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RESUMO

Desordens neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, lesdo medular
espinhal e acidente vascular cerebral, sdo comumente relacionadas a producao
intensa de estresse oxidativo. Apos insulto ao sistema nervoso central (SNC), ocorre
reatividade astrocitaria, o que resulta em aumento da inflamacdo e
neurodegeneracao, amplificando a les&o e/ou limitando o sucesso da recuperagao.
Atualmente, tratamentos eficientes que interrompem o processo degenerativo néo
estdo disponiveis. Nesse contexto, terapias livres de células utilizando o meio
condicionado (MC) que contém o secretoma de células estromais mesenquimais
(CEM) tém apresentado resultados pré-clinicos satisfatorios. Sendo assim,
compreender 0os mecanismos celulares e moleculares dos efeitos do meio
condicionado de CEM (MC-CEM) sobre a astroglia € imprescindivel para propor
novas estratégias terapéuticas. Este estudo teve como objetivo inicial identificar, por
meio de revisdo de literatura, os fatores paracrinos presentes no MC-CEM
possivelmente implicados na regulagao do estresse oxidativo, neuroprotecao e
neurorregeneragao. Em segundo lugar, este trabalho objetivou revisar os estudos
disponiveis na literatura que investigaram os efeitos biolégicos do MC-CEM
humanas na producdo de estresse oxidativo em astrocitos. A primeira analise
mostrou que o MC, independentemente da fonte tecidual de CEM, contém uma
variedade de fatores bioativos, como a catalase, peroxirredoxinas e superoéxido
dismutases, fatores-chave na regulagcdo redox. Além disso, esta investigagao
revelou outras proteinas importantes secretadas por CEM, incluindo a tiorredoxina,
proteinas de choque térmico, fator de crescimento do nervo, neuropilina 2 e proteina
1 soluvel em acido cerebral envolvidas na protecdo do SNC e/ou no controle do
estresse oxidativo. Por fim, esta analise demonstrou que as CEM secretam mRNAs
e microRNAs responsaveis pela neuroprotecdo e neurorregeneragao. Na segunda
parte deste trabalho, estudos relataram que o MC-CEM protegeu os astrocitos do
estresse oxidativo, reduzindo a peroxidagao lipidica, nitragdo de proteinas, danos ao
DNA e a expressao de genes que contribuem para a produgcdo de agentes
oxidantes; e aumentou os niveis de superoxido dismutase e glutationa peroxidase,
bem como melhorou a viabilidade celular, proliferagcéo e cicatrizagdo. Além disso, o
MC-CEM foi capaz de regular os niveis de Ca?*, proteger estruturas mitocondriais,
bloquear a gliose reativa e reduzir a inflamagdo. Em conjunto, os estudos
demonstraram que as CEM secretam uma grande diversidade de fatores envolvidos
na neuroprotecdo e neurorregeneragao atuando através do controle do estresse
oxidativo e que o MC-CEM apresenta potenciais efeitos terapéuticos em astrocitos.
Portanto, esse tipo de terapia livre de células pode ser considerada uma ferramenta
promissora para a medicina regenerativa

Palavras-chave: Doencgas neurodegenerativas. Astrécitos. Células-tronco. Dano
oxidativo. Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

Neurodegenerative disorders, including Alzheimer's disease, spinal cord injury, and
stroke, are commonly related to intense oxidative stress production. After an insult to
the central nervous system (CNS), astrocytic reactivity can increase inflammation
and neurodegeneration, amplifying the lesion and/or limiting the success of recovery.
Currently, efficient treatments to interrupt the degenerative process are not available.
In this context, cell-free therapies using the conditioned medium (CM) that contains
the secretome of mesenchymal stem cells (MSC) have shown satisfactory results.
Therefore, comprehending the cellular and molecular mechanisms of MSC
conditioned medium (MSC-CM) effects on the astroglia is imperative for proposing
new therapeutic strategies. This work first aimed to identify, through literature review,
the paracrine factors present in the MSC-CM possibly implicated in oxidative stress
regulation, neuroprotection and neuroregeneration. Secondly, we aimed to review the
available studies that investigated the biological effects of human MSC-CM on the
oxidative stress production in astrocytes. The first analysis revealed that the MSC-
CM, independently of the MSC tissue source, presents a variety of antioxidant
enzymes, such as catalase, peroxiredoxins, and superoxide dismutase that are key
factors in redox regulation. Moreover, this investigation showed others important
proteins secreted by MSC, including thioredoxin, heat shock proteins, nerve growth
factor, neuropilin 2, and brain acid soluble protein 1 involved in CNS protection
and/or oxidative stress balance. In addition, this analysis demonstrated that MSC
secrete mMRNAs and microRNAs responsible for neuroprotection and
neuroregeneration. In the second part of this work, studies reported that the MSC-
CM protected astrocytes from oxidative stress, reducing lipid peroxidation, protein
nitration, DNA damage, and the expression of genes that contribute to oxidant
production; and increased the levels of superoxide dismutase and glutathione
peroxidase as well as improved cell viability, proliferation, and wound closure. In
addition, the MSC-CM has been shown to be able to regulate Ca®" levels, protect
mitochondrial structures, block reactive gliosis, and reduce inflammation. In
conclusion, the studies have shown that MSC secrete a wide range of factors
involved in neuroprotection and neuroregeneration, able to control oxidative stress
and that MSC-CM has potential therapeutic effects on astrocytes. Therefore, this
type of cell-free therapy can be considered a promising tool for regenerative
medicine.

Keywords: Neurodegenerative diseases. Astrocytes. Stem cells. Oxidative damage.
Antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO

As desordens neurologicas incluem lesbes no sistema nervoso central
(SNC), assim como doengas neurodegenerativas, por exemplo, as doengas de
Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotrofica (XU et al., 2021).
Esses disturbios possuem diferentes etiologias, sintomatologias e fisiopatologias.
Sendo assim, sao desordens desafiadoras que compartilham caracteristicas como a
baixa capacidade regenerativa intrinseca do SNC adulto, excitotoxicidade,
neuroinflamacédo e disfungdo mitocondrial (DINKOVA-KOSTOVA; KOSTOV;,
KAZANTSEV, 2018; FEHILY; FITZGERALD, 2017; FRATI et al., 2017; PINHO et al.,
2020; SINGH et al., 2019). Considerando que esses processos geram estresse
oxidativo (FEHILY; FITZGERALD, 2017; NG; LEE, 2019), a regulacdo dos niveis de
agentes oxidantes é essencial em disturbios neuroldgicos (ANGELOVA; ABRAMQV,
2018). O autorreparo do SNC pode ocorrer, porém € limitado e dependente da agao
de uma pequena populacdo de células-tronco neurais. Devido ao numero limitado
dessas células, a neurorregeneracéo é prejudicada (PINHO et al., 2020).

Os neurbnios foram considerados por muito tempo como a principal
populacao celular do SNC, no entanto, nas ultimas décadas os astrécitos ganharam
maior visibilidade devido as descobertas de suas diversas fungdes (DOKALIS;
PRINZ, 2018). A astroglia desempenha um papel importante na manutengao da
homeostase do SNC (TRENTIN, 2006), sendo capaz de remover e catabolizar
neurotransmissores, transportar ions e protons e, eliminar ERO (LIU;
TESCHEMACHER; KASPAROV, 2017). No entanto, sob estresse exacerbado,
essas ceélulas exibem reatividade astrocitaria, ou seja, sofrem mudancgas
morfolégicas (FAIDEAU et al., 2010) e secretam uma grande variedade de
moléculas para o meio extracelular, incluindo quimiocinas e citocinas pro-
inflamatoérias. Em conjunto, esses processos podem limitar o sucesso da
recuperacao em desordens neuroldgicas e resultar em aumento da inflamacgao local
e neurodegeneracgao (PHATNANI; MANIATIS, 2015).

Atualmente, ndo existem terapias que param ou revertem O processo
degenerativo ou que promovem regeneragao tecidual funcional para doencas e
lesdes no SNC. Poucos tratamentos estdo disponiveis e, mesmo nesses casos, 0
beneficio terapéutico é limitado (DINKOVA-KOSTOVA; KOSTOV; KAZANTSEV,
2018; NG; LEE, 2019).
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Terapias baseadas em células estromais mesenquimais (CEM) estao
despertando um interesse extraordinario para regeneragdo do SNC (STAFF;
JONES; SINGER, 2019). Recentemente, estudos tém demonstrado que as CEM
estdo associadas a fungdes basicas como proliferagédo, diferenciagdo, angiogénese
e regulacdo de processos inflamatérios (CAPLAN et al., 2021; COSTA et al., 2021,
DELBEN et al., 2021; ZOMER et al., 2020). Além disso, desempenham um papel
importante na manutencéo de niveis basais de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(HOU et al., 2020; JIANG et al., 2020; OTERO-ORTEGA et al., 2019; STAVELY;
NURGALI, 2020). O estado de redugéo-oxidagdo (redox) de um organismo é
responsavel por regular mecanismos fisiolégicos e fisiopatoldogicos na biologia
celular (SIES; JONES, 2020). Neste sentido, as CEM sao capazes de regular o
equilibrio redox no microambiente através de acgdes antioxidantes observadas em
varios modelos de doencas, incluindo disturbios do SNC, como lesbdes na retina,
lesdo isquémica do cérebro e lesdo traumatica na coluna; assim como nas doengas
de Parkinson e Alzheimer (CHANG et al., 2019, 2018; HOU et al., 2020; JIANG et
al., 2020; OTERO-ORTEGA et al., 2019; STAVELY; NURGALI, 2020).

As CEM produzem e secretam diversos fatores bioativos, sendo o conjunto
dessas moléculas conhecido como secretoma ou meio condicionado (MC)
(HARRELL et al., 2020; MITCHELL et al., 2019; PIRES et al., 2016), composto por
uma grande variedade de proteinas e RNAs, que podem apresentar propriedades
terapéuticas (RIBEIRO et al., 2012). Devido a sua composi¢ao complexa, o MC de
CEM (MC-CEM) tem despertado a atengao de pesquisadores que buscam identificar
seus componentes para compreender seus mecanismos de agao que ainda nao sao
completamente entendidos (NIADA et al., 2021; PINHO et al., 2020). A definicdo da
composicao bioquimica do secretoma responsavel pelas acdes terapéuticas auxilia a
elucidar as vias celulares e moleculares afetadas pelo tratamento com o MC e
entender seus efeitos no tecido/orgao alvo (PRAVEEN et al., 2019).

A utilizacdo terapéutica do MC-CEM demonstrou efeitos positivos
(diminuindo o estresse oxidativo em neurdnios (CHANG et al., 2019; WEN et al.,
2020), reduzindo inflamacao, apoptose e dano cerebral (CHANG et al., 2019) e
suprimindo a ativagao neurotéxica da microglia e astrocitos (JIANG et al., 2020)) em
diferentes desordens neuroldgicas, incluindo acidente vascular cerebral (AVC)
(D’ANGELO; CIMINI; CASTELLI, 2020; WEN et al., 2020), sepse (CHANG et al.,
2019) e lesao medular espinhal (JIANG et al., 2020). Considerando a relevancia da
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atividade astrocitaria em estado de doenca (PHATNANI; MANIATIS, 2015) e do
equilibrio redox em desordens neurolégicas (RIZOR et al., 2019), investigagdes que
permitem avaliar os efeitos do MC-CEM sobre o estresse oxidativo em astrdcitos sdo
indispensaveis. O conhecimento sobre a composicao do secretoma de CEM e sobre
seus mecanismos de acao traz avangos cientificos que permitirdo futuramente sua
utilizacdo de forma segura como uma estratégia terapéutica para o tratamento de
desordens do SNC, assim como para outras patologias que possuem opgoes
limitadas de tratamento (PRAVEEN et al., 2019; PINHO et al., 2020).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DESORDENS NEURODEGENERATIVAS

O sistema nervoso (SN) é classificado como o centro de comando do corpo
humano (XU et al., 2021). Desordens neurodegenerativas também conhecidas como
desordens neurolégicas sdo um grupo heterogéneo de disturbios caracterizados
pela perda progressiva da estrutura e fungao de células neuronais no encéfalo e na
medula espinhal (KAHROBA et al., 2021). Dessa forma, falhas ou danos causados a
esse sistema podem rapidamente resultar em disfuncao fisiolégica (XU et al., 2021).

A etiologia das desordens neurodegenerativas ainda ndo foi completamente
elucidada, contudo alguns pesquisadores consideram que o estresse oxidativo pode
ser o principal protagonista para o estabelecimento desse tipo de desordem (RIZOR
et al., 2019; SINGH et al., 2019; KAHROBA et al., 2021; MERELLI et al., 2021). A
exposi¢cao de células neurais a altos niveis de agentes oxidantes pode resultar em
danos irreparaveis ao DNA e as fun¢des mitocondriais cujos prejuizos levam a morte
celular (KAHROBA et al., 2021). Além do importante papel do estresse oxidativo
para a evolugdo da neurodegeneragao, outros mecanismos essenciais contribuem
para o progresso desse processo, incluindo excitotoxicidade, neuroinflamacéo,
transporte axonal prejudicado, agregacdo de proteinas, estresse no reticulo
endoplasmatico, disfungdo mitocondrial e processamento anormal de RNA (DE
MUNTER et al., 2020).

As desordens neurologicas podem ser divididas em duas categorias: aguda
e cronica. A primeira, que inclui lesdo medular espinhal, acidente vascular cerebral e
lesdo cerebral traumatica, ocorre de forma abrupta, geralmente resultando em morte
celular localizada (KAHROBA et al., 2021). A neurodegeneracao crbnica esta
presente nas doencas de Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral
amiotréfica (XU et al., 2021). Este tipo de degeneracao se desenvolve durante um
longo periodo ocasionando perda de neurbnios especificos ou de modo
generalizado (KAHROBA et al., 2021). Além disso, a degeneracao do SN pode ser
causada por infecgdes e tumores (XU et al., 2021).

A neurodegeneracao aguda geralmente tem inicio apds traumas mecanicos,
incluindo quedas, acidentes de transitos ou acidentes relacionados a pratica de
esportes, gerando lesdo medular (YAMAZAKI et al., 2020) ou cerebral (NG; LEE,
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2019). Pode, também, ter origem vascular. O AVC isquémico, por exemplo, €&
causado pela diminui¢do ou interrupgao do fluxo sanguineo para o encéfalo, o que
ocorre devido ao bloqueio de artérias, resultando em danos irreversiveis devido a
privacdo de oxigénio e aumento da inflamagdo no local (FORRO et al., 2021).
Independentemente do tipo de insulto, a neurodegeneragdo aguda é classificada em
lesdo primaria que ocorre durante o insulto inicial e, lesdo secundaria que se
desenvolve apods o insulto e inclui aumento da inflamagdo e estresse oxidativo,
disfungdo mitocondrial e apoptose neuronal (NG; LEE, 2019; XU et al., 2021). A
cascata de eventos bioquimicos, celulares e fisiolégicos que ocorre durante a lesdo
primaria geralmente se estende para danos secundarios que podem se prolongar
por anos (XU et al., 2021).

A degeneragao cronica do SN, em oposi¢cdo a aguda, se desenvolve
lentamente e pode se manter assintomatica por algum tempo, apresentando ou néo
depodsitos de proteinas anormais. A doenca de Alzheimer é a desordem
neurodegenerativa mais prevalente atualmente, caracterizada inicialmente pela
perda de memoaria, porém durante sua progressao, podem ocorrer falhas cognitivas.
Nessa patologia ocorre a deposigao intracelular da proteina tau e acumulagéo de
peptideos beta-amildides (AB) que formam placas na vasculatura e parénquima
cerebral (NIRZHOR; KHAN; NEELOTPOL, 2018; XU et al., 2021). A doenca de
Parkinson € a segunda desordem neurolégica mais comum e possui caracteristicas
que incluem a deterioragcéo progressiva de fungées motoras e a perda de neurénios
dopaminérgicos na substancia negra do SN. Essa patologia também apresenta
acumulagdo proteica: os agregados da proteina a-sinucleina podem formar
estruturas chamadas corpos de Lewy em tecidos cerebrais, contribuindo para a
progressdo da doenca (CHANG et al., 2018; XU et al., 2021). A doenga de
Huntington é uma desordem neurodegenerativa autossébmica dominante que
prejudica fungdes motoras e cognitivas. Assim como as doengas citadas
anteriormente, essa patologia também € caracterizada pela deposi¢céo proteica,
neste caso, ocorre a agregacao da proteina huntingtina (XU et al.,, 2021). A
esclerose lateral amiotrofica € outra doenca neurodegenerativa crénica que se
caracteriza pela morte progressiva de neurbnios motores do corno anterior do
encéfalo e medula espinhal, gerando atrofia muscular, fraqueza e, por fim, falha
respiratéria (ISLAM, 2017).
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A restricdo de processos neurorregenerativos, assim como a indugao
inadequada da neurogénese estdo associadas a deficiéncias em fungdes cognitivas
e motoras em desordens neurolégicas (KAHROBA et al., 2021). O autorreparo do
SNC ocorre pela agdo de uma pequena populacao de células-tronco neurais sendo
limitado pelo baixo numero dessas células. Sendo assim a neurorregeneragao é
prejudicada (PINHO et al., 2020). Apesar dos avangos médicos para o controle
sintomatico dessas doencas, o que envolve melhoria na qualidade de vida e
aumento da sobrevida, as terapias atualmente disponiveis atuam apenas em poucos
mecanismos neuropatoldgicos, somente retardando a progressao da morte neuronal
por alguns meses (STAFF; JONES; SINGER, 2019). Dessa forma, novas estratégias
precisam ser desenvolvidas para englobar toda a complexidade das desordens
neurodegenerativas, com o objetivo de alcangar mecanismos mais importantes
durante a progressao das patologias e obter melhor recuperacao funcional do SN
(VENERUSO et al., 2019).

1.2 ASTROCITOS: HETEROGENEIDADE MOLECULAR E FUNCIONAL NO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os astrocitos sdo uma classe de células neurais, também denominadas
astroglia, de origem ectodérmica e neuroepitelial. Sdo muito heterogéneos em forma
e funcéo e apresentam grande plasticidade adaptativa, caracteristica que intensifica
sua relevancia, especialmente em processos como desenvolvimento, patologias,
traumas e envelhecimento (VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018). Apesar dos
neurdnios serem considerados os protagonistas do SNC, nas ultimas décadas a
astroglia ganhou visibilidade devido as descobertas de suas diversas funcdes
(DOKALIS; PRINZ, 2018). Os astrocitos estdo integrados as redes neurais e
controlam a homeostase do SNC desde o nivel molecular até o 6rgdo completo
(VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018), desempenhando fung¢des-chave na
atividade cerebral (JHA, M. K. et al., 2018; TRENTIN, 2006)

A astroglia é capaz de manter a homeostase molecular do SNC removendo
e catabolizando neurotransmissores, transportando ions e protons e, eliminando
ERO (LIU; TESCHEMACHER; KASPAROV, 2017). Essas células também
sustentam a neurotransmissdo pelo fornecimento de precursores de

neurotransmissores aos neurbnios e controlam a homeostase celular por meio da
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neurogénese embriondria e adulta. Além disso, regulam a homeostase metabdlica
através da sintese de glicogénio, fornecendo substratos energéticos aos neurdnios.
O estabelecimento da citoarquitetura da substancia cinzenta também é uma das
funcbes dos astrécitos, os quais formam contatos com a vasculatura por meio de
ldaminas gliais e pés vasculares em todas as superficies do cérebro. Os chamados
pés astrocitarios envolvem toda a vasculatura, liberando substancias vasoativas e
contribuindo para a hiperemia funcional. Essa populagdo celular ainda controla a
barreira hematoencefalica e atua como quimiossensor, sustentando a homeostase
sistémica por meio da regulagdo do balango energético, concentragao de sodio e pH
sanguineo (JHA, M. K. et al., 2018; JUNG; CHUNG, 2018; NIRZHOR; KHAN;
NEELOTPOL, 2018; PEKNY et al., 2019; REVUELTA et al., 2019; VERKHRATSKY;
NEDERGAARD, 2018).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém reconhecido que os astrocitos
exibem diferencas moleculares, estruturais e funcionais no SNC saudavel e em
resposta a insultos (BHATIA et al., 2019; BURDA; BERNSTEIN; SOFRONIEW,
2016; LIU; TESCHEMACHER; KASPAROV, 2017). Assim sendo, essas células tém
sido identificadas como um elemento primario em diversos disturbios neurolégicos,
incluindo as doengas de Parkinson, Alzheimer, Huntington, esclerose multipla e
doencgas de prion (revisado por REID; KUIPERS, 2021). Sua ativagao excessiva,
também conhecida como reatividade astrocitaria ou astrocitose/astrogliose reativa,
ocorre em contexto pré-inflamatoério, onde acontecem mudangas na homeostase do
SNC como por exemplo, em condi¢gdes patoldgicas, incluindo lesdes cerebrais
traumaticas, acidente vascular cerebral e doengas neurodegenerativas (JHA, M. K.
et al., 2019; LIU; TESCHEMACHER; KASPAROV, 2017).

