRIGUEZ, et al. 2019; WANG, et al., 2012)

Semelhantemente, compostos alimentares bioativos, possuem a capacidade de provocar
efeitos nas atividades bioldgicas, por meio de interacdo dieta-gene, que atua sobre mecanismos
complexos a niveis celulares e moleculares, incluindo os niveis epigenéticos, como metilacédo
de DNA, modifica¢bes de histonas e expressdo de microRNAS, entretanto 0s mecanismos
exatos ainda estdo por melhor elucidados. E desses compostos bioativos, temos na classe dos
Flavondides, especificamente no grupo das Antocianinas, A Delfinidina, que alguns estudos
mostram que este composto pode inibir a proliferacdo de células cancerigenas, estimular a
condrogénese, inibicdo da adipogénese e osteoclastogénese. Porém, ainda sdo escassos estudos
acerca da atuacdo moduladora sobre células que atuam sobre o sistema imunolégico, como as
CTM. (HYUN, et al 2019; MORIWAKI, et al., 2014; SAULITE, et al., 2019; SILVA, et al.
2019; SUZUKI, et al., 2011)

Levando em consideracdo a capacidade imunorregulatoria das CTM e seus possiveis
usos terapéuticos. E a Delfinidina, sendo um composto com possiveis atuacdes inibitorias sobre
0 sistema imunitario, ainda pouco estudada. Propde-se nesse trabalho avaliar a influéncia da

Delfinidina, sobre aspectos da capacidade imunorregulatéria de CTMs.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

O primeiro indicio de que a Medula Ossea (MO) continham células precursoras n&o-
hemopoéticas, veio por meio de pesquisas realizadas por Friedenstein (FRIEDENSTEIN, et al.,
1976). Este sendo considerado o precursor no isolamento, a partir da MO, de células com
propriedades: fibroblastoides, clonogénicas, e alta habilidade para replicagdo in vitro e
potencial de diferenciacdo (AFANASYEV, et al., 2009; DABROWSKA, et al., 2021).

Na MO, a CTM é um importante integrante do microambiente hematopoético. As
CTMs, também conhecidas como células estromais mesenquimais multipotentes, sdo um grupo
de células clonogénicas presentes ao longo da MO que originam o estroma de suporte para a
hematopoese (KASSEM e ABDALLAH, 2008; HOCKING e GIBRAN, 2010; GARCIA-
GARCIA, et al., 2015).

Era década de 70, quando dados efetivos da existéncia de células ndo-hematopoéticas
na MO foram encontrados (FRIEDENSTEIN, et al., 1976). Enquanto estudos posteriores
revelaram que as CTMs exibiam capacidade de se diferenciar em tipos celulares mesodérmicos,
como de adipdcitos, osteoblastos, condrécitos (DABROWSKA, et al., 2021; JUNG et al., 2009;
KURODA, et al., 2010; SANTOS, et al., 2020; WATABE e MIYAZONO, 2009). Além disso,
estudo do OLIVEIRA, 2010, mostra que as CTMs sdo capazes de influenciar a atuacéo de
outras células pela interatividade célula-célula ou por meio da secrecdo de diversos fatores
bioativos, como os fatores de crescimento e citocinas (OLIVEIRA, 2010). Bem como, foram
comprovados que com os estimulos certos, as CTM tém potencial de se transdiferenciar,
adotando perfis de expressdo e fendtipos funcionais de células endodérmicas,
neuroectodérmicas e mesodérmicas viscerais (EGEA, et al., 2011).

Devido a estes achados, para o International Society of Cellular Therapy (ISCT)
estabeleceu trés critérios fundamental para considerar uma populacdo celular como CTM,
devem apresentar: aptidao de aderéncia seletiva ao plastico; Cluster de diferenciagao (CD) em
sua superficie positivos como, presenca de CD73 e CD90 e marcadores negativos de CD45 e
CD19 e por ultimo a habilidade de diferenciagdo em Adipocitos, Condroblastos e Osteoblastos
(DABROWSKA, et al., 2021; DOMINICI, et al., 2006; HOOGDUIJN, 2015; LE BLANC, et
al., 2012).
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Sendo assim, as CTMs tém aumentado sua importancia no meio cientifico, devido sua

poténcia terapéutica. Segundo estudos do Lee e Yu 2020, as CTMs desempenham um

papel fundamental na modulacdo do sistema imunologico no organismo, atuando
sobre a producéo de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, entretanto, seu papel no
eixo imunitério precisa ser melhor elucidado (LEE e YU, 2020). Outros estudos mostram que
as CTMs evidenciam propriedades sobre 0 microambiente hematopoiético, como ativacéo de
Células Tronco Hematopoiéticas quiescentes, bem como, inducdo da sobrevivéncia,
proliferacdo, inibicdo, apoptose e diferenciacdo de células da linhagem hematopoiética, como
Monacitos, Células Dendriticas (DC), Linfécitos B e T, Natural Killer (NK) (BATSALLI, et al.,
2020; BUTLER, et al., 2018; DABROWSKA, et al., 2021; DE LUCA, et al., 2016; GAO, et
al., 2016; TIMARI, et al., 2017).

2.2 CELULA-TRONCO MESENQUIMAIS: ASPECTOS FUNCIONAIS E
IMUNORREGULATORIOS

As CTMs tém a capacidade de originar diferentes tipos celulares, dentre os quais,
destaque-se a diferenciacdo em Adipdcitos ou Osteoblastos, que podem auxiliar na regulacédo
do nicho hemopoético, além da mesma interferir nas funcGes das células existentes no
microambiente através da liberacdo de fatores sollveis (BIANCO, et al.,, 2010;
DABROWSKA, et al., 2021; SANTOS, et al., 2020). E devido a essa intervencao que diversos
estudos tém considerado as CTMs como uma potente ferramenta terapéutica celular, ja que
estas células sdo capazes de articular as funcbes de células do sistema imunitario, incluindo
células B e T, NK, DC, Macrofagos, Mondcitos e Neutrofilos, bem como a sintese de
angiopoietinas, citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas (BAIGUERA, et al., 2012; DA
SILVA BUTLER, et al., 2018; DE LUCA, et al., 2016; DUFFY, et al., 2011; MEIRELLES, et
al., 2008; SHI, et al., 2010; TIMARI, et al., 2017).

E com a plasticidade imunoldgica das CTM, ja existem estudos com modelos animais,
mostrando sua possivel utilidade para o tratamento de algumas doencgas, como por exemplo,
doencgas autoimunes e sepse. (ABDAL, et al., 2019, GEBLER, et al., 2012; L1, et al., 2019,
LEE e SONG, 2018). Essa plasticidade imunoldgica refere-se ao estimulo inflamatério oriundo
do microambiente que se localizam, podendo adquirir um fendtipo pré-inflamatério ou
imunossupressor. Ativando um fendtipo pro-inflamatério quando estas, séo expostas a produtos

microbianos, como dos lipopolissacarideo (LPS) ou peptideoglicano (PGN), e ativando um



19

fendtipo imunossupressor, quando as CTM participam do licenciamento de imunossupressao
por meio da presenca do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) ou Interferon-gama (INF-y)
no ambiente em que se encontra (DABROWSKA, et al., 2021; DAZZI, et al.,, 2012;
HOOGDUIJN, 2015).

Essa imunossupresséo pode ocorrer de diversas formas, como o contato célula-célula
e da liberagcdo de fatores sollveis pelas CTM, os quais podem ser mediados por diversas
moléculas, como: indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), proteina monocitica quimiotatica 1
(MCP-1/CCL2), Fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B), prostaglandina E2
(PGE>), 6xido nitrico (NO), IL-27, antigeno leucocitario humano G (HLAG), molécula de
adeséo celular 1 (CAML1) e outros (DOS SANTQOS, 2017; GEBLER, et al., 2012; DUFFY, et
al., 2011; GAO, et al., 2016; LEE e SONG, 2018).

Enquanto a liberacdo de IL-6, M-CSF (fator de crescimento de coldnias
macrofagicas) e PGE2 pelas CTMs tem a capacidade de inibir a diferenciacdo e maturacao de
DC, que por consequéncia diminui a expresséo de moléculas co-estimulatdrias, e
posteriormente alterando o perfil de producéo de citocinas nestas células (CHEN, et al., 2008;
NAUTA, et al., 2006; PREVOSTO, et al., 2007). As CTMs podem também, impedir a
sobrevivéncia e proliferacdo das células NK, por meio de sintese de IDO, TGF-B, s-HLAG5 e
PGE2, bem como, por suas propriedades citotoxicas por meio do contato celula-célula
(DABROWSKA, et al., 2021; GAO, et al., 2016; HOOGDUIJN, 2015).

E como podemos observar, 0 NO e IL-6, possuem atuacdo anti-inflamatdria quando
secretado pela CTM num microambiente inflamat6rio. Enquanto o modulador imunolégico
NO, pode atuar sobre a inibicdo do ciclo celular em células T, regulacdo da hematopoiese
embrionaria, e em algumas pesquisas utilizando CTM e NO, relatam o potencial de aumentar a
eficacia terapéutica, inclusive como potente inibidor da apoptose, apesar de sua total atuagédo
ndo estar bem esclarecido (ALI, et al 2012; JALNAPURKAR, et al 2019; LI, et al 2019; YAO,
et al 2015). A IL-6, conhecida possui atuacdo anti-inflamatéria quando produzida pelas CTM,
pode atuar sobre a sobrevida celular de mondcitos através da inducdo de producdo de IL-10 e
diminuicdo da producdo de TNF-a, além da ativacdo do fator de transcricdo STAT3
(HOOGDULJN, 2015; KYURKCHIEV, et al., 2014; WEISS e DAHLKE, 2019).

Além de agir sobre a regulacdo das fungdes das células da imunidade inata, as CTMs

podem inclusive atuar sobre células da imunidade adaptativa, tendo maior atuacdo anti-
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inflamatoria, por meio da inibicdo da ativagdo de células T, havendo ou ndo aumento no
namero de células T regulatdrias (Treg) (GRIFFIN, et al., 2010). Segundo NAJAR et al.,
CTMs isoladas de diferentes tecidos, igualmente suprimem a proliferacdo das populacdes de
células T CD4+ e CD8+ (NAJAR, et al., 2010).

Jaem relacdo as células B, a atuacdo é resultante do contato célula-célula e de fatores
soltveis. Como a producdo de TGF-B pelas CTM e as interagdes entre o programa de morte
celular 1 (pD1) e seus ligantes, que impossibilitam a proliferacdo dos Linfécitos B in vitro,
além da CTM fornecer suporte a proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia das células B
secretoras de antigenos em humanos (AUGELLO, et al., 2005; CORCIONE, et al., 2006;
KRAMPERA, et al., 2006; RASMUSSON, et al., 2007; TRAGGIAL, et al., 2008). E as CTMs
mostram uma subpopulacao produtora de IL-17 que age de forma autdcrina ativando a via de
sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), inibindo por consequéncia, a producéo de TGF-
B por estas células e comprometendo, desta maneira, suas propriedades imunossupressoras
(KRSTIC, et al., 2012; YANG, et al., 2013).

Adicionalmente a mudanca de fen6tipo inflamatorio, se deve as duas principais vias, a do
NF-kB ¢ STAT. Enquanto o desenvolvimento do fendtipo pro-inflamatorio das CTM, se da
principalmente por meio de estimulo microbiano (LPS ou PGN), que ativa a via do fator de
transcricdo NF-kB, que leva a sintese de mediadores pro-inflamatérios como, IL-1, TNF-a, IL-
8, IL-1, GM-CSF, que séo capazes de controlar a infec¢do por meio da liberagéo de diversos
mediadores secundarios, da inducdo de ativacdo e quimiotaxia, proliferacdo, maturacdo,
sobrevivéncia, morte de células imunes, estimular a diferenciacdo em Macrofago perfil 1 (M1)
(fendtipo pro-inflamatérios) e atuam sobre 0 aumento da migracéo de neutréfilos para os sitios
de inflamagdo (DAVERI et al., 2018; LIMA et al., 2013; MURDOCK e NUNEZ, 2016;
SANTOS, et al., 2020; ULIVI et al., 2014)

O fendtipo anti-inflamatério das CTMs, ocorre por meio da ligag&o de citocinas aos seus
receptores dos tipos | e 1l, que ativa a transducgéo de sinais por tirosinocinases, denominadas
de Janus quinases (JAKSs), possibilitando sua fosforilagdo. Com a fosforilagido, acontece o
recrutamento das proteinas monomericas Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo
(STAT), que séo fosforiladas, e como consequéncia um monémero STAT consegue ligar-se a
uma STAT adjacente, formando um dimeros de STAT, que migram para o0 nucleo, iniciando
a transcricdo de genes relacionados a liberacdo de mediadores que irdo inibir a funcionalidade
e proliferacéo de células do sistema imunitario, como por exemplo: PGE2, NO, IDO, IL-10 e
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fator de crescimento de hepatécitos (HGF) (GLENN e WHARTENBY, 2014; HOOGDUIIN,
2015; VILLARINO et al., 2015).

Pode-se dizer, entdo, que o perfil imunorregulatorio da CTM depende do microambiente
em que se encontra e é de extrema relevancia na regulacdo do sistema imunitario como um

todo.
2.3 DELFINIDINA

A literatura relata uma gama compostos presentes nos alimentos que podem atuar nos
mais variados processos fisiologicos modulando o sistema imunol6gico. Dentre essas
substancias, destacam-se as Antocianinas, pertencentes a classe de compostos fendlicos
denominados coletivamente Flavonoides (SARI, et al., 2019).

As Antocianinas (do grego anthos, que significa flor, e kyanos que significa azul) sdo
pigmentos vegetais notaveis ao olho humano, que pertencem a ampla classe de compostos
fendlicos da familia dos Flavonoides. Estes sdo glicosideos de derivados poli-hidroxi e poli-
metoxi de sais de 2-fenilbenzopirilio ou flavilio. As diferengas distintas entre as Antocianinas
correspondem com o numero de grupos hidroxila, a natureza e nimero de agucares ligados a
molécula, a posicao desta ligacdo e sua natureza e numero de acidos alifaticos ou aromaticos
ligados aos acucares ligados nas posicfes 3, 5 e 7 da molécula. No caso dos Flavonoides, a
estrutura quimica das Antocianinas € baseada em uma estrutura policiclica de quinze carbonos
(CHEN, et al., 2019; KONG, et al., 2008; LOPES, et al., 2007; TERCI e ROSSI, 2002)

Dos glicosideos das antocianinas ndao metiladas, temos a Delfinidina 3-glicosideo, de
formula molecular C21H21CIO12, peso molecular de 500.84 g/mol, possui uma estrutura de anel
polifendlico contendo o composto que carrega uma carga positiva em seu anel central
(HAFEEZ, et al., 2008; HYUN, et al., 2019; KONG, et al., 2008; LOPES, et al., 2007;).

Ja ao verificar estudos acerca do uso da Delfinidina sobre as CTM, estudo de SUZUKI
e colaboradores, mostrou que a exposicao a extratos de mirtilo, rico em antocianinas como
a Delfinidina, inibiu a diferenciacdo do pré-adipocito 3T3-L1 em adipécitos (SUZUKI, et
al., 2011).

Ja o estudo de SAULITE e colaboradores, que teve como objetivo, analisar o efeito
das Antocianidinas como, Malvidina , Cianidina e Delfinidina na diferenciacdo das CTM
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derivadas do tecido adiposo em adipdcitos, ostedcitos e condrocitos, mostraram que a
Delfinidina agiu sobre a inibi¢cdo da adipogénese, por meio da desregulacdo dos genes FABP4
e adiponectina relacionado ao tecido adiposo, e a diminuicdo da expressdo de PPAR-y e 0s
niveis de mMRNA SREBPI1c, sendo este responsavel por induzir o PPAR-y, promovendo a
diferenciacdo da CTM em adipdcito, resultando na diminuicdo de acumulo de lipidios.
Ademais, a Delfinidina ainda mostrou estimulo da condrogénese pela regulagdo positiva dos
marcadores estruturais de condrdcitos articulares Col2al e agrecano. E ao se analisar seus
efeitos sobre a osteogénese, a Delfinidina se mostrou favoravel a diminuicdo do deposito de
calcio, sendo necessarios mais estudos in vivo para investigar seu potencial em terapias contra

osteoartrite, anti-obesidade, osteoporose (SAULITE, et al., 2019).