Astrdcitos ativos (reativos) podem sofrer mudangas morfolégicas, incluindo o
aumento do corpo celular (somata), alargamento de seus processos e diminuicdo da
quantidade dos processos mais finos (FAIDEAU et al., 2010). Também secretam
uma grande variedade de moléculas extracelulares, incluindo fatores neurotroficos,
quimiocinas e citocinas. Esses fatores bioativos podem exercer fungdes
neuroprotetoras através da modulagado de processos inflamatérios, aumentando a
expressao de interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento transformador beta
(TGF-B), por exemplo. Por outro lado, a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias
como a interleucina 1 beta (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
aumentam a neuroinflamagao, intensificando a neurotoxicidade (PHATNANI;
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MANIATIS, 2015; RAJAN et al., 2017). Devido a heterogeneidade molecular de
astrocitos reativos em processos inflamatorios, foi proposta uma nova nomenclatura
baseada nos diferentes perfis fenotipicos apresentados pela astroglia reativa. Os
astrocitos foram classificados em A1 (células prejudiciais/reativas) ou A2 (células
benéficas/nao reativas) (LIU; TESCHEMACHER; KASPAROV, 2017).

Os astrocitos A1 sao incapazes de promover a sobrevivéncia e o
crescimento neuronal, regulam positivamente a expressdo de genes relacionados a
destruicdo de sinapses e liberam neurotoxinas, que podem induzir apoptose em
oligodendrdcitos e neurbnios. Além disso, a regulagdo positiva de genes pro-
inflamatérios que ocorre em astrocitos reativos pode resultar em alteragdes
morfoldgicas, incluindo hipertrofia, gliose, atrofia e astenia; assim como na sintese e
liberacdo anormal de neurotransmissores e perda de fungdes homeostaticas. Essas
particularidades sdo marcas comuns de desordens neurodegenerativas (JHA, M. K.
et al., 2018, 2019) que podem limitar o sucesso da recuperagdo (DOKALIS; PRINZ,
2018). Por outro lado, o fendtipo A2 pode regular positivamente a expresséo de
fatores neurotroéficos (JHA et al., 2019), promovendo o crescimento e sobrevivéncia
de neurbnios, montagem de sinapses, além de auxiliar na fagocitose (LANA et al.,
2021).

Processos de excitotoxicidade, neuroinflamagcao e disfuncdo mitocondrial
sdo caracteristicas comuns de insultos no SNC (FEHILY; FITZGERALD, 2017; NG;
LEE, 2019). Grande parte da toxicidade é gerada pelo glutamato, um
neurotransmissor excitatorio, que se encontra em excesso e super estimulado no
ambiente extracelular durante processos patolégicos (LIU; TESCHEMACHER;
KASPAROV, 2017; VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018). Grandes quantidades
de glutamato no espago extracelular geram influxo de calcio (Ca®") em astrocitos.
Eventos subsequentes resultam em maior liberacdo de moléculas sinalizadoras
excitatérias, potencializando a excitotoxicidade e, por fim, ativando vias apoptéticas
(BREKKE et al., 2017; FRATI et al., 2017). A astroglia é responsavel pela retirada de
85% a 95% do glutamato extracelular. Contudo, astrdcitos reativos possuem menor
capacidade de captura (LIU; TESCHEMACHER; KASPAROV, 2017,
VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018).

A neuroinflamacado ocorre em contextos patologicos devido a ativacdo da

microglia e astroglia e, infiltragao de células imunes periféricas, incluindo macréfagos
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e neutrofilos (JHA et al., 2019; KARVE; TAYLOR; CRACK, 2016; REVUELTA et al.,
2019). Os processos fisioldgicos dos astrocitos sdo comprometidos durante reagdes
inflamatdrias, como por exemplo, mediadores pro-inflamatérios derivados da
microglia podem impedir a metabolizagdo do glutamato, comumente realizada pela
astroglia (JHA et al., 2019). Além disso, disturbios neurologicos também sao
acompanhados de disfungdo mitocondrial (SINGH et al., 2019). Muitos genes
associados a doenca de Parkinson, ataxias e esclerose lateral amiotréfica estdo
ligados a mitocondria, inibindo sua fungdo (ANGELOVA; ABRAMOV, 2018). Ainda, a
disfungdo mitocondrial em astrécitos também tem sido observada na doenga de
Huntington (PHATNANI; MANIATIS, 2015). Considerando que o progresso dos
processos de excitotoxicidade, neuroinflamacao e disfuncido mitocondrial aumentam
a producdo de agentes oxidantes, a regulagdo do estresse oxidativo em desordens
neurolégicas € indispensavel (ANGELOVA; ABRAMOV, 2018; FEHILY;
FITZGERALD, 2017; NG; LEE, 2019).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio molecular possui papel crucial na biologia e é essencial para o
funcionamento celular apropriado e para a vida da grande maioria dos organismos.
Em processos fisiologicos a redugdo metabdlica univalente dessa molécula gera
subprodutos denominados ERO, este termo inclui radicais de oxigénio, assim como
componentes nao radicalares que podem ser convertidos em espécies radicais
(SINGH et al., 2019). ERO sao moléculas essenciais em diversos processos
fisiologicos incluindo proliferagao, diferenciagcédo e migragao celular e defesa contra
patégenos infecciosos. Contudo, as respostas celulares dependentes dessas
moléculas diferem a medida que seus niveis variam (Figura 1). Assim, a
denominacéao utilizada para descrever a presenga de concentragdes basais de ERO
que desempenham um papel fundamental para a preservacdo da homeostase
celular é eustresse oxidativo. Enquanto a redugcao ou aumento excessivo de ERO
resulta em distresse oxidativo (SIES; JONES, 2020). O termo distresse oxidativo
descreve a falta de equilibrio redox entre defesas antioxidantes e formacao de
agentes estressores (BELARBI et al., 2017; SIES; JONES, 2020). Este desbalanco
resulta em efeitos deletérios para biomoléculas e consequentemente para células e
tecidos (SINGH et al., 2019).
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Figura 1 - Variagbes em respostas celulares dependentes dos niveis de estresse
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Niveis fisiologicos de estresse oxidativo estdo associados ao desenvolvimento normal de neurbnios,
favorecendo o crescimento e regeneracdo de axbnios apds lesdo (eustresse oxidativo). Altas
concentracbes de estresse oxidativo (acima dos niveis fisiolégicos) e deficiéncia no sistema
antioxidante causam degeneragdo neuronal. Concentragbes muito baixas de ERO e altas
concentracdes de enzimas antioxidantes bloqueiam o crescimento e regeneragao de axénios, assim
como o desenvolvimento de neurdnios (distresse oxidativo). Fonte: adaptado de SIES; JONES
(2020).

O distresse oxidativo causa ativacdo de vias metabdlicas, bioquimicas e
funcionais (CHENG et al., 2019). Altas taxas metabdlicas e demandas energéticas
exigem fungdo mitocondrial aumentada (ISLAM, 2017), sendo que as mitocondrias
sao as principais fontes de peréxido de hidrogénio (H205) intracelular (SIES; JONES,
2020). Em condigoes fisioldgicas normais essas organelas produzem cerca de 1-5%
de ERO (ISLAM, 2017). Nessa circunstancia, o equilibrio redox € mantido na matriz
mitocondrial pelo sistema antioxidante (ANGELOVA; ABRAMOV, 2018). Todavia, o

aumento de estresse oxidativo causa disfungdo mitocondrial, gerando mutag¢des no
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seu DNA, assim como desequilibrio na homeostase do calcio, aumento da
permeabilidade de membrana, oxidacdo de lipidios e carbonilagdo de proteinas
mitocondriais (SINGH et al., 2019). Por fim, o distresse oxidativo gerado causa
disfungdo celular e, muitas vezes pode ativar vias de apoptose (FEHILY;
FITZGERALD, 2017).

O SN possui menor capacidade de regeneracéo celular quando comparado
a outros 6rgaos e, geralmente, encontra-se metabolicamente superativo. Assim, € o
ambiente mais suscetivel ao distresse oxidativo (Figura 2) (ISLAM, 2017). Em
estados de doencga, a regulagdo positiva da inflamagdo no SNC gera ERO
(MERELLI et al.,, 2021). Interessantemente, o aumento na produgdo dessas
moléculas pode estimular a transcricdo de genes pro-inflamatorios, assim como a
liberagdo de citocinas, incluindo as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e TNF-a e
quimiocinas que contribuem para o aumento da neuroinflamacéo. Neste cenario,
astrocitos e microglia sao ativados, participando na produgdo de maiores
quantidades de ERO (ISLAM, 2017) e, causando desequilibrio das defesas
antioxidantes enddgenas. Em conjunto, esses fatores podem comprometer a

neurorregeneragao (CHENG et al., 2019).

Figura 2 - SNC saudavel e em estado de desordens neuroldgicas: desequilibrio da

homeostase decorrente da produgao excessiva de estresse oxidativo
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Processos inflamatérios comuns em desordens neurolégicas aumentam os niveis de mediadores pro-
inflamatérios através da ativagdo da microglia, gerando reatividade astrocitaria, distresse oxidativo,
disfungdo mitocondrial, influxo de calcio e falha na recaptura de glutamato, causando
excitotoxicidade. Em conjunto, esses processos podem resultar em neurodegeneragao. SNC: sistema

nervoso central. Fonte: elaborada pela autora em https://mindthegraph.com/ (2021).

A superproducdo de ERO e a desregulagdo do sistema antioxidante estédo
envolvidas em diversas patologias (ANGELOVA; ABRAMOV, 2018). O estresse
oxidativo acima de niveis fisiolégicos € caracterizado nas doengas de Alzheimer e
Parkinson, assim como em lesdes neurais causadas por trauma, infeccdo ou
isquemia (BELARBI et al., 2017; HOU et al., 2020; NIRZHOR; KHAN; NEELOTPOL,
2018; STAVELY; NURGALI, 2020). As ERO envolvidas em processos

neurodegenerativos incluem o anion superoxido (O»--), radical hidroxil (-OH) e H20,

(MERELLI et al., 2021; SINGH et al., 2019), geradas por fontes enddgenas e
exégenas. As principais fontes intracelulares enzimaticas sdo a cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial e as NADPH oxidases transmembrana
(NOX), além de outras oxidases e superoxido dismutases (SOD). As ERO também
podem ser formadas a partir de exposicdo cumulativa a diversos nutrientes, drogas,
produtos quimicos, radiagao e estressores psicoldgicos decorrentes do estilo de vida
do individuo (SIES; JONES, 2020). Contudo, em processos neurodegenerativos e
lesdes no SNC a formacdo de ERO é substancialmente endégena (ANGELOVA;
ABRAMOV, 2018; FRATI et al., 2017).

Muitos processos neurodegenerativos, incluindo as doengas de Alzheimer,
Parkinson e Huntington e a doenga de neurbénio motor compartilham diversas
caracteristicas comuns como a producado de proteinas mal enoveladas. Agregados
anormais das proteinas beta-amiléide, tau, a-sinucleina e huntingtina inibem a
funcdo mitocondrial e aumentam o estresse oxidativo, resultando em perda neuronal
(ANGELOVA; ABRAMQV, 2018). O estresse oxidativo também esta presente em
pacientes que sofreram AVC, especialmente devido a processos inflamatorios e
reperfusdao (JAYARAJ et al., 2019). Ja os neurotraumas, incluindo traumatismo
craniano e lesao na medula espinal causam danos a axénios, gerando desregulagao
do metabolismo do calcio. Nestas condi¢gdes ocorre aumento do influxo celular dessa
molécula que se acumula no citoplasma e, por fim, & sequestrada pelas

mitocdndrias, promovendo aumento na producao de ERO (FRATI et al., 2017).
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Para manter o equilibrio redox e prevenir a produgdo excessiva de
oxidantes, as células contam com uma gama de antioxidantes enzimaticos, incluindo
a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), SOD e pequenos antioxidantes nao
enzimaticos, como a glutationa (GSH) (STAVELY; NURGALI, 2020). Contudo, o
ambiente excessivamente oxidado causa deplecdo de muitas enzimas antioxidantes,
aumentando a neurodegeneragcdo devido a oxidagdo constante de moléculas
essenciais para a atividade funcional das células neurais (ANGELOVA; ABRAMOV,
2018; RIZOR et al., 2019). Sendo assim, a literatura descreve o uso de produtos de
oxidacdo, incluindo o malondialdeido, 4-hidroxinonenal, peroxidagao lipidica e
nitragdo proteica como biomarcadores em algumas desordens neuroldgicas. A
producao desses compostos € uma caracteristica comum em diversos insultos no
SNC, o que demonstra a relevancia da regulacdo do estresse oxidativo em
processos neurodegenerativos (ANGELOVA; ABRAMQOV, 2018).

Alguns estudos tém se dedicado em desenvolver terapias baseadas em
antioxidantes que eficientemente reduzem o estresse oxidativo, controlando os
danos causados ao SNC em desordens neurolégicas (CAGLAYAN et al., 2019;
YANG et al.,, 2019). Contudo, tratamentos que utilizam antioxidantes exdgenos
encontram alguns obstaculos, a maioria desses compostos possuem limitagdes de
permeabilidade, sendo incapazes de cruzar a barreira hematoencefalica (SINGH et
al., 2019). Dessa forma, muitos testes em nivel clinico que utilizaram essa
abordagem falharam no tratamento dessas doengcas (ANGELOVA; ABRAMOV,
2018). Um estudo em humanos mostrou que as vitaminas E e C nao sido capazes de
reduzir o risco de AVC isquémico, assim como nao aumentam a recuperagao

funcional de pacientes nessa condicao (JAYARAJ et al., 2019).

1.4 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Células-tronco mesenquimais, também referidas como células estromais
mesenquimais, sao multipotentes e de linhagem nao hematopoiética (MISHRA et al.,
2020). O termo célula estromal mesenquimal foi cunhado por Arnold |I. Caplan em
1991 devido a sua capacidade de se diferenciar em tipos celulares do tecido
conjuntivo em diversos érgaos (CAPLAN, 1991). Contudo, em 2010, o mesmo autor
propds modificar a nomenclatura para células de sinalizagcdo medicinal devido aos

efeitos terapéuticos provenientes de fatores bioativos secretados em locais
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patologicamente afetados (CAPLAN, 2010, 2017). Para fins de padronizag&o, neste
trabalho iremos nos referir a elas como células estromais mesenquimais (CEM).

As CEM podem ser isoladas de diversas fontes em organismos adultos,
incluindo o tecido adiposo, derme, medula éssea, sangue periférico, polpa dentaria,
endométrio, leite materno, além de tecidos neonatais (placenta, corddo umbilical,
membrana e fluido amnidticos) (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI, 2019;
DELBEN et al., 2021; MISHRA et al., 2020; NERI, 2019; ZOMER et al., 2020).
Correspondem a populagdes celulares heterogéneas que possuem morfologia
fusiforme semelhante a fibroblastos (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI,
2019; MAZINI et al., 2019), além de possuirem caracteristicas fenotipicas e
funcionais altamente dependentes do doador, do local da coleta (LIU et al., 2020),
das condi¢des de cultura (NERI, 2019), das técnicas de isolamento, meio de cultivo
e protocolos utilizados e numero de passagens (ANKRUM; ONG; KARP, 2014).

A caracterizacdo das CEM obedece critérios estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular: adesao in vitro ao plastico; presenga de antigenos
de superficie mesenquimais (CD73, CD90 e CD105) e auséncia dos
hematopoiéticos (CD11b, CD14, CD19b, CD34, CD45, CD79a ou antigenos do
complexo de histocompatibilidade de classe Il, antigenos de leucdcitos humanos de
classe Il); habilidade de diferenciagdo em adipdcitos, condroblastos e osteoblastos
(DOMINICI et al., 2006); crescimento rapido in vitro e formagao de colbénias-
fibroblastoides (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI, 2019).

Entre os diferentes tipos de células-tronco (embrionarias, hematopoiéticas,
mesenquimais e pluripotentes induzidas), as CEM estao despertando o interesse de
pesquisadores. Muitos estudos tém se dedicado a essas células nos ultimos anos
devido a sua grande associagdo a fungdes basicas como proliferacao e
diferenciacao, angiogénese, controle de estresse oxidativo e regulagao de processos
inflamatoérios (COSTA et al., 2021; DELBEN et al., 2021; MERIMI et al., 2021; PUIG-
PIJUAN et al., 2020; ZOMER et al., 2020). Sua aplicabilidade tem sido demonstrada
em patologias e lesdes, onde podem ser transplantadas para substituir células
danificadas, se diferenciando em tipos celulares especificos necessarios para a
regeneracao tecidual. Portanto, as terapias baseadas em CEM sao atualmente
consideradas promissoras para reparo e regeneracao tecidual (MARKOV et al.,

2021; MERIMI et al., 2021). Além disso, essas células secretam biomoléculas que
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possuem agao paracrina, modulando respostas de células adjacentes de acordo
com as caracteristicas do microambiente local (MISHRA et al., 2020).

Muitos estudos tém sido destinados ao desenvolvimento de terapias
variadas que utilizam CEM originarias de diferentes tecidos (COSTA et al., 2021;
KLINGEMANN; MATZILEVICH; MARCHAND, 2008; MITCHELL et al., 2019).
Diversas desordens no SNC causadas por lesdo medular espinhal, acidente
vascular cerebral, infecgao neural, deficiéncia cognitiva, esclerose lateral amiotrofica
e doengas de Parkinson e Alzheimer s&o alvos terapéuticos de CEM (CHANG et al.,
2019; COFANO et al., 2019; HOU et al., 2020; NAKANO et al., 2016; OTERO-
ORTEGA et al., 2019; STAFF; JONES; SINGER, 2019). Contudo, devido a sua
caracteristica heterogénea, a fonte tecidual de CEM deve ser escolhida com cautela
e a decisao final deve, se possivel, ser baseada em estudos prévios que
demonstram sua agao terapéutica na patologia investigada (COSTA et al., 2021). A
utilizacdo de CEM obtidas de fontes teciduais distintas podem promover diferentes
efeitos sobre parametros como proliferagdo, angiogénese, migragao e regeneragao
(MITCHELL et al., 2019; ZOMER et al., 2019). A heterogeneidade das CEM néo se
reflete somente na sua origem tecidual, mas também em distintos modos de acéo,
como diferenciagao, proliferacdo, imunofendtipo e mecanismos de secregcao de
fatores soluveis e vesiculas extracelulares (COSTA et al.,, 2021; DELBEN et al.,
2021). Dessa forma, novos estudos sao necessarios para definir a relagdo entre

CEM e tecidos alvo de terapias.

1.5 MEIO CONDICIONADO DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Estudos recentes apontam que a migracao e substituicdo das células, assim
como a diferenciacdo de CEM em outros fendtipos podem ser menos relevantes
para terapias quando comparados aos efeitos paracrinos dos biofatores para reparar
o tecido apds a lesdo (MERIMI et al., 2021; SANDONA et al., 2021). Em desordens
no SNC, é esperado que ap6s o transplante celular, as CEM tenham capacidade de
se diferenciar em células gliais e neurbnios especializados. Contudo, as células
neurais provenientes de CEM muitas vezes falham em mostrar propriedades
especificas desses tipos celulares. Além disso, a taxa de diferenciagcdo neural é
muito baixa e a viabilidade dessas células apds o transplante pode ser

comprometida, especialmente devido ao aumento local de estresse oxidativo.
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Apesar de haver controvérsia, dados demonstram que a eficacia de CEM é baseada
principalmente em suas fungdes paracrinas (MISHRA et al., 2020; QU; ZHANG,
2017).

As CEM secretam uma grande variedade de fatores paracrinos, incluindo
citocinas, quimiocinas, fatores antiapoptéticos, antifibroticos e angiogénicos,
moléculas da matriz extracelular e de adesao celular, horménios, mediadores
lipidicos e antioxidantes que agem em diferentes vias prevenindo maior
degeneragdo do tecido (PRAVEEN et al., 2019; STAVELY; NURGALI, 2020;
VENERUSO et al., 2019). O conjunto desses fatores recolhidos juntamente com o
meio de cultivo celular € denominado meio condicionado (MC) ou secretoma, sendo
responsavel por mais de 80% do efeito terapéutico das CEM (COSTA et al., 2021).

Os fatores tréoficos secretados por CEM podem ser liberados diretamente
para o meio extracelular ou dentro de vesiculas extracelulares (VE), sendo
conhecidos como fracado soluvel e fragdo vesicular do secretoma, respectivamente.
As VE sao compostas por exossomos (30—100 nm), microvesiculas (100-1000 nm)
e corpos apoptéticos (50-4000 nm) (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOW SKI,
2019; HARRELL et al., 2020; NAKANO; FUJIMIYA, 2021). A biogénese dos
€Xx0ssomos inicia-se pela formacao de endossomos precoces a partir da endocitose
da membrana celular. Durante a maturacdo, os endossomos se tornam corpos
multivesiculares que acumulam vesiculas intraluminais, as quais podem ser
liberadas como exossomos para o ambiente extracelular. Microvesiculas sao
formadas através de brotamento direto da membrana plasmatica, enquanto corpos
apoptéticos se originam especificamente de células em processo de apoptose
(TSIAPALIS; O’DRISCOLL, 2020). Além de fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas e lipidios, VE podem conter DNA e diversos tipos de RNAs como RNAs
mensageiros (MRNAs) e microRNAs (miRNAs) (BOGATCHEVA; COLEMAN, 2019;
COSTA et al., 2021). MicroRNAs sao moléculas nao codificantes que possuem entre
19 e 24 nucleotideos capazes de regular a expressao de mais de 30% dos genes
codificadores de proteinas (NAKANO; FUJIMIYA, 2021). Sendo assim, podem
controlar, por exemplo, processos de migracdo, inflamacdo, ciclo celular e
neoangiogénese. Dessa forma, parte das agdes terapéuticas das CEM podem ser
atribuidas a transferéncia de miRNAs envolvidos por VE (CAl et al., 2020; NAKANO;
FUJIMIYA, 2021; TSIAPALIS; O'DRISCOLL, 2020). Os RNAs podem desempenhar
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uma variedade de fungdes, sendo capazes de regular processos regenerativos (Al et
al., 2021; MITCHELL et al., 2019; TSIAPALIS; O’'DRISCOLL, 2020).

O meio condicionado de CEM (MC-CEM) exerce um papel fundamental,
influenciando a comunicagdo cruzada entre as células e os tecidos adjacentes e
mediando fun¢des bioldgicas. Devido a variedade de fatores bioativos liberados, o
MC-CEM exibe maior capacidade sinalizadora quando comparado a tratamentos de
administracdo de citocinas unicas (PRAVEEN et al.,, 2019). Uma variedade de
estudos tem demonstrado o potencial terapéutico dos biofatores de CEM em
diferentes desordens neurolégicas (D’ANGELO; CIMINI; CASTELLI, 2020; WEN et
al., 2020). Voulgari-Kokota et al. (2012) mostraram que o MC-CEM derivadas de
medula 6ssea (MC-CEM-MO) é capaz de proteger neurdnios in vitro e in vivo contra
excitotoxicidade induzida por glutamato, além de oferecer protecédo para células
ganglionares retinais de ratos em modelo de acidente vascular cerebral. Nos
experimentos pré-clinicos também foi observado diminuigdo no grau de ativagao de
células gliais no hipocampo. Este estudo ainda demonstrou que um dos mecanismos
utilizados pelo MC-CEM para protecdo neural € a reducdo da sensibilidade dos
neurdnios pelo glutamato. Ainda, o secretoma de CEM possui fatores bioativos
capazes de estimular o crescimento axonal, favorecendo a neurorregeneragao
(ASSUNCAO-SILVA et al., 2018).

1.6 A ACAO DO MC-CEM SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM DESORDENS
NEUROLOGICAS

Considerando o envolvimento do estresse oxidativo em diferentes disturbios
e doencas, muitos estudos analisaram os efeitos do MC-CEM sobre a producéo de
ERO. Os resultados mostram que diversas fontes de CEM possuem potencial
antioxidante através de acao paracrina (BADER et al., 2019; ELSHEMY et al., 2021;
JHA, K. A. et al., 2018; PIRES et al., 2016). O tratamento com o MC-CEM derivadas
de membrana amnidtica humana regulou a homeostase redox local em modelo de
infarto do miocardio, reduzindo as taxas de agentes oxidantes, além de aumentar
enzimas antioxidantes como SOD e GPX (MOKHTARI et al., 2020). O secretoma de
CEM também foi capaz de regular o estresse oxidativo em células espermaticas e
pancreaticas em condi¢cdes patolégicas (BADER et al.,, 2019; ELSHEMY et al,,
2021). Ainda, o MC de células-tronco da matriz do cordao umbilical humano foi
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capaz de proteger células PC12 expostas a H20,, reduzindo significativamente o
estresse oxidativo (EBRAHIMI et al., 2018). Além disso, estudos pré-clinicos que
utilizaram o MC-CEM apresentaram resultados promissores em ensaios de lesao
medular espinhal, esclerose lateral amiotréfica, lesdo e infecgdo neural e doenca de
Parkinson (Figura 3) (CHANG et al., 2018, 2019; HOU et al., 2020; JIANG et al.,
2020; OTERO-ORTEGA et al., 2019).

Figura 3 - Potencial neuroprotetor do secretoma de CEM em desordens neuroldgicas
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As CEM isoladas de diferentes tecidos, sao cultivadas para producdo do MC e isolamento de VE,
ambas as fragcdes do secretoma de CEM séo utilizadas para o desenvolvimento de terapias para
diferentes desordens no SNC. CEM: células estromais mesenquimais; MC-CEM: meio condicionado
de células estromais mesenquimais; VE-CEM: vesiculas extracelulares de células estromais

mesenquimais. Fonte: elaborado pela autora em https://mindthegraph.com/ (2021).

Alguns trabalhos revelaram a acado da porgao vesicular de CEM sobre a
neuroprotecdo (JARMALAVICIUTE et al., 2015; XU et al., 2020; YANG et al., 2020).

Kaminski et al. (2020) mostraram que o tratamento com vesiculas extracelulares de
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CEM (VE-CEM) derivadas de medula 6ssea reduziram significativamente a proteina
componente complementar C3, biomarcador de astrocitos reativos (A1) em modelo
in vivo de hipoxia/isquemia enquanto aumentou os niveis de S110A10, marcador de
astrocitos nédo reativos (A2). Também foi observada redugdo na ativagdo da
microglia através do aumento na expressdo de YM-1, marcador de microglia nao
reativa, além de maturacdo de oligodendrdcitos, intensificando o processo de
mielinizagdo. Considerando que TNF-a (liberado por células da microglia ativadas) é
o principal indutor de A1, os autores concluiram que a diminuigdo simultdnea de
TNF-a e C3 podem ser indicativos de modulagdo da microglia via VE-CEM,
resultando na alteragcdo do fendtipo e funcdes dos astrocitos. Ainda neste mesmo
estudo, os resultados indicaram que as VE-CEM aumentaram a expressido de
mRNAs de fatores de crescimento importantes para manutencdo de funcdes
fisiologicas celulares, incluindo o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator
de crescimento epitelial (EGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1). A redugéo na expressao de
citocinas pro-inflamatérias e aumento de citocinas antiinflamatorias também foram
observados. Por fim, foi demonstrado que as VE-CEM oferecem protecao contra a
perda de tecido na regido do nucleo estriado (KAMINSKI et al., 2020).

Em um modelo in vitro de doengca de Parkinson, exossomos de CEM
derivadas de polpa dentaria (CEM-PD) foram capazes de suprimir o estresse
oxidativo e apoptose em neurdénios dopaminérgicos submetidos a tratamento com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (JARMALAVICIUTE et al., 2015). Yang et al. (2020)
demonstraram que exossomos de CEM derivadas de corddo umbilical apresentam
neprilisina e enzima degradante da insulina, proteinas importantes que degradam
placas AB. Os resultados deste trabalho demonstraram que o tratamento com
exossomos foi capaz de reduzir a acumulagdo de AR em modelo in vivo, além de
diminuir a inflamagao e estresse oxidativo e melhorar aprendizagem espacial e
memoria.

Assim, considerando o potencial antioxidante e neuroterapéutico do
secretoma de CEM, decidimos investigar quais biomoléculas estdo envolvidas em
seu efeito bioldgico, assim como a agao do MC-CEM sobre a producado de agentes

oxidantes em astrocitos.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente ndo existem tratamentos que param ou revertem o processo
degenerativo ou que promovem regeneragao tecidual funcional (DINKOVA-
KOSTOVA; KOSTOV; KAZANTSEV, 2018). Assim, torna-se fundamental estudar
essa importante condigdo patolégica com o objetivo de obter terapias eficientes. No
entanto, ainda existem muitos obstaculos para o desenvolvimento de produtos
terapéuticos direcionados a protecao do SNC frente a diferentes tipos de insultos.
Neste cenario, terapias experimentais livres de células tém se mostrado promissoras
para uma diversidade de modelos patolégicos nos ultimos anos (BADER et al., 2019;
ELSHEMY et al., 2021; MITCHELL et al., 2019). Mais especificamente, o secretoma
de CEM tem apresentado efeitos biolégicos positivos para modelos de
neurodegeneracdo (ASSUNCAO-SILVA et al., 2018; D’ANGELO; CIMINI;
CASTELLI, 2020; VOULGARI-KOKOTA et al., 2012).

A acéo terapéutica do MC-CEM é mediada por uma gama de fatores tréficos
liberados por essas células (Al et al., 2021; BODART-SANTOS et al., 2019; YANG et
al., 2020). Sendo assim, é fundamental identificar as biomoléculas responsaveis por
seu efeito bioldgico, tornando possivel novas descobertas sobre os mecanismos
moleculares do secretoma de CEM envolvidos na neuroprotecao. Além disso, tendo
em vista o importante papel de ERO nos processos neurodegenerativos, a
caracterizacao de biofatores capazes de regular o estado redox celular, contribuindo
para a protegcao do SNC frente a neuropatologias, € indispensavel. Uma revisdo da
literatura nesta area do conhecimento pode agrupar dados relevantes que
atualmente encontram-se dispersos em estudos diferentes, resultando em um
trabalho que revela o potencial neuroprotetor do conjunto de produtos secretados
por CEM. As informagdes apresentadas neste tipo de estudo podem auxiliar no
planejamento de novas metodologias para o tratamento de uma série de doengas
que acometem o SNC.

Trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa demonstrou que o MC-CEM
derivadas da derme de prepucio humano (MC-CEM-DP) reduziu significativamente
os niveis de ERO em culturas de astrocitos de camundongos neonatos (FERREIRA,
2020 dados néao publicados). Neste contexto, € importante salientar que a astroglia
desempenha fungdes chave no SNC (JHA, M. K. et al.,, 2018; TRENTIN, 2006),
assim como o estresse oxidativo (RIZOR et al., 2019). Em estados de doencga os
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astrocitos se tornam reativos aumentando processos pro-inflamatérios (JHA, M. K. et
al., 2018, 2019), e a neuroinflamacao por sua vez gera estresse oxidativo (NG; LEE,
2019). Sendo assim, investigar estudos que demonstram o efeito do MC-CEM na
regulagdo dos niveis de agentes oxidantes em astrocitos € essencial. A revisdo
desses trabalhos pode ajudar a elucidar erros e acertos nas investigagdes realizadas
até o momento, assim como mostrar os proximos passos em diregcao a melhoria de

tratamentos experimentais para disturbios neurolégicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar através de revisao da literatura os efeitos do secretoma de CEM na

neuroprotecao e neurorregeneragao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a Parte 1: Identificar através de analise da literatura potenciais fatores
troficos presentes no MC-CEM que possam estar envolvidos na resposta ao
estresse oxidativo em desordens neuroldgicas, assim como em processos
de neuroproteg¢ao e neurorregeneragao.

b Parte 2: Investigar através de revisdo da literatura o possivel efeito
protetor do secretoma de CEM em astrécitos no contexto do estresse

oxidativo.
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4 METODOLOGIA

O tema do estudo foi escolhido com base no interesse em investigar a
composicao do secretoma de CEM relacionada a efeitos neuroterapéuticos. Em
seguida, devido aos resultados da primeira fase, surgiu o interesse em analisar as
possiveis agdes neuroprotetoras exercidas pelo MC-CEM em astrdcitos no contexto
de estresse oxidativo. Desse modo o trabalho foi desenvolvido em duas etapas: (1)
revisdo de literatura cientifica relacionada aos fatores bioativos presentes no MC-
CEM potencialmente responsaveis pelos seus efeitos no SNC; (2) revisdo de
literatura cientifica relacionada aos efeitos do MC-CEM em astrocitos submetidos a

estresse oxidativo.

4.1 PARTE 1 - IDENTIFICACAO DE FATORES BIOATIVOS PRESENTES NO
MC-CEM COM EFEITO POTENCIAL NO SNC

A pergunta norteadora desta parte do estudo foi: Quais fatores do secretoma
de CEM estao envolvidos na neuroprote¢do e/ou neurorregeneragdo? Essa pergunta
foi construida através de leituras de artigos cientificos dessa area do conhecimento

e de andlises de trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa.

4.1.1 Estratégia de busca e apresentagao de dados

Para responder a pergunta da secao 5.1 foi realizada uma busca nas bases
de dados Pubmed e Scopus utilizando a combinagdo das palavras-chave: células
estromais/tronco mesenquimais, meio condicionado, vesiculas extracelulares e
proteoma (Tabela 1). Foram analisados titulos e resumos, a fim identificar trabalhos
potencialmente elegiveis. Em seguida, estudos que realizaram identificagao de
fatores bioativos no MC-CEM foram lidos na integra e os fatores tréficos com
potencial eficacia terapéutica em desordens neuroldgicas agrupados e apresentados

na forma de tabelas.
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Tabela 1 - Estratégia de busca da literatura referente aos fatores bioativos presentes

no secretoma de CEM com potencial efeito neuroterapéutico

Bases de

dados Estratégia de busca

("mesenchymal stem cell" [Title/Abstract]) AND ("conditioned
media" [Title/Abstract] OR "conditioned medium"
[Title/Abstract] OR secretome [Title/Abstract] OR "bioactive
PubMed factors” [Title/Abstract] OR exosomes [Title/Abstract] OR
microvesicles [Title/Abstract] OR "extracellular vesicles"
[Title/Abstract]) AND (proteome [Title/Abstract] OR proteomic
[Title/Abstract] OR proteomics [Title/Abstract])

TITLE-ABS-KEY ("mesenchymal stem cell” AND ("conditioned
media" OR “conditioned medium” OR secretome OR “bioactive
factors” OR exosomes OR microvesicles OR "extracellular
vesicles") AND (proteome OR proteomic OR proteomics))

Scopus

Fonte: elaborado pela autora (2021).

4.2 PARTE 2 — ANALISE DOS EFEITOS DO MC-CEM EM ASTROCITOS
SUBMETIDOS A ESTRESSE OXIDATIVO

A pergunta norteadora desta parte do trabalho foi construida através de
leituras de artigos cientificos selecionados na se¢édo 5.1.1. Dessa forma, a revisao
da literatura reuniu e sintetizou resultados que respondem a seguinte pergunta: O

meio condicionado de CEM humanas protege os astrocitos do estresse oxidativo?

4.2.1 Critérios de inclusao e exclusao e sele¢ao dos trabalhos cientificos

Para realizagao desta parte do trabalho, foram definidos critérios de inclusao
e exclusao dos estudos considerando trabalhos experimentais, data de publicacéao,
tipo de lesao neural, tipo de desenho experimental, método de indugéo de insulto ou
lesdo, tipo de tratamento, método de aplicacdo e método de avaliacdo de
tratamentos, espécie animal, idade e sexo em casos de trabalhos in vivo. Sendo
assim os critérios de inclusao foram: (a) estudos experimentais; (b) estudos que
realizaram analises em astrocitos; (c) estudos que analisaram estresse oxidativo; (d)
estudos que realizaram tratamento com o MC-CEM; e (e) estudos em lingua inglesa

e portuguesa. Os critérios de exclusdo foram: (a) estudos que n&o analisaram
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estresse oxidativo; (b) estudos que n&o analisaram astrocitos; (c) estudos que nao
realizaram tratamento com MC-CEM; (d) estudos n&o experimentais (revisdes
narrativas e sistematicas, meta-analises; assim como resumos de conferéncias,
relatos de casos, artigos técnicos, livros e estudos com copias de texto completo); e
(d) estudos ndo publicados nas linguas inglesa ou portuguesa. Nao foi aplicado
limitagdo de tempo as buscas.

A selegdo dos artigos foi realizada em duas fases: Na fase 1 foram
analisados titulos e resumos, a fim identificar trabalhos potencialmente elegiveis. Na
fase 2 foram aplicados os critérios de inclusdo e exclusao e foi realizada a leitura
completa dos artigos selecionados na fase 1. As referéncias que ndo preencheram

os critérios de inclusao foram excluidas.

4.2.2 Fontes de informagao e estratégia de busca

Para identificar estudos potencialmente relevantes, uma busca foi realizada
em 15 de abril de 2021 na literatura branca e cinzenta, incluindo cinco bases de
dados eletrbnicas: PubMed, Embase, Scopus, Web of Science e Google Scholar. As
estratégias de pesquisa e escolha das palavras-chave foram definidas com o auxilio
de um bibliotecario experiente (Biblioteca Central da UFSC). Foram utilizados termos
e descritores em vocabulario controlado de titulos de assuntos médicos - MeSH (do
inglés Medical Subject Headings) para estabelecer o conjunto de palavras-chave
(DHAMMI; KUMAR, 2014). Os termos gerais de busca definidos para esta revisao
foram: células estromais mesenquimais, meio condicionado, astrocitos e estresse
oxidativo. A estratégia de busca completa em cada base de dados foi documentada
(Apéndice A) e os trabalhos cientificos recuperados foram armazenados no

gerenciador bibliografico EndNote X9 (Thomson Reuters).

4.2.3 Coleta de dados dos estudos cientificos

Os seguintes dados referentes aos dos estudos incluidos nesta parte da
revisdo foram coletados e transferidos para uma tabela predefinida (Tabela 2): a)
identidade do estudo (autor e ano de publicagdo); b) pergunta de pesquisa e
objetivos do estudo; c) caracteristicas metodoldgicas (desenho experimental: in vitro
ou in vivo, tipo de procedimento cirurgico para coleta de CEM, idade dos pacientes,
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fonte tecidual de CEM, meio de cultura utilizado, numero de passagens celulares,
tempo de producdo do MC-CEM, fonte de astrocitos, método de indugao de insulto,
concentragéo e tempo de tratamento com o MC-CEM); d) andlises experimentais
(experimentos realizados para responder a pergunta do estudo) e; e) resultados dos
estudos incluidos (resposta a pergunta de pesquisa do estudo, efeitos do tratamento
com o MC-CEM sobre o estresse oxidativo e sobre outros parametros em astrécitos,
concentragdo do MC-CEM e tempo de tratamento mais eficaz e principais

conclusdes dos resultados).