Demais estudos com o uso de Delfinidina, reforca a atuacdo dessa Antocianina sobre
inibicdo da adipogénese, e da inflamacdo em decorréncia da obesidade, bem como, inibicdo da
osteoclastogénese, quando comparada a outras Antocianinas, como Cianidina e Peonidina,
levando a hipotese que a ingestdo de Delfinidina atua como potente agente anti-osteoporotico,
devido inibicdo da osteoclastogénese (DAVERI, et al., 2018; DAYOUB, et al., 2013;
MORIWAKI, et al., 2014; SOGO et al., 2015).

Além do mais, no contexto das antocianinas com propriedades bioativas, a Delfinidina
merece destaque devido as suas possiveis propriedades anti-inflamatorias. Estudos realizados
in vitro, bem como in vivo tem mostrado que os compostos fendlicos apresentam propriedades
antioxidantes (GURREA, et al., 2017; SARI, et al., 2019), com capacidade de diminuir a
producdo do anion superdxido, associando esse efeito com a Reducdo do estresse oxidativo
(DAVALOS, et al., 2009). Ademais a literatura tem mostrado seus efeitos atuando na inibigdo
do crescimento celular, tanto de células normais quanto em células cancerigenas, bem como
possiveis efeitos inibitorios nas vias de sinaliza¢do indutoras do fator de transcricdo do NF-xB
(DAYOUB, et al., 2017; OH, et al., 2008; SARI, et al., 2019; WATSON e SCHONLAU, 2015;
YOU, et al., 2015).

Segundo estudo de HYUN et al., 2019, o uso da Delfinidina combinado com o acido
gélico, obteve como resultado aumento da diferenciacéo das células Treg, e supresséo da fungao
das que células T da memoria, tendo essa combinagdo o potencial de serem utilizados como
agentes imunossupressores em pacientes transplantados e com doencas autoimunes ou ser
modelo para o desenvolvimento de alimentos associados ao sistema imunologico (HYUN, et al
2019).
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No entanto, ainda existem poucos estudos indicando os efeitos da Delfinidina sobre
células com grande potencial imunorregulatério, no contexto inflamatério/imunoldgico que a
CTM pode atuar, se fazendo necessario mais estudos acerca da atuacao da Delfinidina sobre a
capacidade de modular o sistema imunitario que a CTM possuli.



24

3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da Delfinidina sobre algumas

propriedades imunorregulatorias das Células-Tronco Mesenquimais.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a padronizacdo da dose por avaliagdo do ciclo celular e viabilidade por
Citometria de Fluxo, analisar a producdo de fatores soltveis pelas CTM por técnica de ELISA
(IL-1B, IL-6, TGF-B, IL-10, PGE2, NO), analisar as propriedades imunorregulatorias da CTM,
sobre as células RAW 264.7, por meio da cultura condicionada, ensaio de MTT para analise do
metabolismo celular, avaliacdo da sintese de citocinas pelas RAW 264.7 por técnica de ELISA
(IL-1B, IL-10, IL-12, TNF-a), e avaliacdo da expressdo dos fatores de transcricdo NF-xB e
STAT-3 por técnica de Western Blotting sob as CTM e RAW 264.7.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CULTIVO DAS CszHi1oT12

Foram utilizadas culturas de CTM da linhagem C3H10T12. O cultivo dessas células foi
conduzido em frascos de cultura com meio de cultura DMEM (Meio de Eagle modificado por
Dulbecco), suplementado com 10% de soro bovino fetal e tamp&o Hepes (2g/L) com pH final
entre 7,2 a 7,4, e a linhagem foi adicionada a incubadora em atmosfera umidificada a 95%, 5%
de CO2 & 37°C, para proliferagdo celular e aderéncia a garrafa, sendo seu meio de cultura
trocado a cada 3 ou 4 dias, passando a fase log de crescimento celular, e posteriormente

plaqueadas.

Para avaliacdo dos efeitos da Delfinidina 3-O-B-D-glicosideo (Sigma-Aldrich- 73705
Lot# BCBZ6689) e escolha das doses sobre as CTMs, essas células foram tratadas com algumas
doses (1 UM, 5 uM 25 uM, 50 pM, 100 uM e 200 uM), pelo tempo de 24 horas, onde apds
avaliacdo por técnica de Citometria de fluxo, as doses 50 uM e 100 uM foram definidas, além
do controle, com e sem estimulo de 1.25 ug/mL de LPS padronizado pelo laboratério (FOCK,
2005). Todas as culturas, devido a sensibilidade da Delfinidina a iluminag&o, foram realizadas

com a luz do Fluxo desligados.

4.2. AVALIACAO DA APOPTOSE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A avaliacdo da apoptose das CTM ap6s exposicdo a Delfinidina, foi realizada para
decisdo da dosagem, onde foi feita marcacdo das células com Anexina-V e 7-AAD. Apds
tripsinacao, foram adicionadas 50 pl de tampdo de anexina V, 3 pL de anexina V-FITC (Becton
e Dickinson, # BD 556419) ((molécula esta que se liga a fosfatidilserina, a qual é externalizada
durante o processo de morte por apoptose) e 8 pL de lodeto de Propidio (Pl) (PI; Becton e
Dickinson, # BD 556463) (molécula que se intercala entre as bases do DNA de células em
processo de morte necrose, desde que sua membrana esteja permeavel). As células ficaram
incubadas durante 20 min protegidas da luz. Apés este periodo as células foram ressuspensas
em 200 pL de tampdo Anexina para leitura no citbmetro de fluxo. Todas as amostras foram

posteriormente analisadas no software package FlowJo 7.6® (TreeStar).

4.3. AVALIACAO DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a avaliacdo do ciclo celular das CTM apo6s tratamento com Delfinidina, foram

preparadas placas de 12 pogos com 1x10° células/pogo. As células da placa foram expostas por
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24 horas a Delfinidina em diferentes concentrac6es, com 1.25 pg/ml estimulados com LPS e
néo estimulados com LPS e mantidas em incubadora em atmosfera umidificada a 95%, 5% de
CO; & 37°C. E devido a sensibilidade da substancia a luz, até 0 momento pos tripsinizacdo, o

procedimento era realizado em ambiente com baixa luminosidade.

Apos, as células foram retiradas da placa com uso de tripsina e ressuspensas em meio
DMEM. O sobrenadante foi centrifugado por 7min a 1500rpm, descartado o sobrenadante e
depois adicionado ao pellet 200ul de Triton 1% e 20uL de RNAse (Sigma, LOT48H9200), logo
apos, os tubos foram mantidos em Banho-Maria a 37° C por 25 minutos. Em seguida foram
adicionados aos tubos 5ul de lodeto de Propideo e estes mantidos em Banho-Maria a 37° C por
mais 5 minutos. Apos isso, 0s tubos foram para leitura no citbmetro. A andlise se deu pela
quantificacio da porcentagem das regides GO/G1 e S/G2/M, utilizando o programa FlowJo 7.6®
(TreeStar).

4.4. DOSAGEM DE FATORES SOLUVEIS POR ELISA

As células CsHioT12 que ficaram em cultura a 37 °C, 5% de CO., em placas de cultura
com 6 pocos na concentracdo de 1x10° células por poco, em volume total de 1 ml/poco, e que
foram cultivadas na presenca e auséncia de Delfinidina e estimuladas ou ndo com LPS. Apds
24 horas, o0 sobrenadante dessas culturas celulares foi separado em microtubos, identificados e
congelado (-40 °C) para posterior dosagem das citocinas presentes. A determinacdo da
concentracdo de IL-1B (Catadlogo DY401, R&D System), IL-6 (Catdlogo DY406, R&D
System), IL-10 (Catalogo DY417, R&D Systems, TGF-f (Catalogo DY1679-05 R&D System),
PGE2 (Catalogo 514010, Cayman), presentes no sobrenadante das culturas celulares foram
realizadas pelo método de ELISA (Enzyme Linked ImmnunoSorbent Assay), seguindo as

orientacBes do fabricante, e dosagem de NO pelo Analisador de Oxido Nitrico (NOATM).

4.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE NF-KB (TOTAL E FOSFORILADO) E
STAT 3 (TOTAL E FOSFORILADO) NAS CTMs

A expressdo do NF-kB total e fosforilado, bem como do STATS3 total e fosforilado em
células CsH10T12 mantidos sob cultura como descrito acima, foram determinados pela técnica
de Western Blotting. Quando as CsHioT12 ficaram confluentes, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas a 1.500 rpm por 10 min, e semeadas em placas de seis pogos huma densidade de
1x10° células por ml de meio DMEM, em pocos controle e 50 pM de Delfinidina, pelo periodo
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de 24 h, em pocos sem e com estimulos por este mesmo tempo com 1,25 pg/ml de LPS para as
células, padronizado pelo laboratério (FOCK, 2005).

4.5.1. SDS-PAGE E “WESTERN BLOTTING”
4.5.1.1. PREPARO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

Foi procedido conforme protocolo de SAMBROOK et al., (1989) e HARLOW e LANE
(1988), descrito sucintamente a seguir. Os géis foram preparados em bicamada, sendo a camada
superior (gel de empacotamento) constituida de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1%
SDS, 0,1% persulfato de aménio e 0,1 % TEMED. E o gel inferior (resolutivo) sera preparado
com 6 a 10 % de poliacrilamida, 380 mM Tris.HCI, pH 8,8, 0,1 % persulfato de amonio e 0,077
% TEMED.

45.1.2. PREPARO DE LISADO DE PROTEINAS PARA SDS-PAGE E “WESTERN
BLOTTING”

Os lisados foram preparados a partir de 1x10° células em tampao RIPA (0,1 % SDS, 1 %
Igepal CA-630, 1 % deoxicolato de sodio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5, 150 mM NacCl, 2 pug/ml
aprotinina, 1 pg/ml leupeptina, 100 pg/ml PMSF, 0,5 mM EDTA). O material foi vortexizado
por 30 segundos, centrifugado por 15 min, a 15.000 rpm, e 4°C. O sobrenadante foi quantificado
e 0 volume correspondente a 200ug foi misturado ao tampé&o de amostra (3 x concentrado, 100
mM Tris.HCL, pH 6,8, 5 % 2-mercaptoetanol (v/v), 2 % SDS, 20 % glicerol, 0,01 % azul de
bromofenol), levadas ao Dry block por 10 min a 100°C, para desnaturacdo das proteinas e
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida.

45.1.3. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DO GEL PARA A MEMBRANA
(NITROCELULOSE)

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foi incubada por 10 min em
tampdo de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS, 20 % metanol, pH
8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada e entdo também incubada em
tampéo de transferéncia, apos ser montada na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel 3MM,
membrana, gel, 2 folhas de 3 MM (Whatman), esponja. Logo apos foi realizado a transferéncia
em cuba de eletroforese, na presenca de tampé&o de transferéncia, sob corrente de 100 mA, por
120 min.
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4.5.1.4. SONDAGENS DAS PROTEINAS COM ANTICORPOS

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados com proteinas de leite
desnatado Molico ®, a 5%, em tampdo TBS, por 2h, sob agitacdo. Os anticorpos primarios
como, anti-p NF-kB (Ser 311, # sc-33039), anti-NF-xB (C-20, # sc-372), -pSTAT-3 (Ser 727,
#sc-8001-R) e STAT-3 (C20, #sc-482) da Biotecnologia Santa Cruz, foram diluidos em tampé&o
TBS-Tween, respectivamente, numa dilui¢cdo 1:1000 e incubado as membranas por 4-14 h, com
agitacdo, a temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, com TBST. As
proteinas eram sondadas com anticorpo Anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase de raiz
forte (R&D Systems), diluido 1:10.000 em TBST, por 2 horas, sob agitacéo, e lavada 3 vezes
por 10 min sob agitac&o.

4.5.1.5. REVELACAO COM SISTEMA QUIMIOLUMINESCENTE

A revelagio das bandas reativas, foram visualizadas utilizando-se o Kit ECL system®

(Amersham Biosciences), e as imagens foram capturas utilizando o digitalizador de Imagem
ImageQuant 400 (GE Helthcare). Para padronizacdo e quantificacdo, as imagens foram
analisadas usando o ImageQuant TL® (Amersham Biosciences). Os resultados foram
normalizados pela B-actina (Sigma, St. Louis, EUA, #A3854), que foi diluido para 3: 10.000
em tamp&o TBS-Tween, por 40 minutos.

4.6. CULTURA COM SOBRENADANTE DE CTM EM CELULAS RAW 264.7

Na fase seguinte do projeto, a influéncia imunorregulatéria das CTMs foi avaliada sobre
células da linhagem Raw 264.7 (mouse leukaemic monocyte macrophage cell line). O cultivo
da linhagem foi conduzido em frascos de cultura com meio de cultura DMEM, suplementado
com 10% de soro bovino fetal e tampéao Hepes (2g/l) com pH final entre 7,2 a 7,4. As células
foram incubadas em atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO a 37°C, para proliferacao celular.
Inicialmente o meio de cultura foi trocado a cada 3 dias, passado a fase log de crescimento
celular. Apos esse periodo as celulas foram plagueadas aproximadamente a cada 2 dias, para
manter a confluéncia das células proximo de 70%. Apos confluéncia das células foram
removidas com auxilio de um raspador de células, centrifugadas a 1.500 rpm por 10 min, em
seguida, semeadas em placas de 5 pogos numa densidade de 1x10° células/ml de meio DMEM,
conforme descrito na (figura 1). Apos o periodo de 24 horas, 0s sobrenadantes foram coletados
e acondicionados a temperatura de -40°C para a determinacéo da producéo de citocinas (IL1-

B, IL-10, TNF-a, IL-12) por ELISA, e uma parte das células foram utilizadas para determinacao
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da expressao das proteinas NF-«xB (total e fosforilado) e STAT3 (total e fosforilado) e outra
parte das células foram utilizadas para avaliagdo do metabolismo celular determinado pelo

ensaio de MTT como descrito abaixo.

Figura 1 — Esquematizacdo da placa de cultivo com a célula Raw 264.7

1x10% células Raw 264.7 + DMEM

1x10% células Raw 264.7 + 50 uM Delfinidina + 1,25 pg/ml de LPS
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Figura 1- Esquematizacédo da placa de cultivo com a célula Raw 264.7. Fonte: Criagdo propria pelo software
BioRender.com

4.6.1. ENSAIO DE MTT PARA RAW 264.7 CULTIVADAS

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT, que baseia-se na
capacidade das células viaveis de Reduzirem metabolicamente o sal de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio), por meio da enzima mitocondrial desidrogenase
succinica, em cristais de formazan de cor azul-purpura, que se acumula no citoplasma celular
(MOSMANN, 1983). Dessa forma, o ensaio de MTT avalia a atividade mitocondrial
representativa de células viaveis pela quantificacdo da atividade da desidrogenase.

Ap0s 24 horas de exposi¢cdo das Raw 264.7 aos seus respectivos pogos, 0 meio de cultura
foi aspirado, e adicionados 100 uL da solugdo de MTT (5mg/mL em PBS) (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, EUA) + 900 uL de DMEM por pogo da placa, que foram incubadas por 3h30min a
37°C. Posteriormente, a solucdo foi aspirada e 1000uL de DMSO (dimetilsulféxido) foram
adicionados por pogo para a dissolucdo dos cristais de formazan e foram incubadas por 30min
sob agitagdo constante a 37°C, e a absorbancia dos cristais de formazan dissolvidos em DMSO
foi medida a 540 nm. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro EL800 Universal Microplate
Reader (Bio-Tek® Instrumentals, Winooski, EUA).
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4.6.2. DOSAGENS DE CITOCINAS PELAS RAW 264.7

As células Raw 264.7 que foram cultivadas conforme item 4.6, e que tiveram seus
sobrenadantes congelado (-40 °C) teve sua determinacdo da concentracdo de IL-1p (Catalogo
DY401, R&D System), IL-12 (Catdlogo DY 419, R&D System), IL-10 (Catadlogo DY417, R&D
Systems, TNF-o (Catadlogo DY410, R&D System), presentes no sobrenadante das culturas

celulares realizadas pelo método de ELISA, seguindo as orientacdes do fabricante.