Tabela 2 - Estratégia para coleta dos dados dos estudos selecionados para a analise

qualitativa

Dados coletados Informagoes pré-determinadas

1. autor
Identidade do estudo
2. ano de publicacao

Pergunta de pesquisa

Objetivos do estudo

Caracteristicas metodoldgicas 1. desenho experimental: in vitro ou in vivo
2. tipo de procedimento cirurgico para coleta
de CEM

3. idade dos pacientes

. fonte tecidual de CEM

. meio de cultura utilizado

. humero de passagens celulares

. tempo de producgédo do MC-CEM

0 N O o b

. fonte de astrdcitos
9. método de indugao de insulto
10. concentragdes do MC-CEM

11. tempo de tratamento com o MC-CEM

Analises experimentais

Resultados 1. resposta a pergunta de pesquisa do estudo

2. efeitos do tratamento com o MC-CEM
sobre o estresse oxidativo

3. efeitos do tratamento com o MC-CEM
sobre outros parametros celulares
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4. concentragcao do MC-CEM e tempo de
tratamento mais eficazes

5. principais conclusdes
Abreviacbes e siglas: CEM: células estromais mesenquimais; MC-CEM: meio condicionado de células

estromais mesenquimais. Fonte: elaborado pela autora (2021).

4.2.4 Sintese de resultados

Os dados extraidos de cada estudo incluido nesta pesquisa foram
sintetizados e analisados utilizando o software Microsoft Excel (vers&o Professional
Plus 2019) sendo os resultados apresentados na forma de diagrama de fluxo de

dados e as evidéncias demonstradas através de graficos e tabelas.



74

5 RESULTADOS

5.1 PARTE 1: IDENTIFICACAO DE FATORES BIOATIVOS DO MC-CEM
ENVOLVIDOS NA REGULAGAO REDOX, NEUROPROTECAO E
NEURORREGENERACAO

5.1.1 CEM derivadas de diferentes fontes teciduais secretam fatores
paracrinos envolvidos na regulagao do estresse oxidativo,

neuroprotegao e neurorregeneragao

Nesta parte do trabalho foi realizada uma busca nas bases de dados
Pubmed e Scopus para identificar potenciais fatores troficos presentes no MC-CEM
envolvidos na resposta ao estresse oxidativo e relacionados a desordens
neurolégicas, assim como em processos de neuroprotegao e neurorregeneragao.

CEM humanas de sete fontes teciduais diferentes foram analisadas: medula
ossea (CEM-MO) (KATSUDA et al.,, 2013; KIM et al., 2012; PIRES et al., 2016;
RIAZIFAR et al., 2019), tecido adiposo (CEM-TA) (FIGLIOLINI et al., 2020;
KATSUDA et al., 2013; KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al.,
2018; NIADA et al., 2018; PIRES et al., 2016; RIBEIRO et al., 2012; SARALAMMA et
al., 2019), células perivasculares do corddo umbilical (CEM-CPCU) (PIRES et al.,
2016), papila dentaria apical (CEM-PDA) (YU et al., 2016), gengiva (CEM-GE)
(RAJAN et al., 2017), mucosa olfatéria nasal (CEM-MON) (XUN et al., 2020) e geleia
de Wharton (CEM-GW) (Tabela 3) (BODART-SANTOS et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2012).

Tabela 3 - Tecidos fonte de CEM utilizados para isolamento nos estudos analisados

Fonte tecidual de CEM Estudos

BODART-SANTOS et al., 2019; RIBEIRO et
al., 2012

Geleia de Wharton

Gengiva RAJAN et al., 2017

KATSUDA et al., 2013; KIM et al., 2012;
PIRES et al., 2016; RIAZIFAR et al., 2019

Medula 6ssea
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Mucosa olfatéria nasal XUN et al., 2020

Papila dentaria apical YU et al., 2016

Regido perivascular do
PIRES et al., 2016

cordao umbilical
FIGLIOLINI et al., 2020; KATSUDA et al.,
2013; KIM et al., 2008; MITCHELL et al.,

Tecido adiposo 2019; NAKASHIMA et al., 2018; NIADA et al.,
2021; PIRES et al., 2016; RIBEIRO et al.,

2012; SARALAMMA et al., 2019

Fonte: elaborado pela autora (2021).

As buscas realizadas nas bases de dados Pubmed e Scopus recuperam 70
e 356 artigos, respectivamente. Foram selecionados estudos que realizaram
identificacdo de biofatores no secretoma de CEM apenas de tecidos humanos. Apds
leitura do titulo e resumo dos estudos recuperados nas bases de dados, foram
selecionados quinze artigos que foram lidos na integra e incluidos neste trabalho.
Sendo que nove estudos realizaram a identificacdo de proteinas do secretoma total
(KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018; NIADA et al.,
2018; PIRES et al., 2016; RAJAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2012; SARALAMMA
et al., 2019; YU et al., 2016) e seis, proteinas e/ou RNAs presentes nas vesiculas
extracelulares contidas nesse secretoma (BODART-SANTOS et al, 2019;
FIGLIOLINI et al., 2020; KATSUDA et al., 2013; KIM et al., 2012; RIAZIFAR et al.,
2019; XUN et al., 2020) (Quadro 1). Os estudos, com excegao de quatro, utilizaram
analise protedmica e/ou transcriptomica (BODART-SANTOS et al., 2019; KATSUDA
et al., 2013; RAJAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2012). Apds analise dos artigos
selecionados foram identificados 20 mRNAs, 7 microRNAs e 91 proteinas
potencialmente envolvidos em processos que incluem regulacdo redox,

neuroprotecao/neurorregeneragao que serao detalhados a seguir.

Quadro 1 - Estudos selecionados para revisao da literatura que identificaram fatores

paracrinos do secretoma total e vesiculas extracelulares de CEM

Fracao do secretoma Estudo
Secretoma total KIM et al., 2008




potencialmente envolvidas na
(MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018; PIRES et al., 2016; YU et al.,

2016) (Tabela 4). Os estudos mostram que as CEM, independente da sua origem

MITCHELL et al., 2019

NAKASHIMA et al., 2018

NIADA et al., 2018

PIRES et al., 2016

RAJAN et al., 2017

RIBEIRO et al., 2012

SARALAMMA et al., 2019

YU et al., 2016

BODART-SANTOS et al., 2019

FIGLIOLINI et al., 2020

KATSUDA et al., 2013

Vesiculas extracelulares

KIM et al., 2012

RIAZIFAR et al., 2019

XUN et al., 2020

Fonte: elaborado pela autora (2021).

5.1.2 Proteinas do MC-CEM envolvidas na regulagao redox
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A sintese dos resultados revelou 29 proteinas presentes no MC-CEM

celular promovendo o equilibrio redox da célula (SIES; JONES, 2020).

Tabela 4 - Proteinas do MC-CEM humanas associadas a regulagao do estresse

regulacgo de ERO nos trabalhos analisados

tecidual, secretam uma grande diversidade de proteinas. Sendo assim, alguns
fatores bioativos foram separados em subgrupos para facilitar a apresentagao de
dados. Primeiramente, buscou-se identificar a presenca de enzimas antioxidantes no

MC-CEM que sao amplamente conhecidas por sua agao no sistema de defesa

oxidativo
Estudo Fonte de CEM Simbolo do Proteina
gene
PIRES etal, 2016  CLM MO, CEM- ALB Albumina de soro

TA, CEM-CPCU

humano



PIRES et al., 2016

PIRES et al., 2016

MITCHELL et al.,
2019; YU et al.,
2016

MITCHELL et al.,
2019

FIGLIOLINI et al.,
2020

PIRES et al., 2016

PIRES et al., 2016

NAKASHIMA et al.,
2018

NAKASHIMA et al.,
2018

NAKASHIMA et al.,
2018

NAKASHIMA et al.,
2018

NAKASHIMA et al.,
2018

PIRES et al., 2016

PIRES et al., 2016

PIRES et al., 2016

NAKASHIMA et al.,
2018

PIRES et al., 2016

CEM-MO, CEM-
TA, CEM-CPCU

CEM-MO, CEM-
TA, CEM-CPCU

CEM-TA, CEM-
PDA, CEM-MO

CEM-TA

CEM-TA

CEM-MO, CEM-
TA, CEM-CPCU

CEM-MO

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA
CEM-MO, CEM-
TA, CEM-CPCU

CEM-MO, CEM-
TA, CEM-CPCU

CEM-MO, CEM-
TA, CEM-CPCU

CEM-TA

CEM-MO, CEM-

TA, CEM-CPCU

CST3

PARKY

HGF

IGF

GDF11

PEDF

GSN

GPX1

GSTK1

MGST1

GSTO1

GSTP1

PPIA

PPIB

PRDX1

PRDX2, PRDX3,
PRDX4, PRDXS5,
PRDX6

HSP27
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Cistatina C

Deglicase associada
a parkinsonismo

Fator de crescimento
de hepatécito

Fator de crescimento
semelhante a insulina

Fator de
diferenciacao de
crescimento 11

Fator derivado do
epitélio pigmentar

Gelsolina

Glutationa peroxidase
1

Glutationa S-
transferase kappa 1

Glutationa S-
transferase
microssdmica 1

Glutationa S-
transferase dmega 1

Glutationa S-
transferase pi 1

Peptidil-prolil cis-trans
isomerase A

Peptidil-prolil cis-trans
isomerase B

Peroxirredoxina 1

Peroxirredoxinas 2-6

Proteina de choque
térmico HSP27
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Proteinas de choque

MITCHELL et al., HSP60, HSP90,

2019 CEM-TA HSP105 térmico 1HOS5P6O, 90,
NAKASHIMA et al., . .
2018: YU et al.. CEM-TA, CEM- SOD1 Superdxido dismutase
PDA 1
2016
KIM et al., 2008; Superoxido dismutase
MITCHELL et al., CEM-TA SOD2 P
2
2019
KIM et al., 2008; YU CEM-TA, CEM- SOD 3 Superdxido dismutase
etal., 2016 PDA 3
PIRES et al., 2016 CEM-MO, CEM- TXN Tiorredoxina

TA, CEM-CPCU

Fonte: elaborado pela autora (2021).

Foram encontradas algumas importantes enzimas antioxidantes no MC-
CEM, incluindo todas as isoformas da classe das peroxirredoxinas (PRDX), sendo a
PRDX1 presente em CEM-MO, CEM-TA e CEM-CPCU (PIRES et al., 2016),
enquanto as PRDX2, PRDX3, PRDX4, PRDX5 e PRDX6 foram identificadas em
CEM-TA (NAKASHIMA et al., 2018) (Tabela 4). Contudo, é possivel que estejam
presentes em CEM de outras fontes teciduais uma vez que a maioria dos estudos
analisados nao apresentou a lista completa de proteinas identificadas no secretoma
de CEM, apenas moléculas de interesse do estudo. As SOD (SOD1, SOD2 e SOD3)
correspondem a outra classe de enzimas do sistema antioxidante cuja diminui¢cao
implica em perda neuronal em desordens neuroldgicas, incluindo as doencgas de
Alzheimer e Parkinson (DAVIS; PENNYPACKER, 2017). As SOD1 e SOD3 foram
encontradas no secretoma de CEM-PDA (YU et al., 2016) e de CEM-TA juntamente
com a SOD2 (KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018).
Outras enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase 1 (GPX1) e glutationa S-
transferases (GST), incluindo a glutationa S-transferase kappa 1, glutationa S-
transferase microssémica 1, glutationa S-transferase dmega 1 e glutationa S-
transferase pi 1 foram identificadas no secretoma de CEM-TA (NAKASHIMA et al.,
2018).

Alguns dos estudos analisados demonstraram que as CEM secretam fatores
de crescimento (PIRES et al.,, 2016; RIBEIRO et al., 2012; YU et al., 2016) que
podem estar envolvidos em processos de regulacao redox no SNC (CABEZAS et al.,
2019), incluindo o fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF) (PIRES et al., 2016),
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fator de crescimento do nervo (NGF) (RIBEIRO et al., 2012), fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) (YU et al., 2016) e VEGF (PIRES et al., 2016).

O potencial de restauracido da homeostase redox do secretoma de CEM nao
esta limitado as enzimas antioxidantes e aos fatores de crescimento, e contém ainda
uma grande variedade de proteinas que agem na produg¢ao de agentes oxidantes na
célula. Neste sentido o secretoma de CEM-TA, CEM-MO e CEM-CPCU contém
peptidil-prolil cis-trans isomerase A (PPIA), peptidil-prolil cis-trans isomerase B
(PPIB), tiorredoxina (TRX), deglycase associada a parkinsonismo (PARKY7) também
conhecida como DJ1, albumina de soro humano (ALB) e cistatina C (CST3) que
atuam como importantes mediadores antioxidantes e relevantes para a
neuroprotecéo (PIRES et al., 2016).

O MC-CEM contém ainda diversas proteinas de choque térmico (HSP)
(MITCHELL et al., 2019; PIRES et al., 2016). A HSP27 encontrada no secretoma de
CEM-TA, CEM-MO e CEM-CPCU (PIRES et al., 2016) demonstrou ser um
modulador de dano cerebral isquémico em modelos in vivo, regulando os niveis de
estresse oxidativo (VIDYASAGAR; WILSON; DJAMALI, 2012). Por outro lado, as
HSP60, HSP90 e HSP105 identificadas no meio condicionado de CEM-TA (MC-
CEM-TA), fornecem protegao contra o estresse oxidativo atuando na restauragao do
equilibrio redox (FAN, 2012). As CEM-MO secretam gelsolina (PIRES et al., 2016),
Cuja expressdo aumenta em resposta a estimulos estressores, como a alta producéao
de agentes oxidantes, o que demonstra suas propriedades antioxidantes
(CHAUHAN; JI; CHAUHAN, 2008).

Em conjunto esses estudos mostram que o MC-CEM contém uma grande
diversidade de proteinas que ajudam a manter o equilibrio redox celular. Dessa
forma, pode ser considerado um potente agente terapéutico contra desordens
neurologicas e outras patologias que apresentam desregulacdo em niveis de

moléculas oxidantes.

5.1.3 Proteinas do MC-CEM envolvidas na neuroprotecao

A busca de fatores bioativos nos estudos selecionados resultou na
identificacdo de 36 proteinas presentes no MC-CEM potencialmente envolvidas na
neuroprotecdo ou neurorregeneracao (KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019;
NAKASHIMA et al., 2018; NIADA et al., 2018; PIRES et al., 2016; RAJAN et al.,
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2017; RIBEIRO et al., 2012; SARALAMMA et al., 2019; YU et al., 2016) (Tabela 5).
Alguns dos trabalhos apontam para a presenca de fatores de crescimento, incluindo
o fator de crescimento do nervo (NGF) (RAJAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2012)
que desempenham papel fundamental na diferenciacdo neuronal e protecao de
células diferenciadas (SALGADO et al., 2010). Outros fatores de crescimento como
o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) (MITCHELL et al., 2019) e
fator de crescimento de hepatécito (HGF) encontrados no secretoma de CEM
(RIBEIRO et al., 2012; YU et al., 2016) promovem sobrevivéncia das células neurais
frente a apoptose (SALGADO et al., 2010). A superexpressdao de HGF protegeu
células epiteliais pigmentares da retina contra danos causados por isquemia-
reperfusdo (SHIBUKI et al., 2002). Além disso, TGF-B (RAJAN et al., 2017; YU et al.,
2016) e neurotrofina 3 (NT3), assim como a citocina antiinflamatéria IL-10 s&o
importantes mediadores de sobrevivéncia, protegendo células NSC-34 (células
semelhantes a neurénios motores) contra a morte celular induzida em modelo de
lesdo in vitro; demonstrando assim sua relevancia em estudos relacionados a
diversas doencas degenerativas de neurdnio motor como atrofia muscular espinhal,

lesdo medular espinhal e esclerose lateral amiotrofica (RAJAN et al., 2017).

Tabela 5 - Proteinas presentes no MC-CEM humanas com potencial efeito

neuroprotetor

Fonte de Simbolo . ~ .
Estudo CEM do gene Proteina Acao no SNC

SARALAMM , Atividade
Aetal, 2019 CEM-TA  ANXAT Anexina A antiinflamatoria
CEM-MO, Neurodiferenciacéo
PIRES etal,  CEM-TA, CDH2 Caderina 2 e crescimento ge
2016 CEM- neUrito
CPCU
CEM-MO,
PIRES etal., CEM-TA, e Atividade
2016 cEm-  CST3 Cistatina C antiapoptatica
CPCU
Prevencao contra
NIADA et al., CEM-MO, agregacao de
2018; CEM-TA, . proteinas,
PIRES etal,  CEM- CLU Clusterina degradacéo de
2016 CPCU proteinas mal

enoveladas



PIRES et al.,
2016

PIRES et al.,
2016;
RIBEIRO et
al., 2012

YU et al.,
2016

RIBEIRO et
al., 2012; YU
etal., 2016

YU et al.,
2016

RAJAN et al.,
2017,
RIBEIRO et
al., 2012

MITCHELL et
al., 2019

FIGLIOLINI
et al., 2020

PIRES et al.,
2016

PIRES et al.,
2016

YU et al.,
2016

PIRES et al.,
2016

CEM-MO,
CEM-TA,
CEM-
CPCU

CEM-TA,
CEM-MO

CEM-PDA

CEM-
PDA,
CEM-TA

CEM-
PDA,
CEM-MO

CEM-TA,
CEM-GE,
CEM-
CPCU

CEM-TA

CEM-TA

CEM-MO

CEM-MO,
CEM-TA,
CEM-
CPCU

CEM-
PDA,
CEM-MO

CEM-
CPCU

DCN

SCF

FGF7

HGF

VEGFC

NGF

IGF1

GDF11

CXCL12

PEDF

NEGF2

CCN1

Decorina

Fator de células-
tronco

Fator de crescimento
de fibroblasto 7

Fator de crescimento
de hepatécitos

Fator de crescimento
endotelial vascular C

Fator de crescimento
do nervo

Fator de crescimento
semelhante a
insulina tipo 1

Fator de
diferenciacao de
crescimento 11

Fator derivado de
célula estromal 1

Fator derivado do
epitélio pigmentar

Fator de promogao
de crescimento de
neurito 2

Fator de rede de
comunicacgao celular
1
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Acéao
antiinflamatoéria e
antifibrotica,
dissolucgéao parcial
de cicatrizes
crénicas

Sobrevivéncia e
proliferagido celular

Proliferacao e
diferenciacao
celular

Sobrevivéncia
celular

Angiogénese

Diferenciacao e
sobrevivéncia
neuronal

Sobrevivéncia
celular

Angiogénese,
neurogénese, agao
antiinflamatéria

Diferenciacao de
neurdnios,
orientacao de
axonios
Neuroprotecao
contra
excitotoxicidade
por glutamato

Crescimento de
neuritos, migracao
celular

Proliferagao,
angiogénese



PIRES et al.,
2016

NIADA et al.,
2018

RAJAN et al.,
2017; YU et
al., 2016

PIRES et al.,
2016

PIRES et al.,
2016

FIGLIOLINI

et al., 2020;

PIRES et al.,
2016

NIADA et al.,
2018

RAJAN et al.,
2017

NIADA et al.,
2018

YU et al.,
2016

RAJAN et al.,
2017

PIRES et al.,
2016

CEM-
CPCU

CEM-TA

CEM-GE,
CEM-
PDA,

CEM-MO

CEM-MO

CEM-MO,
CEM-TA,
CEM-
CPCU

CEM-MO,
CEM-TA,
CEM-
CPCU

CEM-TA

CEM-GE

CEM-TA

CEM-PDA

CEM-GE

CEM-MO,
CEM-TA,
CEM-
CPCU

CSF1

CRLF1

TGFpB

GSN

PAI1

IL6

CXCL8

IL-10

LGMN

NRP2

NT3

PPIA

Fator estimulador de
colbnias de
macréfagos 1

Fator semelhante ao
receptor de citocina
1

Fator de crescimento
transformador beta

Gelsolina

Inibidor do ativador
de plasminogénio 1

Interleucina 6

Interleucina 8

Interleucina 10

Legumain

Neuropilina 2

Neurotrofina 3

Peptidil-prolil cis-
trans isomerase A
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Regulacao
negativa de morte
neuronal

Regulacao

negativa da
apoptose em

neurdnios

Protecao contra a
morte celular

Desenvolvimento
de
oligodendraocitos,
regeneragao de
tecidos

Protecéo contra a
morte celular

Atividade
antiapoptadtica,
neuroprotecao

contra
excitotoxicidade
por glutamato

Neuroprotecao

Protecéo contra a
morte celular

Memobria,
sobrevivéncia e
proliferacao de

neurdnios

Crescimento
axonal,
angiogénese

Protegao contra a
morte celular

Atividade
antiapoptotica
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CEM-MO,
PIRES etal., CEM-TA, PPIB Peptidil-prolil cis- Atividade
2016 CEM- trans isomerase B antiapoptotica
CPCU
YU et al CEM- Crescimento de
2016 v PDA, PTN Pleiotrofina neuritos, migragéo
CEM-MO celular
Pro-proteina Neurogénese
NIADAetal,  cemTA  PCSK9 oonvertase - iferenciagao de
2018 subtilisina/kexina tipo N
9 neurdnios
CEM-MO,
PIRES etal., CEM-TA, HSP27 Proteina de choque Atividade
2016 CEM- térmico HSP27 antiapoptotica
CPCU
Desenvolvimento
NIADA et al., CEM-TA  SCRG1 Proteina responsiva do &stema
2018 a scrapie 1 nervoso, atividade
antiinflamatoria
CEM-MO,
PIRES etal., CEM-TA, BASP1 Proteina 1 soluvel Crescimento de
2016 CEM- em acido cerebral neuritos
CPCU
Regulacéao
Receptor de tirosina- negativa de
NIADA et al., CEM-TA AXL proteina quinase apoptose neuronal,
2018 ) ~
OVNI migracgao de
neurdnios
CEM-MO,
PIRES etal., CEM-TA, : Crescimento
2016 CEM- SEMA7A Semaforina 7A axonal
CPCU

*As  fungdes  foram obtidas a partir de buscas nas plataformas  online

www.uniprot.org e www.proteinatlas.org. Fonte: elaborado pela autora (2021).