4.6.3. DETERMINACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS NF-KB (TOTAL E
FOSFORILADO) E STAT 3 (TOTAL E FOSFORILADO) NAS RAW 264.7

A expressdo do NF-xB total e fosforilado, bem como do STAT3 total e fosforilado nas
células 264.7 mantidos sob cultura como descrito acima, foram determinados pela técnica de
Western Blotting. Como comentado, as células RAW 264.7, apds ficarem confluentes, foram
coletadas com auxilio de um raspador de células, centrifugadas a 1.500 rpm por 10 min, em
seguida, semeadas em placas de 5 pogos numa densidade de 1x10° células por ml de meio
DMEM, em pocos controle, pogos com RAW 264.7 + 50uM Delfinidina + LPS, pogos com
RAW 264.7 + LPS, pogos com cultura condicionada controle LPS de C3H1oT12 + RAW 264.7
+ LPS e pogos com cultura condicionada de CsH1oT12 com 50uM Delfinidina e LPS + RAW
264.7 + LPS, pelo periodo de 24 horas. Os po¢os com LPS continham 1,25 g / ml de LPS para
as células. Apds esses periodos de cultivo as células foram lisadas com tampdo RIPA (0,1 %
SDS, 1 % Igepal CA-630, 1 % deoxicolato de sédio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5, 150 mM NacCl,
2 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina, 100 pg/ml PMSF, 0,5 mM EDTA) e os demais

procedimentos do Western Blotting foram seguidos como descritos no item 4.5.1.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os dados foram submetidos ao teste de
homocedasticidade da amostra e classificados em paramétricos ou ndo paramétricos pela
aderéncia a curva Normal (curva Gaussiana) e foi aplicado o ANOVA de 1 via com pds teste
Dunnett para padronizacdo das doses e ANOVA de 2 vias com p0s teste de Bonferroni, nas
demais comparagdes com duas variaveis: LPS e Delfinidina. Todos os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05, com nivel de significancia de
95%.
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5.0. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA DELFINIDINA NA VIABILIDADE CELULAR EM CTMS PARA
PADRONIZACAO DA DOSE

A viabilidade celular, foi realizada por Citometria de Fluxo utilizando anexina e iodeto
de propideo. A citotoxicidade da Delfinidina 3-O-B-D-glicosideo (Sigma-Aldrich- 73705 Lot#
BCBZ6689) contra CTMs foi testada na concentracéo na faixa de 50 a 200 uM apos periodos
de incubacdo de 24h, na auséncia ou presenca de LPS. Células cultivadas tanto estimulados ou
ndo com LPS mostraram aumento significativo na porcentagem de células em estado
apoptético, quando estas foram cultivadas com doses de Delfinidina de 100 uM e 200 pM.
Apbs analises, concentracdes maiores que 50 UM foram descartadas para o estudo das etapas

subsequentes (figura 2a-d).

Figura 2: Avaliacéo da Viabilidade Celular para padronizacédo da dose
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Figura 2 - Avalia¢do da Viabilidade Celular para Padronizagéo da dose. Células cultivadas em diferentes doses
de delfinidina, sem estimulo com LPS (2a) e estimulado com LPS (2c), onde: Q1: Apoptose; Q2: Apoptose Tardia; Q3:
Necrose; Q4: Viaveis. 2b e 2d: Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). (n=3, n representa o
numero de amostras independentes utilizadas por grupo). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5.2. EFEITO DA DELFINIDINA NO CICLO CELULAR EM CTMS

Como comentado anteriormente, para a defini¢cdo da dose a ser empregada no estudo,
doses maiores que 50 uM de Delfinidina foram descartadas. Assim para avaliacdo dos efeitos
da Delfinidina no ciclo celular foram escolhidas doses no intervalo de 1 a 50 uM. O status do
ciclo celular das CTM foi avaliado em células néo estimuladas com LPS (figura 3 e gréfico 1)
e em células estimulada com LPS (figura 4 e grafico 2). Os resultados mostraram que as células
ndo estimuladas com LPS, independente da dose de Delfinidina ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas entre si (figura 3 e gréafico 1). Entretanto,
em células estimuladas com LPS observamos que quanto maior a dose de Delfinidina testa
maior a porcentagem de células nas fases S/G2/M do ciclo celular (figura 4 e grafico 2).
Baseado nesses resultados e em acordo com os resultados obtidos em relacdo a apoptose,

definiu-se a dose de 50 UM, como dose de escolha para 0s experimentos subsequentes.

Figura 3: Avaliacéo do Ciclo Celular em histograma do grupo sem LPS

S/LPS

Figura 3 - Avaliacdo do Ciclo Celular em histograma do grupo sem LPS. Células cultivadas em diferentes doses
de delfinidina sem estimulo com LPS. (n=3, n representa o nimero de amostras independentes utilizadas por grupo).
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Gréfico 1: Avaliacdo do Ciclo Celular do grupo sem LPS

G0/G1 SIG2/M
80~
ITITT=x
604
540-
204
o maBnR
0O 1 5 10 50 0O 1 5 10 50
pM

Grafico 1 - Avaliacdo do Ciclo Celular do grupo sem LPS. Células cultivadas em diferentes doses de delfinidina
sem estimulo de LPS. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). (n=3, n representa o nimero
de amostras independentes utilizadas por grupo).

Figura 4: Avaliacéo do Ciclo Celular em histograma do grupo com LPS
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Figura 4 - Avaliacao do Ciclo Celular em histograma do grupo com LPS. Células cultivadas em diferentes
doses de delfinidina com estimulo de LPS. (n=3, n representa o nimero de amostras independentes utilizadas por grupo).

Gréfico 2: Avaliagdo do Ciclo Celular do grupo com LPS
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Gréfico 2 - Avaliacao do Ciclo Celular do grupo com LPS. Células cultivadas em diferentes doses de delfinidina
e estimuladas com LPS. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). (n=3, n representa o
namero de amostras independentes utilizadas por grupo). *p<0,05 e **p<0,01.
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5.3. EFEITO DA DELFINIDINA NA PRODUCAO DE CITOCINAS PELAS CTMS

Uma vez definida a dose de 50 uM de Delfinidina a ser utilizada, as CTMs foram
cultivadas na presenca ou auséncia de Delfinidina e estimuladas ou ndo com LPS, com o intuito
de avaliar a influéncia da Delfinidina sobre a capacidade de modular a sintese de importantes
citocinas com acdo imunorregulatéria. Como resultados, foi observado aumento da sintese de
IL-1B quando as CTM foram estimuladas com LPS quando comparadas com seu respectivo
controle (Gréfico 3-A). Adicionalmente, quando avaliado a sintese de IL-6, observamos
comportamento semelhante ao observado com a IL-1p, onde apesar do LPS aumentar a sintese
de IL-6, ndo foram observamos efeito da Delfinidina em modular a sintese de I1L-6 (Grafico 5-
B). ja ao avaliar a expressao de citocinas conhecidas com atuacdo anti-inflamatéria como a IL-
10, TGF-B, PGE2 e NO. As analises mostraram aumento de IL-10, quando as CTM foram
tratadas com Delfinidina sem estimulo de LPS quando comparado com seu respectivo controle
(Grafico 3-C). Em relacéo a sintese de TGF-p, os resultados mostraram que CTMs tratadas com
Delfinidina estimuladas ou ndo com LPS apresentaram aumento acentuado de sua sintese,
quando comparadas com seus respectivos controles (Gréfico 3-D). Além disso, ao se analisar a
producdo de PGE2, apesar de observarmos tendéncia a aumento da sintese de prostaglandina
E2 quando as células foram estimuladas com LPS, ndo foi observado diferencas entre 0s grupos
estudados (Grafico 3-E). Ademais, em relacdo a sintese de Oxido Nitrico (NO), houve
resultados significativos em comparativos no grupo sem LPS, entre controle e Delfinidina,
porém células estimuladas com LPS, apesar de apresentarem tendéncia de aumento, ndo foram

observadas diferencas estatisticas (grafico 3-F).
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Gréfico 3: Resultado da producéo de (A) IL-1p, (B) IL-6, (C) IL-10, (D) TGF-B, (E)
PGE2 e (F) NO pelas CTMs
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Grafico 3 — Resultado da producéo de (A) IL-1p, (B) IL-6, (C) IL-10, (D) TGF-B, (E) PGE2 ¢ (F) NO pelas CTMs.
Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM) do grupo controle sem LPS (n=6), grupo
Delfinidina sem LPS (n=6), grupo controle com LPS (n=6), grupo Delfinidina com LPS (n=6). n representa o
nimero de amostras independentes utilizadas por grupo. * p < 0,05, *** p <0,001 e **** p < (0,0001.