As analises permitiram ainda identificar no MC-CEM fatores paracrinos
relacionados a neurorregeneracgao (Tabela 5), incluindo o fator de promocgao de
crescimento de neurito 2 (NEGF2) e a pleiotrofina (PTN) (YU et al., 2016),
importantes mediadores nos processos de crescimento de neuritos e migracéo de
células nervosas (KADOMATSU; MURAMATSU, 2004). Foram identificadas a
proteina 1 soluvel em acido cerebral (BASP1) e a caderina 2 (CDH2) que auxiliam
no crescimento de neuritos, sendo que a ultima também desempenha um papel
importante durante a neurodiferenciacdo (GAO et al., 2001; KORSHUNOVA et al.,
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2008; PIRES et al., 2016). Além disso, a semaforina 7A (SEMA7A), uma proteina
que estimula crescimento axonal, esta presente no secretoma de CEM (PHAM,;
BAZAN, 2021; PIRES et al., 2016).

Por fim, foram encontradas no MC-CEM proteinas relacionadas ao processo
de neuroprotecao (Tabela 5) (MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018) em
diferentes modelos de desordens neurologicas (SALGADO et al., 2010) como: (1) o
inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI1) com papel antiapoptético em
neurdnios, prevenindo a desintegracdo de redes neurais (PIRES et al., 2016;
SOEDA et al., 2008); (2) a neuropilina 2 (NRP2) (YU et al., 2016) que interage com
VEGF, estando envolvida com angiogénese e crescimento de axdnios (HOU; JIANG;
SMITH, 2008); (3) a decorina (DCN) que possui agao antiinflamatoéria e antifibrética,
atenuando a formacéao de lesdes agudas e levando a dissolugao parcial de cicatrizes
cronicas estabelecidas (ESMAEILI et al., 2014; PIRES et al., 2016); (4) a clusterina
(CLU) que previne agregacao de proteinas, sendo importante em Alzheimer e
Parkinson, além de realizar degradacado de proteinas mal enoveladas e debris
celulares (CHAPLOT; JARVELA; LINDBERG, 2020; PIRES et al., 2016).

5.1.4 \Vesiculas extracelulares de CEM como mediadores paracrinos em

desordens neuroldégicas

5.1.4.1 O conteudo proteico das vesiculas extracelulares de CEM com ag¢éo no
SNC

Alguns estudos selecionados para esta parte do trabalho se concentraram
em analisar os fatores bioativos presentes nas VE-CEM, identificando 35 proteinas
possivelmente envolvidas em processos de neuroprotecdo e neurorregeneracgao
(Tabela 6) (BODART-SANTOS et al., 2019; FIGLIOLINI et al., 2020; KATSUDA et
al., 2013; KIM et al., 2012; RIAZIFAR et al., 2019; XUN et al., 2020). O estudo de
Bodart-Santos et al. (2019) em modelo de doenca de Alzheimer e culturas
hipocampais, demonstrou que as VE-CEM derivadas da geleia de Wharton (VE-
CEM-GW) possuem atividade antioxidante, reduzindo ERO a niveis basais. Os
efeitos positivos foram atribuidos a acdo da catalase, visto que VE contendo

catalase inativada nao foram capazes de prevenir a formagéao de ERO.
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Tabela 6 - Proteinas presentes nas VE-CEM humanas com potencial neuroprotetor

Fonte de Simbol
Estudo CEM odo Proteina Acao no SNC*
gene
RIAZIFAR , Regulagao negativa
et al., 2019 CEM-MO  ANXA4 Anexina A4 de Nf-kB
XUN et al., . Regulagao positiva
2020 CEM-MON  CD44 Antigeno CD44 de ERK1 e ERK2
XUN et al., CEM-MON cD9 Antigeno CD9 Mlgragéo.d.e células
2020 gliais
Formacao e
XU;\‘O‘;th"’ CEM-MON APOE  Apolipoproteina E manutencdo de
sinapses
BODART- Atividade
SANTOS et CEM-GW CAT Catalase antioxidante,
al., 2019 protecao de sinapses
RIAZIFAR CEM-MO MIC Citocina 1 i'nibidora Regulagéo’negativa
etal., 2019 de macroéfagos de macréfagos
Regulagéo negativa
RIAZIFAR CEM-MO CFLA1 Cofilina 1 do processo de
etal., 2019
apoptose
XUN et al., Fator de ribosilacdo Resposta a lesao
2020 CEM-MON — ARF4 4 do ADP axonal
XUN et al., CEM-MON EEF2 Fator de elongacao Prc?liferagép .de
2020 2 células gliais
Fator de
RIAZIFAR © cenMo  GDF15  diferenciagao de Inducdo de Treg
etal., 2019 ,
crescimento 15
Fator de Diferenciacao de
FIGLIOLINI CEM-TA GDF5 diferenciacso de neuronios, regulacao
et al., 2020 : negativa do processo
crescimento 5 e
apoptoético
RIAZIFAR InibigZo de
etal., 2019; CEM-MO; , .
XUN etal. CEM-MON LGALS1 Galectina 1 resmssdtf(ijri‘lr:rigteéria
2020 P
Orientacao de
RIAZIFAR , g ~
et al.. 2019 CEM-MO GPC1 Glypican 1 axonio, fprma(;ao de
mielina
Regulacéo negativa
RIAZIFAR = cepmMo GREMI Gremlina 1 de quimiotaxia de
etal., 2019 e
mondacitos
Acao antiinflamatoria,
FIGLIOLINI CEM-TA IL-13 Interleucina 13 sobrevivéncia
et al., 2020

neuronal



KATSUDA
etal., 2013

FIGLIOLINI
et al., 2020

XUN et al.,
2020

RIAZIFAR
etal., 2019

XUN et al.,
2020

XUN et al.,
2020

XUN et al.,
2020

RIAZIFAR
etal., 2019

RIAZIFAR
etal.,, 2019

XUN et al.,
2020

XUN et al.,
2020

KIM et al.,
2012

XUN et al.,
2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

CEM-TA;

CEM-MO  MME

Neprilisina

CEM-TA NRG1 Neuregulina 1

CEM-MON  NPTN Neuroplastina

CEM-MO  POSTN Periostina

Proteina 2 de
SCARB membrana
2 associada ao
lisossomo
Proteina 4 de
ligagcéo ao fator de
crescimento
semelhante a
insulina

CEM-MON

CEM-MON IGFBP4

Proteina associada
a diferenciacao de
neuroblasto AHNAK

CEM-MON AHNAK

Proteina de choque
térmico 70

Proteina de ligagao
ao fator de
crescimento de
transformacgao
latente
Proteina 2
NOTCH homdloga ao locus

2 neurogénico de
Notch
Proteina
morfogenética
Ossea 15
Receptor de fator
de crescimento
derivado de
plaquetas

CEM-MO  HSP70

CEM-MO LTBP

CEM-MON

CEM-MON BMP15

CEM-MO  PDGFR

Receptor de

CEM-MON o
oxitocina

OXTR

Receptor do fator
de crescimento de
hepatocitos

CEM-TA MET
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Degradacgao de beta-
amiléide
Crescimento e
diferenciacao de
neurdnios e de
células gliais
Crescimento de
neurito

Extensdo de projegao
de neurdnio

Regulagao positiva
do desenvolvimento
da projecao neuronal

Regulagéao positiva
de MAPK

Diferenciacao de
neurdnios

Atividade
antiapoptotica

Estabilidade de TGF-
B, inducéo de Treg

Orientacao de axénio

Desenvolvimento
neuronal e
sinaptogénese

Proliferagao celular

Regulacéao positiva
da montagem das
sinapses

Sobrevivéncia e
proliferagao celular



XUN et al.,

Receptor do fator
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Morfogénese de

2020 CEM-MON EGFR de crescimento projecéo de
epidérmico neurdnios
Regulagcéo negativa
RIAZIFAR CEM-MO RGN Regucalcina de processos
etal., 2019 »
apoptoéticos
RIAZIFAR CEM-MO  LAMB2 Subunldad.e.beta 2 Or|e~ntagéo e
etal., 2019 da laminina extensdo do axénio
Neurogénese,
RIAZIFAR CEM-MO SPOCK Testican 1 diferenciacao e
etal., 2019 1 ) ~
migragao neuronal
Transportador de
XUN et al., CEM-MON SLC38A aminoacido neutro Transportfe de
2020 2 - neurotransmissores
acoplado a sédio 2
XUNetal,  CEM-MON TMOD2  Tropomodulina2 ~ Crescimento de
2020 axonio e neurito

*As  fungdes  foram obtidas a partir  de buscas nas plataformas  online

www.uniprot.org e www.proteinatlas.org. Fonte: elaborado pela autora (2021).

Outro estudo realizado com exossomos derivados de CEM-TA e CEM-MO
demonstrou que essas nanoparticulas transportam neprilisina (KATSUDA et al.,
2013), uma enzima muito importante para degradacdo de placas amildides
(NIRZHOR; KHAN; NEELOTPOL, 2018); sendo que exossomos de CEM-TA
transferidos para células de neuroblastoma (N2a) contribuiram para a redugao intra
e extracelular de peptideos beta-amildides. Contudo, as CEM-TA apresentaram
maiores niveis de neprilisina e, diferentemente das CEM-MO, expressaram a
proteina enzimaticamente ativa (KATSUDA et al., 2013).

Analise protedbmica em exossomos derivados de CEM-MO estimuladas com
interferon gama (IFNy) revelou diversas proteinas envolvidas em processos
imunomoduladores e neuroprotetores, incluindo a citocina inibidora de macréfago 1
(MIC1), galectina-1 (LGALS1), proteina de choque térmico 70 (HSP70), proteina de
ligacéo ao fator de transformacao de crescimento latente f (LTBP), subunidade beta
2 da laminina (LAMB2), testican 1 (SPOCK1), gremlina 1 (GREM1), fator de
diferenciacao de crescimento 15 (GDF15), periostina (POSTN), glypican 1 (GPC1),
anexina A4 (ANXA4), regucalcina (RGN) e cofilina 1 (CFL1). Além disso, este

mesmo estudo encontrou RNAs capazes de induzir células T reguladoras



88

demonstrando o importante papel dessas moléculas na acao antiinflamatoéria dos
exossomos (RIAZIFAR et al., 2019).

Em conjunto, esses estudos demonstram que as VE-CEM possuem acao
pleiotrépica sobre o SNC em estado de doenga, agindo de diferentes maneiras para

retomar as condicbes homeostaticas do microambiente.

5.1.4.2 O conteudo de RNAs das VE-CEM com ag¢édo no SNC

Os estudos selecionados identificaram ainda 20 mRNAs, dentre 62 mRNAs
presentes nas VE-CEM derivadas de tecido adiposo, de proteinas relacionadas a
neuroprotecdo (FIGLIOLINI et al., 2020; RIAZIFAR et al., 2019) (Tabela 7). O
tratamento com exossomos de CEM-MO estimuladas com IFNy reduziu a
desmielinizacdo em modelo in vivo de esclerose multipla (RIAZIFAR et al., 2019).
Neste estudo foi encontrado o mRNA que codifica para a proteina indoleamina 2,3-
dioxigenase 1 (IDO1), amplamente estudada devido aos seus efeitos
imunomodulatdrio e antiinflamatério em modelos de esclerose multipla. Ainda foram
observados outros mRNAs que codificam para proteinas como a timosina beta 10
(TMSB10), com potencial antiinflamatério e pode agir como inibidor de migragao
celular; a proteina de ligagcado a interleucina 18 (IL18BP), responsavel pela inibicdo
da citocina pro-inflamatéria IL-18; o fator gama de maturagao da glia (GMFG) que
estimula a regeneracgao neural e; a proteina induzida por interferon com repetigoes

de tetratricopeptideo 2 (IFIT2) que atua inibindo a migragao celular.

Tabela 7 - mMRNAs presentes nas VE-CEM humanas com potencial neuroprotetor

Fonte Simbolo ~ .
Estudo de CEM do gene mRNA Acao no SNC

FIGLIOLINI CEM-TA  AGRN Agrin Regulacao negatlyg do

et al., 2020 processo apoptotico

FIGLIOLINI L Angiogénese,

et al., 2020; CEM-TA ~ ANGPT1 Angiopoietina 1 regeneracao de 6rgaos
Diferenciacao de

ng'%% CEM-TA CTNNB1 Catenina beta 1 neurdnios, extensao de

projecao de neurdnios



FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

RIAZIFAR
etal.,, 2019

RIAZIFAR
etal., 2019

FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

FIGLIOLINI
et al., 2020

RIAZIFAR
etal., 2019

RIAZIFAR
etal., 2019

FIGLIOLINI
et al., 2020

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-
MO

CEM-
MO

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-
MO

CEM-
MO

CEM-TA

HGF

MDK

VEGFA

EGF

IGF1

TGFB1

GMFG

IDO1

LEP

NRP2

PAX7

IL18BP

IFIT2

CCL2

Fator de
crescimento de
hepatdcito

Fator de
crescimento de
ligacdo a heparina
Fator de
crescimento
endotelial vascular
A
Fator de
crescimento
epitelial
Fator de
crescimento
semelhante a
insulina tipo 1
Fator de
crescimento
transformador beta
1

Fator gama de
maturagao da glia

Indoleamina 2,3-
dioxigenase 1

Leptina

Neuropilina 2

Proteina de caixa
emparelhada 7

Proteina de ligagao
a interleucina 18

Proteina induzida
por interferon com
repeticoes de
tetratricopeptideo 2

Proteina
quimioatraente de
mondocitos 1
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Regulagéo negativa de
morte celular
programada mediada
por peroxido de
hidrogénio,
regeneracao de
projecéo de neurdénios

Crescimento de
neuritos

Diferenciacao
neuronal, orientagao
de axbnios

Proliferacao celular

Regulacéo negativa da
resposta
neuroinflamatdria

Proliferacao celular

Estimulacao da
regeneragao neural

Regulacéo negativa da
resposta
neuroinflamatéria

Regulacéo negativa do
processo apoptotico

Crescimento axonal,
angiogénese

Regulacéo negativa do
processo apoptotico

Inibigao da citocina
pré-inflamatéria IL-18

Inibigdo da migracao
celular

Regulacéao positiva da
atividade do receptor
de glutamato NMDA
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Quinase inibidora

Regulacao positiva da
FIGLIOLINI cemta  kekp  dofatornudear iilidade do fator de
etal., 2020 kappa-B transcricdo NF-kappaB
subunidade beta ¢ PP
Subunidade A do
fator de
FIGLIOLINI CEM-TA PDGFA crescimento Proliferacao celular
etal., 2020 )
derivado de
plaquetas
Regulagao negativa da
RIAZIFAR CEM- . , resposta inflamatodria,
etal, 2019 Mo  'MSB10  Timosinabeta10 Y inioso 44 migracao

celular
*As fungdes foram obtidas a partir de buscas nas plataformas online www.uniprot.org

e www.proteinatlas.org. Fonte: elaborado pela autora (2021).

Foram encontrados ainda sete microRNAs presentes em VE-CEM (Tabela 8)
(MITCHELL et al., 2019; RIAZIFAR et al., 2019). Andlises de bioinformatica
realizadas por Mitchell et al. (2019) identificaram diversos miRNAs, incluindo os
miRNA-16 e miRNA-24 envolvidos em processos antiinflamatoérios; o miR23a
relacionado a angiogénese e os mMiRNA-let7c e miRNA-145 que desempenham
fungdes antiinflamatéria e regenerativa. Além disso, Riazifar et al. (2019)
demonstraram que o miR-146b, presente em exossomos derivados de CEM-MO,
apresenta potencial antiinflamatério. Esses resultados apontam o importante papel
dos mMiRNAs secretados por CEM em processos inflamatérios e regenerativos,
demonstrando a relevancia de novos estudos para caracterizagdo dessas moléculas
bioativas nas VE-CEM.

Tabela 8 - MicroRNAs presentes nas VE-CEM humanas com potencial neuroprotetor

Fonte de
Estudo MicroRNA Acao no SNC
CEM
MITCHELL et al., Processo
CEM-TA miR-16
2019 antiinflamatorio
MITCHELL et al.,
CEM-TA miR-23a Potencial angiogénico
2019
MITCHELL et al., Processo
CEM-TA miR-24

2019 antiinflamatorio



MITCHELL et al.,
2019

MITCHELL et al.,
2019

MITCHELL et al.,
2019

RIAZIFAR et al., 2019

CEM-TA

CEM-TA

CEM-TA

CEM-MO

TiRA250 Processo
antiinflamatério
Processo
miR-145 antiinflamatério e
regeneragao
Processo
miR-let7c antiinflamatario e
regeneragao
Processo

miR-146b
antiinflamatoério
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A analise dos estudos realizada nesta parte do trabalho permitiu identificar
um grande numero de fatores paracrinos secretados por CEM que estao
relacionados a acoes terapéuticas e que atuam de forma pleiotropica sobre o SNC
(Figura 4). Ainda, essa investigacao possibilitou expandir o conhecimento sobre os
mecanismos de agao dos componentes presentes no MC-CEM, contribuindo para o

desenvolvimento de técnicas de padronizacdo para utilizacdo futura em ensaios

clinicos.

Fonte: elaborado pela autora (2021).
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Figura 4 - Fungdes pleiotropicas dos fatores bioativos de CEM no SNC

Atividade neurorregenerativa:
Neurodiferenciagéo
Crescimento de neuritos
Orientagdo de axénios
Sinaptogénese
Formagao de mielina
Extens3o de projecdo de neurdnio
Desenvolvimento de oligodendrdcitos

Secretoma
(proteinas
mRNAs
mMiRNASs)

Atividade neuroprotetora:
Migragdo de neurdnios
e células gliais
Protecdo de sinapses
Degradacdo de beta-amildide
Transporte de neurotransmissores
Acao antiapoptética
Protegdo contra excitotoxicidade Bividadarerar. —

R 5 = _g.lutamaé;m ERKS Regulagdo de ERO
Fellegy p~05|t|va' (.je = Acdo antioxidante
Regulagdo positiva de MAPK

Acdo dos fatores paracrinos presentes no secretoma de CEM no SNC, incluindo atividade

imunomoduladora, neuroprotetora, neurorregenerativa, angiogénica e redox que podem ser

investigadas para futura utilizagdo na medicina regenerativa. Fonte: elaborado pela autora (2021).

5.2 RESULTADOS PARTE 2: EFEITOS DO MC-CEM SOBRE ASTROCITOS IN
VITRO

5.2.1 Os efeitos do MC-CEM sobre o estresse oxidativo em astrécitos é pouco

explorado na literatura

Evidéncias da literatura demonstram que a utilizagdo do MC-CEM pode ser
uma opg¢ao vantajosa para a reducdo de ERO a niveis basais, auxiliando na
recuperacao das fungdes fisioldgicas do tecido nervoso (STAVELY; NURGALI, 2020;
RAJAN et al., 2017; WEN et al., 2020). Esta parte do trabalho se propds a responder
a pergunta: O meio condicionado de CEM humanas protege os astrdcitos do
estresse oxidativo? Para isso, foi realizada uma busca minuciosa na literatura
utilizando termos definidos e protocolos de busca (DHAMMI; KUMAR, 2014),

relacionando estresse oxidativo, meio condicionado de células estromais/tronco
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mesenquimais e astrocitos (Apéndice A). A estratégia de busca recuperou 1.026
estudos nas bases de dados utilizadas (Embase: 45, Google scholar: 786, PubMed:
82, Scopus: 66 e Web of Science: 47) (Figura 5). Apds exclusdo de duplicagdes,
utilizando o gerenciador bibliografico EndNote X9 (Thomson Reuters), restaram 708
estudos, que foram submetidos a primeira fase de selecdo (leitura de titulos e
resumos), 664 estudos que nao preencheram os critérios de inclusdo para esta

pesquisa foram excluidos nesta etapa.

Figura 5 - Fluxograma de identificacéo das fases de selecdo de dados da literatura

Estudos encontrados através da busca de dados: Embase
(n=45), Google Scholar (n= 786), PubMed (n= 82),

o Scopus (n= 66) e Web of Science (n= 47)
8
o
&=
‘E’ L4
=) N¢ total de estudos Estudos duplicados excluidos:
recuperados: 1.026 318
N4
Selegéo a partir do Estudos excluidos durante a
& titulo e resumo primeira fase de selegédo
B (n=708) (n=664)
Lo
)
3
i Selegéo a partir de Estudos excluidos durante a
leitura completa dos > segunda fase de selegdo
trabalhos (n= 44) (n=38)
Estudos de literatura A4
branca (n= 5) Estudos

selecionados para

sintese qualitativa

Estudos de literatura (n=6)
cinzenta (n= 1)

A selecgéo dos trabalhos para analise qualitativa foi realizada em duas fases: A fase 1 compreendeu a
analise de titulos e resumos dos estudos encontrados nas bases de dados. Foram identificados 1.026
trabalhos, apds exclusdo de duplicacées, restaram 708 estudos. Nesta fase 664 estudos que nao
preencheram os critérios de inclusdo para esta pesquisa foram excluidos apds a leitura dos titulos e
resumos. Na fase 2 foi realizada a leitura completa de 44 artigos selecionados na primeira fase, 38

trabalhos foram excluidos. Apenas seis estudos cumpriram os critérios de inclusdo e foram
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selecionados para sintese qualitativa, sendo cinco estudos de literatura branca e um de literatura

cinzenta. Fonte: elaborado pela autora (2021).

Na segunda fase de selecédo (leitura de textos completos), foram analisados
44 estudos restantes da primeira fase, sendo que 38 trabalhos considerados nao
elegiveis foram excluidos, pois n&do preencheram o critério de inclusdo: (c) estudos
que analisaram estresse oxidativo, ou seja, ndo avaliaram a producédo de ERO
celular. Apenas 6 referéncias cumpriram os critérios de inclusdo e foram
selecionadas para sintese qualitativa, sendo cinco estudos de literatura branca
(BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al.,
2019; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014) e um de literatura cinzenta
(FERREIRA, 2020).

5.2.2 Variabilidade metodolégica dos estudos analisados para o cultivo de
CEM e obtencao do MC-CEM

As caracteristicas metodolégicas relacionadas as CEM produtoras de MC
foram avaliadas a partir dos dados extraidos conforme descrito na Tabela 2. As CEM
produtoras dos meios condicionados eram derivadas de tecido adiposo (BAEZ-
JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019;
TORRENTE et al.,, 2014), medula 6ssea, polpa dentaria (SONG et al.,, 2015) e
derme de prepucio (Tabela 9) (FERREIRA, 2020). No entanto, as CEM-TA coletadas
por procedimento cirurgico de lipoaspiracdo foram as mais utilizadas (BAEZ-
JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019). A
idade dos doadores variou de 6 a 28 anos, sendo os mais jovens de 6 a 13 anos de
doadores de derme de prepucio (FERREIRA, 2020).

Tabela 9 - Procedimentos de coleta e cultivo de CEM nos estudos selecionados para

sintese qualitativa

Fonte de Procedimento dade do Meio de N® de
Estudo CEM A paciente - passagens
cirargico cultivo
humana (anos) celulares
BAEZ-
: L DMEM +
JURADO et CEM-TA Lipoaspiragcao 24 a 28 10% SFB 3ab

al., 2018a



95

BAEZ-

JURADO et CEM-TA Lipoaspiracao 24 a 28 DI\(ZIEM * 3ad
10% SFB
al., 2018b
BAEZ-
JURADO et CEM-TA Lipoaspiracéao 24 a 28 DI\({IEM * 3ab
10% SFB
al., 2019
FERREIRA, , DMEM +
2020 CEM-DP Postectomia 6a13 10% SFB 4
Extracao de
dentes DMEM +
CEM-PD permanentes 14a22 10% SFB 5
saudaveis
Meio de
SONG et cultivo basal
al., 2015 Adquiridas de +
Lonza Nao suplemento
CEM-MO (Walkersville,  informado de 4
MD) crescimento
+ L-
glutamina
TORRENTE . Nao DMEM +
etal,2014 CEM-TA Naoinformado .conq0 109 SFB 3a4

Abreviactes e siglas: CEM-TA: célula estromal mesenquimal de tecido adiposo; DMEM: meio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco; SFB: soro fetal bovino; CEM-DP: célula estromal mesenquimal
de derme de prepucio; CEM-PD: célula estromal mesenquimal de polpa dentaria; CEM-MO: célula

estromal mesenquimal de medula 6ssea. Fonte: elaborado pela autora (2022).

Apesar da variabilidade de fontes de CEM, algumas caracteristicas
metodoldgicas relacionadas ao cultivo celular eram semelhantes: todos os trabalhos
utilizaram o meio de cultivo padrao Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, do
inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium) acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB) e antibioticos e 48 horas de condicionamento (periodo de cultivo sem
acréscimo de SFB). Apenas Song et al. (2015) acrescentaram suplementos de
crescimento de CEM e L-glutamina em culturas de CEM-MO. A CEM utilizadas
estavam entre as passagens 3 e 5 e nenhum trabalho realizou técnicas de
concentragdo ou pré-condicionamento do MC-CEM (BAEZ-JURADO et al., 2018a;
BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG
et al., 2015; TORRENTE et al., 2014).
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5.2.3 Variabilidade metodolégica dos estudos analisados para cultivo e

analise das culturas de astrocitos

Os estudos apresentaram variabilidade metodolégica em relagdo ao cultivo
de astrécitos. Todos os trabalhos foram desenvolvidos in vitro utilizando
principalmente linhagens de astrécitos (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-
JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019; TORRENTE et al., 2014),
apenas Song et al. (2015) e Ferreira (2020) utilizaram culturas primarias de
astrécitos humanos e de camundongos, respectivamente (Tabela 10). Nos estudos
analisados foram empregados apenas dois métodos para indugdo de insultos em
astrécitos: deplegdo de glicose e de oxigénio (DGO) (SONG et al.,, 2015;
TORRENTE et al., 2014) ou lesao in vitro combinada a privacédo de glicose, sendo
esta ultima a metodologia mais utilizada, aplicada em trés estudos (BAEZ-JURADO
et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019). Todos os
meétodos de insulto foram capazes de aumentar o estresse oxidativo nas culturas
astrocitarias (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-
JURADO et al.,, 2019; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014). Apenas um
trabalho manteve o meio de cultura em condigbes padrao, sem insulto (FERREIRA,
2020). As concentracdes de MC-CEM utilizadas variaram de 0,5% a 100%, sendo
que Baez-jurado et al. (2018a), Baez-jurado et al. (2018b), Baez-jurado et al. (2019)
e Torrente et al., (2014) utilizaram concentragbes mais baixas de MC (0,5% a 15%);
enquanto Ferreira (2020) e Song et al. (2015) usaram o MC em concentragbes de
50% a 100%. Os tempos de tratamento com o MC-CEM foram de 24, 30 e 48 horas
(BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al.,
2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014). Apenas um
trabalho realizou pré-tratamento com o MC-CEM por 2h anteriormente ao insulto
(SONG et al., 2015), o restante dos estudos utilizou o MC-CEM somente apds o
insulto (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO
et al., 2019; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014). A variedade de
caracteristicas metodoldgicas entre estudos investigados dificulta a realizagdo de

analises comparativas.
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Tabela 10 - Caracteristicas metodologicas referentes aos insultos e tratamentos

utilizando o MC-CEM em culturas astrocitarias nos estudos selecionados para a

revisao
Fonte Método de ~
Estudo de CEM Fon'te_de indugao de Concentraog.a Tempo de
astrocitos - odo MC (%) tratamento
humana insulto
Linhagem de
BAEZ- astrécitos Lesao in vitro e
JURADO et CEM-TA T98G deplecédo de 2 24h
al., 2018a (glioblastoma glicose
)
BAEZ- Hnhagem 4¢  Lesao in vitro e
JURADO et CEM-TA h deplecao de 5;10e 15 30h
umanos )
al., 2018b ) glicose
normais
Linhagem de
BAEZ- astrécitos Lesao in vitro e
JURADO et CEM-TA T98G deplecéo de 2 24h
al., 2019 (glioblastoma glicose
)
Astrécitos Condigdes
FE%EZE(I)RA’ CEM-DP  corticais de normais de 50 e 100 24h
camundongo cultivo
CEM- L ~ 2h pré-
SONG et PD; ﬁitr';?g:]tgss Deﬁfog:eoede 100 tratamento;
al., 2015 CEM- iman glicose 2h pos-
MO primarios oxigénio tratamento
Linhagem de
astrécitos Leséo in vitro e
TORRENTE CEM-TA T98G deplecédo de 0,5;:2;e5 24 e 48h
etal., 2014 . )
(glioblastoma glicose

)

Abreviacbes e siglas: MC: meio condicionado; CEM-TA: célula estromal mesenquimal de tecido
adiposo; CEM-DP: célula estromal mesenquimal de derme de prepucio; CEM-PD: célula estromal
mesenquimal de polpa dentaria; CEM-MO: célula estromal mesenquimal de medula 6ssea. Fonte:
elaborado pela autora (2022).

Para investigar as analises experimentais empregadas nos estudos

selecionados para esta revisdo, os dados dos trabalhos foram extraidos
individualmente e, em seguida agrupados na forma de grafico e tabela. As analises
realizadas mostram que os estudos desenvolveram diferentes metodologias

experimentais.
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A avaliacdo da producdo de estresse oxidativo foi a analise mais
amplamente realizada, presente em 5 estudos (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-
JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et al.,
2014), seguida do ensaio de viabilidade, realizado em 4 trabalhos (BAEZ-JURADO
et al., 2018b; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014).
Contudo, apenas 50% dos estudos investigaram a presengca de enzimas
antioxidantes, parametros mitocondriais (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-
JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019) e marcadores de gliose reativa
(BAEZ-JURADO et al., 2018a; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015), aspectos
importantes em desordens neurolégicas (FEHILY; FITZGERALD, 2017; JHA et al.,
2019; NG; LEE, 2019). Somente o estudo de Baez-Jurado et al. (2019) avaliou os
niveis de calcio intracelular e vias de sinalizacdo. De maneira semelhante, a
avaliacdo da ultraestrutura celular foi explorada em somente um trabalho (BAEZ-
JURADO et al., 2018a). Além disso, outros parametros relevantes, incluindo
proliferacdo (FERREIRA, 2020; TORRENTE et al., 2014), migragao e polaridade
celular (BAEZ-JURADO et al., 2018b; TORRENTE et al., 2014), fragmentacéo
nuclear (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b) e parametros
da neuroglobulina (NGB) (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2019)

foram explorados em apenas 33% dos estudos (Figura 6).

Figura 6 - Analises experimentais
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A analise mais amplamente realizada entre os estudos incluidos nesta revisdo foi a determinagdo da
produgdo de estresse oxidativo, seguida do ensaio de viabilidade. ERO: espécies reativas de

oxigénio; Ca2*: calcio; NGB: neuroglobulina. Fonte: elaborado pela autora (2022).

No contexto do estresse oxidativo, a avaliagcdo da producdo de ERO foi
realizada de duas maneiras distintas: através dos testes 2',7’— diacetato de
diclorofluorescina (DCFDA) (BAEZ-JURADO et al., 2018a; FERREIRA, 2020; SONG
et al., 2015) e diidroetidio (DHE) (BAEZ-JURADO et al., 2019; TORRENTE et al.,
2014). Foram analisadas apenas trés enzimas antioxidantes GPX1, SOD2, (BAEZ-
JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019) e
CAT (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2019) (Tabela 11).
Somente o estudo de Ferreira (2020) verificou a expressdo do fator de
transcrigao fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e apenas o estudo
de Baez-Jurado et al. (2018a) avaliou a produgao de espécies reativas de nitrogénio
através de marcacgao de 3-nitrotirosina. Este estudo também avaliou danos celulares
causados pelo aumento nos niveis de estresse oxidativo analisando a peroxidacao
lipidica e danos ao DNA (BAEZ-JURADO et al., 2018a). Por fim, dois dos estudos
incluidos neste trabalho avaliaram a expresséo de citocinas pré e antiinflamatérias
(BAEZ-JURADO et al., 2019; SONG et al., 2015), visto que o desequilibrio nos niveis
dessas moléculas resulta em producado excessiva de radicais livres, diretamente
relacionados ao aumento da neuroinflamagdo (ISLAM, 2017). Esses resultados
demonstram a grande variedade de metodologias utilizadas para analise de culturas

astrocitarias no contexto de estresse celular.

Tabela 11 - Proteinas analisadas nos estudos selecionados para a analise

qualitativa

Grupos de proteinas analisadas

Citocinas IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, CSF2
Enzimas antioxidantes SOD2, CAT, GPX1
Fatores de transcrigcao Nrf2

GFAP, nestina, vimentina,
musashi-1

Vias de sinalizagao celular AKT, p-AKT, ERK1/2, p-ERK

Abreviagbes e siglas: IL-1[: interleucina 1 beta; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; TNF-a:

Marcadores de gliose reativa

fator de necrose tumoral alfa; CSF2: fator estimulador de colénias de macréfagos 2; SOD2:
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superoxido dismutase 2; CAT: catalase; GPX1: glutationa peroxidase 1; Nrf2: fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2; GFAP: proteina acida fibrilar glial; AKT: proteina quinase B; p-AKT: proteina
quinase B fosforilada; ERK1/2: quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2; p-ERK: quinase

regulada por sinal extracelular fosforilada. Fonte: elaborado pela autora (2022).

5.2.4 Anadlise das perguntas e das respostas de pesquisa dos estudos

selecionados

Nesta parte do trabalho foram analisadas qualitativamente as perguntas
assim como as respostas de pesquisas dos estudos e sua relacdo com o tema
estresse oxidativo. Para isso, os dados de cada estudo foram extraidos e

compilados para melhor apresentagéo dos resultados (Quadro 2).

Quadro 2 — Perguntas e respostas de pesquisa realizadas pelos estudos

selecionados para a revisao

Estudo Questao de pesquisa Resposta a questao de pesquisa

O MC-CEM-TA favorece a
homeostase mitocondrial através da

O MC-CEM-TA contribui para o
resgate celular ou protegcao da

BAEZ- funcao mitocondrial em regulacéo positiva de Ngb, reducéao
JURADO et astrécﬁos’? Qual é o papel da do dano oxidativo e protege os
al., 2018a y bap astrocitos, prevenindo o estresse

Ngb na mediagao dos efeitos do

MC-CEM-TA? oxidativo induzido por H202 e

apoptose astroglial

BAEZ- Qual o efeito do MC-CEM-TA na O MC-CEM-TA exerce efeitos
JURADO et | protecao de astrécitos humanos protetores sobre os astrocitos
al., 2018b submetidos a lesao in vitro? humanos expostos a lesao in vitro

O MC-CEM-TA protege os astrécitos
contra a perda de viabilidade e
Quais sdo os mecanismos de estresse oxidativo, possivelmente

acao do MC-CEM-TA em através da regulagao de citocinas e
astrocitos expostos a leséo in mobilizagao do calcio, além de
BAEZ- . ) "~ ) ~
vitro e privacao de glicose? O regular a expressao de Ngb e
JURADO et . ] , ~
bloqueio da Ngb esta esta aumentar a expressao de genes
al., 2019b . S . . A
relacionado com a dinamica do responsaveis pela dinamica
calcio e outras funcdes mitocondrial. O bloqueio da Ngb
mitocondriais? reduziu a expressao de proteinas

antioxidantes e modificou os niveis
de calcio celular
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FERREIRA,
2020

O MC-CEM-DP possui efeito
antioxidante em astrocitos de

camundongos neonatos in vitro?

O MC-CEM-DP apresentou agao
antioxidante em astrdcitos in vitro,
representada pela reducdo na
producao de ERO nas culturas
astrocitarias

SONG et al.,
2015

As CEM-PD e seu MC exercem

de glicose e oxigénio em
astrécitos humanos quando
comparadas as CEM-MO e seu
MC?

efeito protetor contra a privacao

As CEM-PD e seu MC conferem
efeitos citoprotetores superiores em
astrdcitos in vitro em comparagao
com as CEM-MO. Os efeitos podem
estar relacionados a reducéao da
gliose reativa, assim como a
diminuicdo na expressao de radicais
livres e de IL-1b

TORRENTE
et al., 2014

Qual é o papel do MC-CEM-TA
em astrdcitos danificados por
les&o in vitro, associada ao
comprometimento metabdlico
induzido por privagao de glicose

O MC-CEM-TA pode regular
processos de proliferagao,
fechamento de lesdo, mudancas
morfoldgicas e estresse oxidativo
em culturas astrocitarias




102

Abreviagdes e siglas: MC: meio condicionado; MC-CEM-TA: meio condicionado de células estromais
mesenquimais de tecido adiposo; H,O,: peréxido de hidrogénio; NGB: neuroglobulina; MC-CEM-DP:
meio condicionado de células estromais mesenquimais de derme de prepucio; CEM-PD: célula
estromal mesenquimal de polpa dentaria; CEM-MO: célula estromal mesenquimal de medula éssea;

IL-1B: interleucina 1 beta. Fonte: elaborado pela autora (2022).

A analise demonstrou que as perguntas de pesquisa nao estdo diretamente
correlacionadas ao estresse oxidativo (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO
et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019; SONG et al., 2015; TORRENTE et al.,
2014), exceto no estudo de Ferreira (2020). Os estudos se concentram em investigar
o papel do MC-CEM na protegcédo de astrécitos a insultos (BAEZ-JURADO et al.,
2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014); na
funcdo mitocondrial; na agdo da neuroglobulina (BAEZ-JURADO et al., 2018a;
BAEZ-JURADO et al., 2019) e na dinamica do célcio (BAEZ-JURADO et al., 2019)
(Quadro 2 e Figura 7).

Figura 7 - Principais objetivos dos estudos selecionados para a analise qualitativa

5

Numero de estudos

0 . .

Protegdo de Fungao Acadoda Dinamica do Regulagdo Resgate

astrocitos mitocondrial Ngb calcio doestresse celular
submetidos oxidativo
a insultos

A maioria dos estudos analisados investigou o papel do MC-CEM na protecdo de astrocitos

submetidos a insultos. NGB: neuroglobulina. Fonte: elaborado pela autora (2022).

Destaca-se ainda que a maioria dos trabalhos apresentou respostas de
pesquisa relacionadas a regulagdo da producdo de ERO e, consequente na
regulagao do equilibrio redox em culturas astrocitarias (BAEZ-JURADO et al., 2018a;
BAEZ-JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et



103

al., 2014) com excegao do estudo de Baez-Jurado et. al. (2018b), que se limitou a

avaliar a lesao in vitro.