5.4. EFEITO DA DELFINIDINA NA EXPRESSAO DE NFkB E STAT-3 POR CTMs

Dado que os fatores de transcricdo NF-xB e STAT-3 tém papel importante da resposta

inflamatoria avaliamos o efeito da Delfinidina sob a expressdo desses fatores. As analises
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mostraram que ao avaliar a expressdo proteica da relacdo p-NFxB/NF«B, foi observado
diferengas significativas entre os grupos, desse modo, tanto células estimuladas ou ndo com
LPS apresentaram reducdo na expressdo desse fator de transcricdo quando cultivadas com
Delfinidina (Gréafico 4-A). Em relacéo a expressao da relacdo p-STAT-3/STAT-3 (Grafico 4-

B) ndo observamos diferencas estatisticas entre os grupos estudados. NF-xB.

Grafico 4: Resultado dos efeitos da Delfinidina na expressdo de NF-kB e STAT-3 por
CTMS
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Gréfico 4 - Resultado dos efeitos da Delfinidina na expressdo de NF-kB e STAT-3 por CTMS. Resultados
expressos em média + desvio padrdo da média (DPM) da expresséo da razdo pNF«xB / NF«kB e expressdo da razao
pSTAT3/STAT3 (n=6). Os resultados foram representados em relagdo a intensidade da B-actina e sdo expressos
em unidades arbitrérias. n representa o nimero de amostras utilizadas por grupo estudado. *p<0,05 e **p<0,01.

5.5. EFEITO DO SOBRENADANTE DE CTMS E DELFINIDINA NA VIABILIDADE
RAW 264.7 POR ENSAIO DE MTT

Com o objetivo de avaliar o efeito da Delfinidina sobre a atividade metabolica de células
macrofagicas quando cultivadas em meio condicionado de CTMs o ensaio de MTT foi
realizado. Como resultados observamos que a Delfinidina per si foi capaz de diminuir a
atividade metabolica, bem como os meios condicionados de CTMs, entretanto nesse caso

independentemente da Delfinidina. (Gréfico 5).
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Grafico 5: Resultados dos efeitos do sobrenadante de CTMs e Delfinidina na viabilidade
Raw 264.7 por ensaio de MTT
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Grafico 5 - Resultados dos efeitos do sobrenadante de CTMs e Delfinidina na viabilidade Raw 264.7 por ensaio de
MTT. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). (n=5, n representa o niimero de amostras
utilizadas por grupo estudado). * p<0,05 e *** p <0,001.

5.6. EFEITO NA PRODUCAOQO DE CITOCINAS PELAS RAW 264.7 CULTIVADAS NA
PRESENCA DE SOBRENADANTE DE CTMS E DELFINIDINA

Com o objetivo de avaliar a influéncia da Delfinidina em modular a capacidade
imunorregulatoria das CTMs, células de linhagem macrofagica (Raw 264.7) foram utilizadas e
avaliadas a produgdo de citocinas (IL-1pB, IL-12, IL-10, TNF-a). Como resultados, foi
observado que o meio condicionado de CTMs, independente da Delfinidina, foi capaz de
diminuir a de IL-1p das células macrofagicas (Grafico 6-A). Em relacdo a sintese de TNF-a
pelas células macrofagicas, foi observado diminui¢do da sintese dessas citocinas de forma
acentuada nos grupos de cultura condicionada em comparagdo com o grupo de macrofagos
estimulados somente com LPS, porém néo foram observadas diferengas entre grupos cultivados
ou ndo na presenca de Delfinidina (Gréafico 6-B). Adicionalmente, em relacdo a sintese de IL-
12, foi observado que o meio condicionado também foi capaz de diminuir a producdo dessa

citocina em células de linhagem macrofagica, porém esses resultados mostram que a
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Delfinidina por si é capaz de diminuir a sintese dessa citocina nessas células (Grafico 6-C). Em
relagdo a IL-10, apesar de observamos tendéncia a aumento dessa citocina produzida por células
da linhagem macrofagica quando cultivada com Delfinidina ndo foram estatisticamente
significativas (Grafico 6-D). Entretanto, foi observado que o meio condicionado de CTMs &
capaz de estimular aumento de IL-10 em células da linhagem macrofagica, sendo esse aumento
mais acentuado quando as células da linhagem macrofdgicas sdo cultivadas em meio
condicionado de CTMs que forma cultivadas na presenca de Delfinidina (Grafico 6-D), assim
revelando influéncia ndo somente do sobrenadante de CTMs sobre as células da linhagem

macrofagica, mas também da Delfinidina.

Gréfico 6: Resultado da producédo de (A) IL-1p, (B) TNF-a, (C) IL-12, (D) IL-10 pelas
Raw 264. 7
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Grafico 6 - Resultado da producéo de (A) IL-1pB, (B) TNF-a, (C) IL-12, (D) IL-10 pelas Raw 264. 7. Resultados
expressos em média * desvio padrdo da média (DPM). (n=5, n representa o nimero de amostras utilizadas por
grupo estudado). 6366 p < 0,001 quando comparado o grupo sem LPS com o grupo com LPS. * p <0,05, **p<0,01,
sfesksk

p <0,001.
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5.7. EFEITO DO SOBRENADANTE DE CTMS E DELFINIDINA NA EXPRESSAO DE
NF-KB E STAT-3 POR RAW 264.7

Dado que NF-kB e STAT-3 tém papel igualmente importante na resposta inflamatdria,
a expressao dessas proteinas também foi avaliada nas células RAW 264.7 quando cultivadas
na presenca ou auséncia de Delfinidina e de meio condicionado de CTMs. E os resultados
mostraram que em relagdo a expressdo da relacdo p-NF-xB/NF-kB, foi observado que a
Delfinidina é capaz de diminuir essa expressao, porém essa reducdo na expressao de p-NF-
kB/NF-xB € mais acentuada quando as células macrofagicas sao cultivadas na presenca de meio
condicionado obtidos de CTMs que foram tratadas com Delfinidina (Grafico 7-A). Em relacdo
aexpressao de STAT-3/STAT-3, ndo obtivemos resultados estatisticamente significativos entre

0s grupos estudados (Grafico 7-B).

Graéfico 7: Resultado dos efeitos do sobrenadante de CTMs e delfinidina na expresséo de
NF-kB E STAT-3 por Raw 264.7
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Grafico 7 - Resultado dos efeitos do sobrenadante de CTMs e delfinidina na expressédo de NF-«xB E STAT-3 por
Raw 264.7. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM) da expresséo da razdo pNF-«xB /
NF-xB e expressdo da razdo pSTAT3 / STAT3. (n=4, n representa 0 nimero de amostras utilizadas por grupo
estudado). Os resultados foram representados em relagéo a intensidade da B-actina e sdo expressos em unidades
arbitrarias. * p < 0,05 e *** p <0,001.
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6. DISCUSSAO

As antocianinas sdo compostos flavonoéides, sendo bastante encontrado na forma de
glicosideos. Sendo as 6 principais, a Cianidina, Delfinidina, Malvidina, Pelargonidina,
Petunidina e Peonidina, que podem ser encontradas em flores e frutos. S6 a Delfinidina, pode
ser encontrada em grao de feijao preto, amoras, arroz preto, uva e até milho roxo. E a ingestdo
de Delfinidina esta associada a potenciais beneficios a saide, como atividades antitumorais,
antiaterosclerose, hipoglicemiantes, antioxidante e anti-inflamatéria (SAMS@E, et al. 2019;
SARI, et al., 2019). A forma como a Delfinidina atua sobre as células imunes, ainda é pouco
conhecido, mas alguns estudos relatam a que a posic¢ao da interagdo do ligante ativo e os tipos
de interacdo entre ligante e proteina também forneceram os a energia de ligacdo com base na
doacdo de um atomo de hidrogénio, mas que a interacao pode ser por transferéncia de elétrons
para os radicais livres ou quebra da estrutura da Delfinidina liberando sé hidrogénios
disponiveis (FANG, 2015; JUNG, et al., 2017; LI, et al., 2017; SARI, et al., 2019).

No presente estudo, a citotoxicidade da Delfinidina sobre a CTM, foi analisada
inicialmente apds estimulacdo das células na presenca e auséncia de LPS. Os resultados
mostraram que 50 uM de Delfinidina com estimulo de LPS, levou a aumento na proliferacéo
de ceélulas, sem alterar a viabilidade celular quando comparado as células cultivadas sem
Delfinidina. Em conjunto com a viabilidade, o status proliferativo das CTM foi confirmado pela
analise do ciclo celular, onde células cultivadas com 50 uM de Delfinidina apresentou maior
porcentagem de células nas fases do ciclo celular G2/S/M quando comparado ao controle
negativo da Delfinidina (0 pM), mostrando efeito na proliferacdo dessas células com auxilio da
Delfinidina. Ja nas maiores concentracdes testada durante os testes de padronizacdo (100 uM e
200 uM) foram observadas maior taxa apoptética, quando comparada com as células cultivadas
sem a presenca de Delfinidina, tanto na presenca ou auséncia de LPS, como previamente
relatado na literatura onde efeito citotoxico em células imunes foi observado quando cultivadas
em concentragdes de Delfinidina acima de 100 uM (GOSZCZ, et al., 2017; HOU, et al., 2005;
KWON, et al., 2009; TANG, et al., 2015; WOODWARD, et al., 2009).

Ja se sabe que diversos fatores soltveis produzidos pelas CTM estdo envolvidos na
capacidade imunorregulatoria dessas células, mas os completos mecanismos que estdo

envolvidos nesse processo, ainda ndo sdo bem definidos, contudo é evidente sua forte atuagéo
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sobre o sistema imunoldgico inato e adaptativo (DABROWSKA, et al., 2021; KYURKCHIEV,
etal., 2014; NAUTA et al., 2006).

A literatura reporta, que o microambiente em que a CTM se encontra € determinante
para regular o tipo de resposta dessa célula, e quando a CTM se encontra num ambiente
citotoxico, tende a ter um perfil capaz de regular o tipo de resposta imune, que pode ser mediada
por diversos fatores secretados, podendo produzir citocinas inflamatorias de forma espontanea
ou por inducéo de outras citocinas (DABROWSKA, et al., 2021; KYURKCHIEV. et al., 2014).

Dentre as citocinas de carater pro-inflamatoria, a IL-1p ¢ conhecida por mediar a
resposta inflamatéria aguda, sendo nas CTM, essa, mais secretada que a IL-1o (ABDAL
DAYEM, et al 2019; VARELLA e FORTE, 2001). A inducéo da sintese dessas citocinas pode
ser realizada pela ativacdo dos receptores do tipo Toll-like (TLR) e tipo NOD (NLR), que ativa
posteriormente o fator de transcricdo NF-xB (BARIONI, et al., 2013; KYURKCHIEV, et al.,
2014; MARTINEZ e GORDON, 2014). Dessa forma, quando observamos nossos resultados,
verificamos aumento significativo dessa citocina quando as células foram estimuladas com
LPS.

Contudo, as CTM também sintetizam citocinas com atuacdo anti-inflamatorias,
inclusive de forma autdcrina, como exemplo, a IL-10, fazendo feedback negativo de uma reacéo
inflamatéria (DABROWSKA, et al., 2021; KYURKCHIEV, et al., 2014; MARTINEZ e
GORDON, 2014).

A IL-6, é uma citocina conhecida por sua acdo proé-inflamatdria, atuando em diversos
mecanismos da resposta imune, inflamacdo, apoptose, sobrevivéncia celular e proliferacéo
celular, tendo atuacdo sobre os monacitos, neutréfilos. Entretanto a IL-6 pode também atuar de
forma anti-inflamatéria, dependendo do ambiente em que se encontra e quando secretada pela
CTM. Sua atuacdo no organismo inclui, estimular a diferenciacdo e secrecdo de células B,
inibicdo de DC, modulacéo dos neutrofilos, e atua sobre células Treg e Th17 dependente de IL-
6 (BARIONI, et al., 2013; KYURKCHIEV, et al., 2014; VARELLA e FORTE, 2001).

Os nossos resultados mostraram que CTMs aumentam a producdo de IL-6 quando
estimuladas com LPS. As CTMs ativadas in vitroem resposta a ativacdo aos Padrdes
Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS), podem aumentar a producdo de IL-6, atuando

principalmente no recrutamento de neutréfilos, sobrevida e aumentando sua atividade pro-
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inflamatoria, bem como, a ativacdo do receptor de IL-6 é um dos responsaveis por ativar a via
de sinalizacdo para ativacdo do fator de transcricdo STATS3, via JAK2 devido essa ativagédo
(BARIONI, et al., 2013; BODE, et.al, 2012; DE OLIVEIRA, et al., 2011; LE BLANC e
MOUGIAKAKQOS, 2012). Além disso, a producéo de I1L-6 pelas CTMs € induzida pela PGE,
sendo usualmente encontrada aumentada em conjunto com a PGE> e NO (BOUFFI, et al.,
2010).

Outro modulador imunoldgico importante secretado pelas CTMs € o NO, possuindo
funcdo supressora. As CTMs expressam iNOS tanto em estado quiescente, quanto ativados apos
estimulos de fatores inflamatdrios, metabolizando L-arginina para gerar NO. O NO pode
suprimir as vias da IL-2, para resultar na inibicdo da funcdo das células T, da expressao de
MHC-I1, induzir apoptose das células T e supressdo da producdo de citocinas Thl e Th2, e
inducdo de Treg. Sendo assim a CTMs podem produzir NO em altas quantidades para supressao
de uma resposta inflamatéria (BERNARDO e FIBBE, 2013; BOUFFI, et al., 2010;
DABROWSKA, et al., 2021; JIANG e XU, 2020; SU, CHEN, HUANG, et al., 2014). E no

presente estudo, a Delfinidina foi capaz de aumentar a producdo de NO pelas CTMs.

Em vista disso, para a sintese dessas citocinas inflamatorias, além da ativacdo de
receptores especificos, deve-se saber que € decorrente da posterior ativacdo do fator de
transcricdo NF-xB, que é o principal regulador da expressdao de varios genes envolvidos na
inflamacéo, resposta imune e apoptose, genes esses que incluem citocinas como os da IL-1 e
IL-6 (BARIONI, et al., 2013; DAVERI et al., 2018; YAMAMOTO e GAYNOR, 2004).

Ademais, outro fator que tem importante acdo imunorregulatoria é a PGE», fator que
tem a capacidade de induzir a expressdo de IL-23, e consequentemente atuar de forma
importante na producdo de linfécitos Thl7. Adicionalmente, a PGE> tem capacidade de
modular efeitos anti-inflamatorios, como, promover a sintese de TGF- B e induzir a geragdo de
MDSC (células supressoras derivadas de mieloide), que podem suprimir as atividades das
células NK e das células T CD8* (JIANG e XU, 2020). Entretanto, ndo observamos acdo da

Delfinidina na modulagéo dessa citocina.

Adicionalmente, observamos que a Delfinidina foi capaz de aumentar a sintese de IL-
10, sendo esta interleucina uma das principais citocinas com agdo anti-inflamatoéria e é
intimamente envolvida no controle negativo das rea¢des imunes, podendo atuar de forma

autocrina e inibir a funcdo das mesmas que a produziram (JIANG e XU, 2020; VARELLA e
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FORTE, 2001). Adicionalmente, seu receptor é associado as quinases da familia Janus (JAK1
e TYK2 (Non-receptor tyrosine-protein kinase)) que ativam a STAT3 e suas principais func¢oes
incluem inibir producédo de citocinas inflamatérias como IL-12 que por consequéncia inibe a
secrecdo de IFN-y e a expressdao das moléculas de MHC classe II, entdo sua principal fungao é
regular de forma negativa as respostas imunes, mesmo essa sendo secretada em menor
quantidade durante processos inflamatérios (ABBAS, et al., 2015; BODE, et.al, 2012).

Contudo, devemos destacar os resultados obtidos na sintese de TGF-f3, onde observamos
que a Delfinidina atuou modulando aumento da producdo dessa citocina. O TGF-p possuli
importantes funcdes sobre o sistema imunitario, como a inibicéo da proliferacdo e das fungdes
efetoras de Linfdcitos T, pode promover o prosseguimento do subtipo Th17 de Linfocitos T
CD4*, e inibir o desenvolvimento do perfil Thl e Th2, bem como, o0 TGF-B secretado por
macrofagos, pode favorecer o processo de cicatrizacdo em tecidos danificados pelo processo
inflamatorio, por meio de estimulagfes, regulando a matriz extracelular pelos fibroblastos,
promovendo a proliferacdo de células endoteliais para ocorrer a angiogénese, enquanto quando
esta citocina se encontra em baixas concentracfes, pode atuar como fator quimiotatico para 0s
monacitos, assim como induzir a secre¢do de IL-1a ¢ TNF-a. Sendo o TGF-f3 desempenhando
o papel de controle de respostas imunes e inflamatdrias, sendo este de carater imunossupressor
(JIANG e XU, 2020; SOUSA, et al., 2013; PERESI, et al., 2008).