5.2.5 Efeito protetor do MC-CEM em astrécitos

As diferencas metodolégicas empregadas pelos estudos analisados,
incluindo as fontes teciduais de CEM, os modelos de insulto, bem como as
concentragdes do MC e o tempo de tratamento (Tabela 10) impossibilitaram analise
quantitativa comparativa dos resultados. Contudo, foi possivel realizar uma analise
qualitativa dos efeitos do MC-CEM sobre as culturas astrocitarias.

Nos estudos avaliados foi demonstrado que o secretoma de CEM é capaz
de proteger estruturas mitocondriais, alterando parametros como o potencial de
membrana (Aym) (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b) e
massa mitocondrial; além de exercer protecdo para a ultraestrutura da crista
mitocondrial (BAEZ-JURADO et al., 2018a) e regular os niveis de expressdo de
genes envolvidos em processos da cadeia respiratéria e dindmica mitocondrial
(mnf1, mnf2, opa1, fis1 e Drp1) (BAEZ-JURADO et al., 2019). Ainda, pode preservar
outras estruturas como o citoesqueleto, mantendo a ultraestrutura organizada
(BAEZ-JURADO et al., 2018a); controlar os niveis de Ca2* citoplasmatico (BAEZ-
JURADO et al., 2019) e aumentar as taxas de NGB (BAEZ-JURADO et al., 2018a),
regulando sua localizagédo subcelular (BAEZ-JURADO et al., 2019). A NGB parece
ter uma funcdo fundamental para a preservagdao da homeostase astrocitaria, visto
que experimentos de bloqueio de funcéo desta proteina resultaram em alteragdes na
dindmica do Ca2* e fungdes mitocondriais. O MC-CEM também foi responsavel pela
inducdo da expressdao de vias de sobrevivéncia como fosfatidilinositol 3-
quinase/proteina quinase B (PI3K/AKT) e quinases reguladas por sinal extracelular 1
e 2/proteinas quinases ativadas por mitogénicos (ERK1/2/MAPK) (BAEZ-JURADO et
al., 2019). Contudo, um estudo mostrou que o secretoma nas concentra¢des de 50%
e 100% reduziram a fosforilagdo de ERK em astrécitos (FERREIRA, 2020). O MC-
CEM também apresentou efeitos positivos sobre a reatividade astrocitaria,
blogueando a gliose reativa através da diminui¢do na expressédo da proteina acida
fibrilar glial (GFAP) (BAEZ-JURADO et al., 2018a; FERREIRA, 2020; SONG et al.,
2015), nestina e musashi-1 (SONG et al., 2015).
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Apesar de, até o presente momento, poucos trabalhos abordarem o tema, os
resultados desta revisdo de literatura demonstram que a utilizacdo do secretoma de
CEM apresenta efeitos positivos nas culturas de astrocitos sob diferentes condicbes
de estresse, independentemente do tempo de tratamento (Quadro 3); sendo que
concentragbes iguais ou superiores a 2% do MC mostraram potencial agéo
terapéutica in vitro (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b;
BAEZ-JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et
al.,, 2014). Além disso, o MC-CEM protegeu as culturas astrocitarias contra o
estresse oxidativo excessivo, reduzindo danos ao DNA, peroxidacado lipidica e

nitragdo de proteinas (BAEZ-JURADO et al., 2018a). Foram observadas redugdes

de 200 vezes nas concentracdes de O,~ em astrécitos tratados com 2% de MC-CEM

(TORRENTE et al., 2014). Outro estudo mostrou que células que receberam 50 e
100% de MC apresentaram reducado de 33% nas taxas de ERO (FERREIRA, 2020).
Contudo, estes trabalhos ndo podem ser comparados entre si devido suas
diferengas metodoldgicas. Por outro lado, Song et al. (2015) comparando os
secretomas de CEM-PD e CEM-MO observaram potencial terapéutico semelhante

para reducao de ERO.

Quadro 3 - Efeitos do MC-CEM sobre o estresse oxidativo e outros parametros

analisados em astrocitos in vitro nos estudos incluidos nesta revisdo

Efeitos do MC- | ¢ /s efeitos do MC- N
CEM sobre o - - Principais
Estudo CEM sobre a biologia ~
estresse L conclusodes
e de astrocitos
oxidativo
Aumento da Aumento na expressao
expressio de de NGB. O bloqueio
GP)Fé-1 SOD2 e dessa proteina reduziu o | O MC-CEM previne
catalase efeito protetor do MC- | ¢ estresse oxidativo
CEM e a apoptose de
Bloqueio de NGB ~ astrdcitos
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Abreviacbes e siglas: GPX-1: glutationa peroxidase 1; SOD2: superdxido dismutase 2; NGB;
neuroglobulina; MC: meio condicionado; Aym: potencial de membrana mitocondrial; ERO: espécies
reativas de oxigénio; CEM-TA: célula estromal mesenquimal; Ca2*: célcio; AKT: proteina quinase B;
p-AKT: proteina quinase B fosforilada; ERK1/2: quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2; p-
ERK: quinase regulada por sinal extracelular fosforilada; Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao
fator 2; GFAP: proteina acida fibrilar glial; CEM-PD: célula estromal mesenquimal de polpa dentaria;
CEM-MO: célula estromal mesenquimal de medula 6éssea; IL-1B: interleucina 1 beta; IL-10:

interleucina 10; O, —: anion superdxido; MC-CEM: meio condicionado de células estromais

mesenquimais. Fonte: elaborado pela autora (2022).

Alguns dos estudos incluidos neste trabalho mostraram que o tratamento
com o MC-CEM aumentou os niveis de proteinas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase, superoxido dismutase (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et
al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019) e catalase (BAEZ-JURADO et al., 2018a;
BAEZ-JURADO et al., 2019), porém reduziu a atividade de Nrf2, sugerindo que a
diminuicao na producdo de ERO ocorre por outro mecanismo (FERREIRA, 2020).
Baez-Jurado et al. (2019) sugerem que a NGB pode ter um papel importante na
regulagao redox celular, pois seu bloqueio diminuiu o efeito protetor do MC-CEM,
resultando em reducao na expressao de SOD2, CAT e GPX1 e aumento significativo
nas taxas de estresse oxidativo. Além disso, outros parametros, como o potencial de
membrana e a massa mitocondrial também foram alterados na auséncia dessa
proteina (BAEZ-JURADO et al., 2018a). Ainda, o tratamento com o secretoma de

CEM diminuiu a expressao dos genes ND1 e ND2 que codificam para duas
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subunidades do complexo | na cadeia transportadora de elétrons, envolvidos em
estados de doencga por contribuir para a producdo de ERO (BAEZ-JURADO et al.,
2019). Em conjunto, esses resultados mostram que o MC-CEM é capaz de regular o
estresse oxidativo em astrocitos in vitro. Dessa forma, o secretoma de CEM pode ser
uma ferramenta util para a regulagdo redox em diversas desordens neurologicas que
apresentam producgao excessiva de ERO.

Além de efeitos sobre a regulagdo redox celular, este trabalho também teve
como objetivo investigar nos estudos analisados outras possiveis ag¢des do
secretoma de CEM sobre a biologia de astrocitos. Os resultados da andlise
qualitativa demonstraram que os tratamentos com o MC-CEM podem influenciar
diferentes parametros correlacionados a preservacdo da homeostase celular
(Quadro 3). Alguns dos trabalhos investigados mostraram que o secretoma de CEM
€ capaz de aumentar a viabilidade e proliferagdo celular (BAEZ-JURADO et al.,
2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015;
TORRENTE et al., 2014), assim como induzir mudang¢as na morfologia e polaridade
dos astrécitos (BAEZ-JURADO et al., 2018b; TORRENTE et al., 2014); além de
recuperar alteragdes morfolégicas causadas pelo método de insulto (BAEZ-JURADO
et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b). Apenas um trabalho n&o encontrou
diferenga significativa nas taxas de proliferacdo celular, sendo que o MC 50% nao
afetou a sobrevivéncia dos astrocitos, porém o MC 100% diminuiu o numero de
células (FERREIRA, 2020). O MC-CEM também pode promover migragao celular e
fechamento da ferida in vitro (BAEZ-JURADO et al., 2018b), reduzir a fragmentacéao
nuclear (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b), condensagéao
da cromatina (BAEZ-JURADO et al., 2018a) e inflamagao pela regulacdo das
citocinas IL-1B, IL-10 (SONG et al., 2015), IL-6, CSF2 e TNF-a (BAEZ-JURADO et
al., 2019). Em conjunto, os resultados apresentados pelos estudos analisados

mostram que o MC-CEM exerce efeito citoprotetor para astrocitos in vitro.
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6 DISCUSSAO

O objetivo da primeira parte deste estudo foi identificar fatores troficos
presentes no secretoma de CEM envolvidos na regulagéo redox celular, assim como
em processos de neuroprotegcado/neurorregeneragao. Os trabalhos selecionados
analisaram o secretoma de CEM de fontes teciduais distintas, contudo a fonte mais
amplamente utilizada foi o tecido adiposo. Os resultados mostraram que fatores
paracrinos presentes no MC-CEM, incluindo enzimas antioxidantes e fatores de
crescimento, atuam na regulagéo redox no SNC, apresentando potencial protetor em
desordens neurodegenerativas.

A segunda parte do trabalho se concentrou em avaliar de modo
sistematizado a literatura com relacdo ao efeito protetor do MC-CEM em astrdcitos.
A busca de dados recuperou apenas seis trabalhos evidenciando a lacuna da
literatura neste campo do conhecimento. Apesar do baixo numero de estudos
recuperados, a sintese de resultados mostrou que o secretoma de CEM,
independentemente da sua fonte tecidual, é capaz de reduzir o estresse oxidativo,
inflamacao e reatividade astrocitaria, além de aumentar a sobrevida dos astrdcitos

em cultivo.

6.1 DIFERENTES FONTES TECIDUAIS DE CEM APRESENTAM EFEITO
PROTETOR SIMILAR

Os resultados de ambas as partes deste trabalho demonstram uma
variedade de tecidos fonte de CEM, sendo o tecido adiposo a fonte mais empregada
(BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al.,
2019; FIGLIOLINI et al., 2020; KATSUDA et al., 2013; KIM et al., 2008; MITCHELL
et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018; NIADA et al., 2018; PIRES et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2012; SARALAMMA et al., 2019; TORRENTE et al., 2014),
possivelmente devido a facilidade de obtengdo e isolamento; assim como a
abundancia de CEM nesse tecido, o que facilita a produ¢cao do MC (MAZINI et al.,
2019).

Alguns dos estudos mostram que as CEM-TA sao utilizadas para produgao e
utilizagdo terapéutica do MC em modelos experimentais, assim como para a

caracterizagcao das moléculas bioativas presentes em seu secretoma. Nos trabalhos
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analisados foram identificados no MC-CEM-TA fatores paracrinos importantes para
modulagcdo do SNC (PIRES et al., 2016; RIBEIRO et al., 2012). Além disso, o
secretoma dessas células tem apresentado efeitos positivos em outros tecidos,
protegendo fibroblastos dermais humanos do estresse oxidativo (KIM et al., 2008) e
auxiliando no processo regenerativo de musculo esquelético (MITCHELL et al.,
2019). Ainda, foi observado que o MC-CEM-TA regula os niveis de agentes
oxidantes em células espermaticas e pancreaticas em condi¢gbes patoldgicas
(BADER et al., 2019; ELSHEMY et al., 2021). Diante dos beneficios relatados, CEM
derivadas dessa fonte tecidual podem se tornar uma opg¢éo vantajosa para futuras
investigagdes referentes a desordens neurodegenerativas.

Embora CEM-TA tenham sido utilizadas em muitos dos estudos avaliados,
CEM de diferentes fontes teciduais também secretam fatores tréficos, dentre eles
enzimas e fatores de crescimento, com agéo antioxidante (FIGLIOLINI et al., 2020;
KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018; PIRES et al.,
2016; YU et al., 2016) que podem estar envolvidos em processos de neuroprote¢cao
(BAEZ-JURADO et al., 2018b; LUBOS; LOSCALZO; HANDY, 2011). Além disso,
alguns dos estudos analisados na primeira parte deste trabalho mostraram que CEM
de diferentes origens teciduais apresentam diferencas significativas na composigao
de fatores bioativos (PIRES et al., 2016; RIBEIRO et al., 2012).

Em trabalho anterior de nosso grupo foi demonstrado que CEM obtidas do
tecido adiposo e da derme cultivadas sob as mesmas condi¢gdes apresentam
variagdo entre si quanto ao seu conteudo proteico (ZOMER, 2017). Além disso,
alguns dos estudos elegidos para este trabalho revelam diferencas significativas
entre os fatores bioativos secretados por CEM de diferentes fontes teciduais (PIRES
et al., 2016; RIBEIRO et al., 2012; YU et al., 2016). Pires et al. (2016) encontraram
diferencas quantitativas na expressao de fatores bioativos secretados por CEM-MO,
CEM-TA e CEM-CPCU. Da mesma forma, analises comparativas entre CEM-TA e
CEM-GW mostraram importantes diferengas na composi¢ao proteica do secretoma
dessas células, sendo que CEM-TA apresentaram maior numero de fatores bioativos
envolvidos em processos de neuroprotecao (RIBEIRO et al., 2012). Por outro lado,
Nakashima et al. (2018) observaram diferencas na composicdo proteica do
secretoma de CEM de mesma origem tecidual, porém cultivadas em meios de
cultura diferentes. Neste contexto, uma analise comparativa entre os componentes

do MC-CEM de fontes teciduais diferentes, assim como da influéncia das condi¢cbes
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de cultivo sdo fundamentais para compreender as diferencas do conteudo
bioquimico do secretoma dessas células.

Apesar da variedade de tecidos fonte de CEM encontrada nos trabalhos
analisados, a segunda parte deste estudo demonstra que células de diferentes
fontes teciduais apresentam efeito protetor similar sobre a producédo de estresse
oxidativo em astrécitos. Contudo, € importante ressaltar que as CEM compreendem
uma populagdo celular reconhecidamente heterogénea. Essa caracteristica é
refletida em distintos modos de acao, incluindo mecanismos de secrecao de fatores
soluveis e vesiculas extracelulares (COSTA et al., 2021). Além disso, algumas
condi¢gdes podem influenciar os padrbes de secre¢cdo de moléculas sinalizadoras,
modificando a composi¢ao do secretoma. A fonte tecidual de CEM, condi¢cdes de
cultura, condicionamento celular, e concentracdo do MC-CEM sado exemplos de
fatores que podem ter influéncia sobre sua eficacia terapéutica (MUHAMMAD,
2019).

Apesar da diversidade de trabalhos que demonstram a potencialidade das
CEM e de seus derivados bioativos para o tratamento de doengas em modelos
experimentais (CAPLAN et al., 2021; EL-DERANY; NOURELDEIN, 2021; JHA et al.,
2022; MELO et al., 2017; SANTAMARIA et al., 2021), muitas falhas ainda séo
encontradas na pesquisa translacional e podem ser em parte atribuidas ao baixo
nivel de conhecimento em relagdo aos seus mecanismos de acgao (STAVELY;
NURGALI, 2020). Neste sentido, a escolha da fonte tecidual para utilizagcdo dessas
células em terapias experimentais deve ser uma agao cautelosa, sendo que a
decisao final pode ser baseada em estudos anteriores que demonstram seu
potencial terapéutico para o tratamento da patologia investigada (COSTA et al.,
2021).

6.2 O PAPEL DOS FATORES BIOATIVOS DE CEM NA NEUROPROTECAO

Os resultados desta revisdo mostram que muitas pesquisas tém se dedicado
a analises para caracterizagdo do conteudo total do MC-CEM (fracdo soluvel e
fracao vesicular) (KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018;
NIADA et al., 2018; PIRES et al., 2016; RAJAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2012;
SARALAMMA et al., 2019; YU et al, 2016). Contudo, alguns dos trabalhos
selecionados investigaram somente a porcdo vesicular do secretoma de CEM
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(BODART-SANTOS et al., 2019; FIGLIOLINI et al., 2020; KATSUDA et al., 2013;
KIM et al., 2012; RIAZIFAR et al., 2019; XUN et al., 2020). De modo geral, os
estudos apresentam uma grande diversidade de moléculas bioativas secretadas por
CEM (KIM et al., 2008; MITCHELL et al., 2019; NAKASHIMA et al., 2018; NIADA et
al., 2018; PIRES et al., 2016; RAJAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2012;
SARALAMMA et al., 2019; YU et al., 2016) que séo capazes de reduzir a apoptose,
promovendo neuroprotecdo e regeneragdo neuronal. Ainda podem agir como
imunomoduladores, diminuindo a expressao de fatores pro-inflamatérios, permitindo
angiogénese e reduzindo a perda de mielina (CHANG et al., 2019; HOU et al., 2020;
RAJAN et al., 2017; STAVELY; NURGALI, 2020; VENERUSO et al., 2019). Diante
destes resultados, é evidente que a caracterizacdo desses componentes e melhor
compreensao do seu modo de agdo sao essenciais para entender os efeitos do
tratamento com o MC-CEM em diversos modelos de doengas.

Alguns fatores tréficos secretados por CEM, incluindo NRP2, NEGF2 (YU et
al., 2016), NGF e NT3 (RAJAN et al., 2017) sédo classicamente conhecidos como
protagonistas em processos de protecdo do SN. O fator neurotrofico NGF, por
exemplo, € conhecido por regular a sobrevivéncia e crescimento de neurdnios e de
células gliais, oferecendo protegdo contra o estresse oxidativo e promovendo
neuroprotecéo (CABEZAS et al., 2019) foi encontrado nos meios condicionados de
CEM-TA, CEM-GE e CEM-CPCU (RAJAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2012).
Existem outras biomoléculas, contudo, que exercem um papel indireto na
neuroprotecdo através da regulacédo do estresse oxidativo: SOD (KIM et al., 2008;
MITCHELL et al, 2019; NAKASHIMA et al., 2018; YU et al., 2016), PRDX
(NAKASHIMA et al., 2018; PIRES et al., 2016) e GPX (NAKASHIMA et al., 2018);
manutencao da sobrevivéncia celular: IGF1 (MITCHELL et al., 2019), SCF (PIRES et
al., 2016; RIBEIRO et al., 2012) e HGF (RIBEIRO et al., 2012; YU et al., 2016); agao
antiinflamatéria: ANXA1 (SARALAMMA et al., 2019), DCN (PIRES et al., 2016) e
SCGR1 (NIADA et al., 2018); atividade angiogénica: VEGFC (YU et al., 2016) e
CCN1 (PIRES et al., 2016) e; agao antiapoptética: CST3, IL-6, PPIA, PPIB e HSP27
(PIRES et al., 2016).

Os estudos analisados na primeira parte do trabalho confirmam que as CEM
secretam uma grande diversidade de enzimas antioxidantes, conhecidas por seu
potencial de regulacdo da homeostase redox celular (SIES; JONES, 2020). Entre
essas moléculas estdo as peroxirredoxinas (PRDX 1-6) que podem ser
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transportadas por VE-CEM (HA et al., 2020) e atuar nas defesas antioxidantes
catabolizando a conversdao de H;O, em agua e oxigénio molecular (DAVIS;
PENNYPACKER, 2017); as superoxido dismutases (SOD 1-3) capazes de mediar

resisténcia ao estresse oxidativo catalisando a reacdo de O, — a H;O,, menos

reativo (DAVIS; PENNYPACKER, 2017); a GPX1 capaz de reduzir H,O, a agua
(LUBOS; LOSCALZO; HANDY, 2011) e; as GST que exibem respostas adaptativas
ao estresse celular para proteger as células contra metabdlitos reativos de oxigénio
(DASARI; GANJAYI; MERIGA, 2018). Aléem disso, alguns fatores de crescimento,
incluindo IGF (MITCHELL et al., 2019), HGF (MITCHELL et al., 2019; YU et al.,
2016) e PEDF (PIRES et al., 2016), que atuam na regulacdo redox (KIM; PARK;
SUNG, 2009; JALLALI et al., 2007), também estao presentes no MC-CEM.