Todavia, outra célula imune produtora de citocinas pré e anti-inflamatorias, sdo os
Macréfagos, que sdo células plasticas, que adquirem fendtipos diferentes de acordo com o
ambiente em que se encontram, se 0 ambiente encontra-se com invasores, rapidamente esses
macrofagos ativam o fenotipo M1 (fendtipo “classico”), devido ativagdo por IFN-y e LPS,
produzindo citocinas pré-inflamatorias, promovendo principalmente respostas Thl mediadas
por IL-12, e podendo inclusive atuar de forma autdcrina, para evitar um processo inflamatorio
exacerbado, produzindo citocinas que atuam em parte num fenotipo M2 (fendtipo
“alternativo”), produtora de citocinas que atuam de forma anti-inflamatéria, que possui
subdivisdes, como, M2a (depois de exposi¢do a IL-13 ou IL-4), M2b (que sdo complexos
imunes em combinacdo com IL-1B ou LPS) e M2c (ap0s exposi¢cdo a TGF-p, IL-10 ou
glicocorticoides), esses com funcbes de equilibrar o ambiente inflamatorio, devido sua
habilidade de depuracdo endocitica e sintese de fator trofico, resultando em diminui¢do da
producéo de citocinas pro-inflamatorias (MARTINEZ, et al., 2008; MOVAHEDI, et al., 2010).
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Com isso, posteriormente, foram analisados os niveis de algumas citocinas secretados
pelos macréfagos da linhagem Raw 264.7 e observamos acédo direta da Delfinidina em modular
negativamente a producdo de citocinas pré-inflamatorias. As citocinas produzidas pelos
macrofagos, fazem parte da imunidade inata, e podem muitas vezes atuar de forma paracrina,
ou de forma autdcrina para uma exploséo de citocinas, em infec¢cGes mais graves. As citocinas
produzidas pelos macréfagos podem ativar a cascata inflamatéria, promovendo a resposta das
células T, sendo TNF-a e a IL-1, as citocinas pro-inflamatdrias que sdo rapidamente secretadas
pelos macrofagos (BERNARDO e, FIBBE, 2013; JIANG e XU, 2020; VARELLA e FORTE,
2001). O TNF-a foi uma das citocinas avaliadas, que possui a¢do inflamatoria, sendo a principal
secretada por macrofagos, e que esta presente em altas doses em algumas situagcbes como
sindrome metabolica, na obesidade humana, devido a inflamacéo presente nos tecido adiposo.
No presente estudo, houve diminuicdo na sua sintese. Resultado este que vai de acordo com
outro estudo que mostra diminuigdo da sintese de TNF-a pela Delfinidina pela interacdo direta
com o receptor de TNF-a, impedindo a interacdo do receptor com a proteina TNF-o (SARI, et
al., 2019).

Adicionalmente observamos que o meio condicionado de CTMs, principalmente no
meio proveniente de CTMS cultivadas com Delfinidina, apresentaram maior potencialidade de
diminuir a producéo de citocinas pro-inflamatorias. Interessantemente, em relacdo a producéo
de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria (JIANG e XU, 2020; VARELLA e FORTE, 2001),
observamos que sua producdo aumenta quando comparada com demais grupos avaliados nesse

estudo.

Macro6fagos sdo importantes no controle da inflamacgéo, pois podem mudar seu perfil
inflamatorio de acordo com o microambiente em que se encontram, e as CTMSs possuem efeito
imunorregulador sobre esse fendtipo, sendo capazes de atenuar a produgéo de IL-1B, TNF-a e
IL-6, e estimular a sintese de citocinas anti-inflamatdria, como IL-10, e 0 TGF-§ (BERNARDO
e, FIBBE, 2013; MANTOVANI, et al., 2013; VARELLA e FORTE, 2001). Adicionalmente,
em concordancia com nossos achados, a literatura relata que CTMs sdo capazes de promover o
fenotipo M2 nos macréfagos (EGGENHOFER e HOOGDUIJN, 2012).

As células imunes sdo capazes de reconhecer patdgenos, por meio dos Receptores de
Reconhecimento de Padrdes (PRR) que detectam os PAMP, como o LPS de bactérias Gram-
negativas. Assim, quando macréfagos séo ativados por LPS, além de liberagao de citocinas pro-

inflamatoria, ocorre a sintese de IL-10, seguido de inducdo da ativacdo sustentada pelo
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transdutor de sinal e ativador da transcricdo STAT-3, é também realizado 0 mecanismo de
feedback negativo, de forma a regular a resposta inflamatdria (ALDAPA-VEGA, et al., 2016;
BARIONI, et al., 2013; BODE, et.al., 2012; MURDOCK e NUNEZ, 2016).

Desse modo, 0 uso de LPS neste estudo é de suma importancia pois o LPS € uma
molécula altamente imunogénica encontrada na membrana externa de bactérias gram-
negativas, sendo reconhecida por receptores do tipo Toll, que uma vez ativados culminam com
a ativacdo de fatores de transcricdo, como por exemplo, o NF-kB (BARIONI, et al., 2013;
AKIRA e TAKEDA, 2004; ALDAPA-VEGA, et al., 2016; MALDONADO et.al., 2016;
MURDOCK e NUNEZ, 2016). Fator de transcricao esse, o principal regulador da expressao de
varios genes envolvidos na inflamacéo, resposta imune e apoptose, bem como a possibilidade
de sua ativacdo estar envolvida também na resposta ao estresse, pois € espontaneamente
encontrado ativado por diversos estimulos (YAMAMOTO e GAYNOR, 2004). Em relacédo aos
nossos achados, foi observado que a Delfinidina foi capaz de atenuar a expressao da relagao p-
NF-«B/NF-«xB pelas CTMs. Semelhantemente, esses resultados também foram observados na
avaliacdo do fator de transcricdo NF-xB pelos macréfagos, onde foi observado diminuicao de
sua expressao. Que vai de acordo com outros estudos onde a Delfinidina atenua a expressao do
fatores de transcricdo NF-kB sobre algumas células, como endoteliais e condrécitos (CHEN, et
al., 2011; LEE et al., 2020).

Em contraste com os fatores de transcri¢do de acdo pré-inflamatoria, temos o fator de
transcricdo STAT-3, que se mantém de forma inativa no citoplasma de células ndo estimuladas,
e sua ativacdo € mediada pelo ativador JAK1 (VILLARINO, et al., 2015). Todavia neste estudo
ndo obtivemos diferencas em sua expressdo na expressao, em ambas células. E a STAT-3 € um
fator de transcricdo que possui acetilacao reversivel que afeta a familia do NF-xB, tendo entéo,
0 papel de modular o efeito de NF-kB em resposta a inflamagdo e produgdo de citocinas
envolvidas no processo, aumentando principalmente citocinas anti-inflamatéria como 1L-10
(CHEN, et al., 2011; DAVERI et al., 2018; GRIVENNIKOV e KARIN, 2010).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a Delfinidina aumentou a capacidade imunorregulatéria

da Célula-Tronco Mesenquimal sob os macrofagos, célula esta, importante na imunidade inata.
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6. 13% Congresso de Inidacdo Cientifica e 122 Amostra da Pds Graduacdo. 2015, (Congresso).

7. 1SIMPOSIO ACADEMICO DE TIREQIDE DO ESTADO DE SEO PAULO LO. 2015, (Simpdsio).

B. X(XI Semana académica de Biomedicina - UNISA. 2015. (Outra).

1. MEVES, B. R. 0..II Ciclo de Palestra da FisioTox, 2021, (Qutra).

2. NEVES, B. R. 0.. Cido de Palestras FisioTox. 2020. (Outro).

3. NEVES, B. R. 0.. 1V Ciclo de palestras sobre Drogas e IST's. 2019, (Outro).

4. NEVES, B. R. 0.; Cruz, M. L. . 19° Congresso de Iniciagdo Cientifica, 13@ Mostra de Pds-Graduagdo e 22 encontro PIBID. 2016. (Congresso).
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