Outras classes de proteinas foram encontradas no secretoma de CEM,
incluindo PPIA, PPIB, TRX, ALB, CST3 e PARK7 e GSN (PIRES et al., 2016) e HSP
(MITCHELL et al., 2019). As proteinas PPIA, PPIB e TXN por exemplo, apresentam
acao antioxidante, suprimindo a formagao de ERO (KIM et al., 2015; OH et al., 2011;
MA et al., 2012). ALB e CST3 sao capazes de reduzir a morte celular induzida por
H20O, (GUM et al., 2004; TIZON et al., 2010). De forma semelhante, a GSN, assim
como as HSP controlam os niveis de moléculas oxidantes no SNC (CHAUHAN; JI;
CHAUHAN, 2008; VIDYASAGAR; WILSON; DJAMALI, 2012). Por fim, PARK7, uma
proteina citoprotetora redox responsiva pode ser ativada quando ocorre um
desequilibrio de ERO, agindo como um regulador transcricional de genes
antioxidantes importantes durante a neuroinflamacado (KAHLE; WAAK; GASSER,
2009).

Os estudos citados acima identificaram biofatores na fragao total do MC-
CEM, porém a fragao vesicular do secretoma contribui grandemente para sua acgao
terapéutica (HAUPT et al., 2021; MITCHELL et al., 2019; NGUYEN et al., 2018; YIN
et al., 2020). Entretanto, os mecanismos moleculares mediados por VE-CEM que
auxiliam na recuperacdo funcional neuroldégica ainda nao sao totalmente
compreendidos (MUHAMMAD, 2019). Apesar disso, os resultados apresentados
neste trabalho demonstram que essas particulas contém uma grande diversidade de
biomoléculas que podem ser transportadas para células receptoras modificando

seus processos fisioldgicos.
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No estudo de Bodart-Santos et al. (2019), analisado nesta revisdo, foi
demonstrado que VE-CEM-GW possuem atividade antioxidante, gerando
neuroprotecédo através da acdo da catalase (presente nas VE-CEM). A inativacao
dessa enzima além de aumentar os niveis de ERO em culturas hipocampais,
bloqueou as acbes sinaptoprotetoras das VE-CEM. Neste mesmo estudo, os
pesquisadores demonstraram que os astrocitos sao as principais células
responsaveis pela captura de VE-CEM no hipocampo (BODART-SANTOS et al.,
2019). Considerando a importancia dessa populagéo celular para a manutengcao da
homeostase (REVUELTA et al., 2019; VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018), o
potencial de captura de VE-CEM por essas células torna-se relevante em cenarios
de doenca. O tratamento com VE-CEM pode eventualmente fortalecer as funcdes
protetoras da astroglia sobre as sinapses. Outro trabalho mostrou que o pré-
tratamento de culturas de hipocampo com VE também derivadas de CEM-GW
apresentou efeito protetor contra a producao de ERO em células submetidas a H,O,,
corroborando os resultados de Bodart-Santos et al. (2019) (PUIG-PIJUAN et al.,
2020).

Em relacdo aos acidos nucleicos presentes em VE-CEM, o presente estudo
mostra que existem diversos mMRNAs que codificam proteinas envolvidas na
neuroprotecéo (FIGLIOLINI et al., 2020; RIAZIFAR et al., 2019). Por outro lado,
apenas um pequeno numero de miRNAs foi identificado nas referéncias elegidas
(MITCHELL et al.,, 2019; RIAZIFAR et al., 2019). Contudo, a presenca dessas
moléculas nas VE-CEM é reconhecida na literatura, assim como seu efeito
terapéutico (Al et al., 2021; CAIl et al., 2020; ZHANG et al., 2021; LI et al., 2021).
Sendo assim, futuramente a caracterizacdo de um numero maior dessas moléculas
que podem ter grande relevancia na protecdo do SNC é indispensavel.

Investigagdes realizadas por Mitchell et al. (2019) e analisadas nesta revisao
demonstraram que mais de 21% dos mRNAs derivados do MC-CEM-TA estéo
envolvidos com resposta ao estresse celular. Além disso, esses pesquisadores
identificaram alguns miRNAs, incluindo o miRNA-let7c, miRNA-16, miRNA-24 e
miRNA-145. Essas moléculas sdo capazes de regular a inflamacédo através da
reducdo da expressao de citocinas pro-inflamatérias (FORDHAM; NAQVI; NARES,
2015; ALAM; O'NEILL, 2011; BANERJEE et al., 2014; SELBACH et al., 2008; SONG
et al., 2017). Dessa forma, a investigacdo dos mecanismos de agcao de miRNAs
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importantes para a neuroprotegao/neurorregeneragdo sao relevantes para o
desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas.

Alguns estudos tém utilizado metodologias de superexpressdo de miRNAs
com o objetivo de desenvolver tratamentos para uma variedade de desordens
fisiologicas (DENG et al., 2019; ZHANG et al., 2021; ZHAO et al., 2019). Ai et al.
(2021) demonstraram que VE-CEM superexpressando o miRNA-221-3p foram
capazes de proteger o tecido cerebral contra AVC isquémico in vivo através da
inibicdo do fator de transcricdo de ativagdo 3 (ATF3), atenuando mudancgas
patolégicas, processos inflamatorios e, apoptose. Em culturas neuronais o
tratamento aumentou a viabilidade celular e diminuiu a morte celular de neurdnios
submetidos a deplecao de glicose e oxigénio.

O estudo realizado por Zhang et al. (2021) mostrou que VE-CEM
superexpressando o miRNA-181c reduziram o processo inflamatério em células da
microglia ativadas por LPS, diminuindo os niveis de citocinas pré-inflamatorias. Além
disso, os resultados mostraram que a fosfatase homodloga a tensina (PTEN) € um
dos alvos de miRNA-181c. PTEN tem demonstrado ter um papel importante na
inflamacdo (ZHOU et al., 2019) e sua acao reverteu os efeitos positivos do
tratamento com VE-CEM superexpressando o miRNA-181c. A sinalizacao por NF-kB
também foi suprimida apos a utilizagcao das VE, assim como a expressao de TNF-a e
IL-1B8 na microglia. Nos experimentos in vivo em modelo de lesdo medular espinhal o
tratamento foi capaz de reduzir a inflamacgao, a apoptose e melhorar parcialmente as
mudancas patoldgicas causadas pela lesdo (ZHANG et al., 2021). Esses dados
revelam o importante papel dos miRNAs nos processos de reparagao tecidual. Além
disso, esta parte do estudo demonstra a variedade de fatores paracrinos presentes
no secretoma de CEM que podem futuramente serem considerados agentes
terapéuticos para diferentes patologias neuroldgicas.

Além das diferengas encontradas na composicao dos meios condicionados
derivados de CEM de fontes teciduais distintas (discutido na secéo 6.1), evidéncias
demonstram que a fragado soluvel e a fragado vesicular do secretoma dessas células
podem apresentar diferengcas entre seus componentes proteicos, inclusive em
células de mesma origem tecidual. Ainda, a administragao das diferentes fragdes do
secretoma pode gerar efeitos terapéuticos variados, porém muitas vezes

complementares nos processos de regeneracao tecidual (ASSUNCAO-SILVA et al.,
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2018; CHANG et al., 2018; MITCHELL et al., 2019; PIRES et al., 2016; RIBEIRO et
al., 2012).

Mitchell et al. (2019) demonstraram que proteinas (38.5%) encontradas no
componente vesicular do secretoma de CEM-TA n&o estdo presentes em sua
porcdo soluvel. Da mesma forma, diversas proteinas identificadas no componente
soluvel (12.3%) estdo ausentes em VE-CEM. Outro estudo demonstrou que apenas
uma pequena porcentagem de proteinas detectadas em microvesiculas de CEM-MO
se sobrepde ao conteudo de proteinas soluveis dessas células (KIM et al., 2012).
Ainda, Xun et al. (2020) observaram 265 proteinas exclusivas de exossomos e 239
encontradas somente na fracao livre dessas particulas no secretoma de CEM-MON,
sendo que apenas 39 proteinas foram encontradas em ambas as fracdes.

As diferencas entre os componentes soluveis e os encapsulados por VE sao
refletidas em distintos efeitos terapéuticos. A porcdo soluvel do MC-CEM-TA
derivadas de camundongos regulou o processo proé-inflamatério em macréfagos
estimulados com LPS, porém esse efeito ndo € mediado por VE (CARCELLER et al.
2021). Gorgun et al. (2021) mostraram que a capacidade angiogénica do
componente soluvel do secretoma de CEM foi inibida na presenca de estimulos
inflamatdrios, enquanto as VE foram menos sensiveis a essas variacdes. Esses
estudos apontam as diferengcas de conteudo proteico encontradas na fragao soluvel
e vesicular do secretoma e, destacam a relevancia de avaliagbes comparativas.

Apesar de nao corresponder a uma revisao exaustiva da literatura, os
resultados apresentados na primeira parte deste trabalho demonstram que o
secretoma de CEM é composto por um grande numero de moléculas bioativas
comprovadamente envolvidas na regulagdo redox celular e protecdo do SNC.
Contudo, sdo necessarias andlises mais aprofundadas que tenham como objetivo
realizar perguntas mais direcionadas. Além disso, é fundamental a incorporagao de
uma diversidade maior de tecidos fonte de CEM, assim uma analise comparativa do
fendtipo secretério dessas células pode ser realizada. Ainda, sdo necessarias
avaliacdes sobre o mecanismo de acdo dos componentes do MC-CEM sobre o
SNC. Este estudo ndo avaliou comparativamente a composi¢do bioquimica dos
secretomas de CEM derivados de fontes teciduais distintas, principalmente devido a
dificuldade para obtengao da lista completa de moléculas bioativas secretadas por
CEM nas referéncias analisadas. Além disso, sdo necessarias avaliacbes
comparativas entre a fracao soluvel e a fragao vesicular do secretoma de CEM, com
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o objetivo de entender melhor as diferengas entre essas porgdes. Estas
investigagcbes sédo fundamentais para que futuramente o conjunto de fatores tréficos
liberados por CEM seja considerado uma alternativa terapéutica para desordens

neurodegenerativas.

6.3 O MC-CEM PROTEGE ASTROCITOS ATRAVES DA REGULACAO DO
ESTRESSE OXIDATIVO

A segunda parte deste trabalho teve como objetivo analisar estudos que
investigaram o papel do MC-CEM na producdo de agentes oxidantes em astrécitos.
Neste sentido, o presente estudo demonstrou que ha uma escassez de trabalhos
cientificos nesta area do conhecimento, evidenciada pelo baixo numero de
referéncias elegidas para a sintese de resultados. Foram encontrados, até o
momento em que a busca de dados foi realizada, apenas seis trabalhos que tiveram
como objetivo avaliar os efeitos terapéuticos do MC-CEM sobre o estresse oxidativo
em astrécitos (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-
JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et al,
2014). Além disso, a anadlise realizada neste trabalho demonstrou que as perguntas
de pesquisa destes estudos ndo sio diretamente correlacionadas ao estresse
oxidativo (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-
JURADO et al., 2019; SONG et al., 2015; TORRENTE et al., 2014), com excec¢ao do
estudo de Ferreira (2020). Contudo, abordam esse parametro indiretamente, pois
avaliam a funcdo mitocondrial e os niveis de calcio intracelular, profundamente
envolvidos no equilibrio redox (FRATI et al., 2017; NG; LEE, 2019). Apesar de as
perguntas de pesquisa nado serem diretamente direcionadas ao tema “estresse
oxidativo”, todos os estudos avaliados indicaram que o secretoma de CEM
apresenta efeitos terapéuticos em culturas astrocitarias, sendo capaz de regular os
niveis de ERO nessas células.

Em nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que buscou examinar
dados da literatura sobre os efeitos do MC-CEM em astrdcitos no contexto do
estresse oxidativo. A escassez de estudos nesta area do conhecimento pode estar
eventualmente relacionada com a preferéncia de utilizagdo do MC-CEM em modelos
in vivo, o que permite analisar diferentes populagdes celulares, realizar experimentos

nao exequiveis in vitro e, avaliar caracteristicas apresentadas pelo 6rgao completo
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(JHA, K. A. et al., 2018; JHA et al., 2019; NAKANO et al., 2016; XU et al., 2020). Ja
os estudos in vitro apresentam algumas limitagdes, alguns trabalhos analisam
apenas populagdes neuronais (EBRAHIMI et al., 2018; RIBEIRO et al., 2012),
considerando que estas células sdo mais suscetiveis a insultos (BARRETO et al.,
2012). Culturas microgliais também sdo comumente realizadas a fim de investigar
processos inflamatérios positivamente regulados em estado de doencga (JHA, M. K.
et al., 2018). Outro fator que possivelmente limitou o numero de estudos
recuperados nas bases de dados foi a incorporacdo da palavra-chave “estresse
oxidativo” nas estratégias de busca, pois muitas investigagdes sobre o potencial de
CEM ou do seu secretoma em astrécitos ndo analisam esta variavel (LIU et al.,
2021; VIGO et al.,, 2021). Diante da lacuna na literatura demonstrada por este
trabalho, é importante encorajar o desenvolvimento de novos estudos que permitam
compreender os mecanismos paracrinos das CEM sobre a producdo de ERO em
astrocitos.

Apesar da realizagdo de uma investigagdo mais aprofundada de cada
referéncia incluida na revisao, este trabalho se restringiu a avaliagdo de apenas um
tipo celular do SN. Dessa forma, € fundamental realizar andlises de estudos que
investigaram tipos celulares distintos, assim como avaliagdes de modelos in vivo. As
desordens neurodegenerativas sdo patologias complexas, que envolvem a alteracao
de diversos mecanismos fisiologicos (ANGELOVA; ABRAMOV, 2018; ISLAM, 2017;
MERELLI et al., 2021). Desse modo, além da investigacao sobre os efeitos do MC-
CEM na produgdo de estresse oxidativo, avaliagbes de parametros como
neuroinflamacéo, excitotoxicidade e niveis de apoptose, sdo essenciais. Essas
analises permitirdao descobrir o potencial do secretoma de CEM sobre a
patofisiologia geral de desordens neuroldgicas.

Em relagcdo as metodologias dos estudos elegidos, a avaliagado realizada
neste trabalho mostra que foram efetuados diferentes métodos de insulto, da mesma
forma, a concentragdo do MC-CEM e o tempo de tratamento variaram entre os
trabalhos analisados (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-JURADO et al., 2018b;
BAEZ-JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015; TORRENTE et
al., 2014). A variacdo metodolégica impossibilitou a realizacdo de analises
quantitativas, porém os estudos foram avaliados qualitativamente. Neste contexto, a
avaliacdo comparativa mostra que uma concentracdo muito baixa de MC-CEM
(0,5%) induziu menor viabilidade celular em comparagao com o MC-CEM 2% e 5%
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(TORRENTE et al., 2014). De forma interessante, uma concentragdo muito alta
(100%) utilizada por Ferreira (2020) reduziu a sobrevida dos astrocitos, enquanto o
MC-CEM 50% n&o modificou esse parametro nas culturas analisadas. Em contraste,
Song et al. (2015) ndo observaram o mesmo resultado em astrocitos tratados nas
mesmas condigdes (MC 100%) em analises de viabilidade celular, neste caso, o MC-
CEM conferiu citoprotecao para essas células.

A concentracio do MC-CEM ¢é um fator indispensavel para o
desenvolvimento de terapias livres de células, pois esta diretamente relacionada
com a quantidade de moléculas bioativas entregues na fase de tratamento
(WHITTAKER et al., 2020). E importante ressaltar, no entanto, as diferengas
metodoldgicas dos estudos para entender as divergéncias entre os resultados.
Ferreira (2020) tratou astrocitos com o MC-CEM-DP em condi¢géo padrao de cultivo,
enquanto Song et al. (2015) utilizaram o MC-CEM-MO e MC-CEM derivadas de
polpa dentaria (MC-CEM-PD) em culturas submetidas a deplecdo de glicose e
oxigénio. Além disso, neste ultimo estudo os tratamentos foram realizados em
periodos distintos, anterior e posteriormente ao insulto. Dessa forma, as diferencas
encontradas nos parametros de viabilidade podem estar possivelmente relacionadas
a variagdes metodoldgicas.

As divergéncias evidenciadas nos resultados de Ferreira (2020) e Song et al.
(2015) podem ainda ser explicadas pelas diferentes fontes teciduais de CEM
empregadas para a produg¢ao do MC-CEM. O primeiro estudo utilizou apenas derme
de prepucio como tecido fonte. Enquanto o segundo realizou uma analise
comparativa, demonstrando que o grau de citoprotecdo do MC-CEM-PD é maior
quando comparado ao MC-CEM-MO, porém nao foram encontradas diferengas
significativas nos niveis de estresse oxidativo em astrocitos tratados com os meios
condicionados. Esses resultados sugerem que ha diferengcas na composicdo dos
secretomas utilizados neste trabalho. Porém, sdo necessarios estudos mais
aprofundados para investigar detalhadamente quais fatores bioativos sao
diferencialmente expressos e secretados por essas células.

A reducdo de estresse oxidativo em culturas astrocitarias € um resultado
interessante nos trabalhos analisados nesta revisdao (BAEZ-JURADO et al., 2018a;
BAEZ-JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019; FERREIRA, 2020; SONG
et al., 2015; TORRENTE et al., 2014). Considerando que altas concentracbes de

agentes oxidantes provocam dano e morte celular, porém, concentragcbes muito
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baixas também apresentam desvantagens, causando neurodegeneracao (SIES;
JONES, 2020); a preservagdo dos niveis basais de ERO nos tecidos para
conservagao da homeostase € fundamental. Neste sentido, a auséncia de insulto
nos astrocitos (FERREIRA, 2020) deve ser considerada um fator pertinente, tendo
em vista que os niveis de estresse oxidativo sdo mais baixos em comparacédo as
culturas que sofreram insulto (SONG et al., 2015). Dessa forma, a mesma
concentragdo de MC-CEM (100%) (FERREIRA, 2020; SONG et al., 2015) pode ter
apresentado resultados diferentes nos ensaios de viabilidade devido a variagdes no
estado redox celular no momento do tratamento.

Apesar de astrocitos cultivados serem considerados reativos até certo ponto
(LIU; TESCHEMACHER; KASPAROQV, 2017), no estudo de Ferreira (2020) o MC-
CEM possivelmente regulou positivamente o sistema antioxidante celular, resultando
em uma diminuigdo exacerbada de ERO e, por fim, gerando desequilibrio redox.
Considerando que as ERO sdo moléculas essenciais para diversos processos
fisiologicos (SIES; JONES, 2020), a queda drastica de estresse oxidativo, neste
caso, pode estar relacionada a reducgao da viabilidade das culturas astrocitarias. Por
outro lado, no estudo de Song et al. (2015) o MC-CEM pode ter restaurado os niveis
fisioloégicos basais de agentes oxidantes, anteriormente perturbados pelo método de
insulto que resultou em aumento de ERO. Nesta circunstancia, a diminuicdo de
estresse oxidativo pode ter promovido citoprotecao.

Resultados encontrados por Palomares et al. (2018) corroboram essa
hipétese. Apds induzir neurotoxicidade em células humanas SH-SY5Y semelhantes
a neurdnios através de exposicado a H,0; e realizar tratamento com MC-CEM-TA, foi
observado que o secretoma apresentou efeito neuroprotetor, sendo que as células
estressadas recuperaram caracteristicas eletrofisioldgicas, axonais e viabilidade
celular normais. Porém, o agente antioxidante N-acetilcisteina adicionado ao MC-
CEM-TA eliminou seu efeito positivo. Esse resultado pode estar relacionado a uma
grande reducao de ERO, em contraste o tratamento somente com o MC-CEM-TA
resulta em uma diminuicdo moderada de agentes oxidantes, mantendo o equilibrio
redox celular.

Os resultados do presente estudo apontam que o MC-CEM exerce protecao
para astrocitos in vitro. Diversos efeitos biolégicos foram associados ao uso do
secretoma de CEM nos trabalhos analisados, incluindo reducdo da reatividade
astrocitaria, aumento na expressao de NGB, regulacdo de citocinas, melhoria de
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parametros mitocondriais, aumento da expressdo de vias de sinalizagao
relacionadas a sobrevivéncia e proliferagdo celular e, reducdo da fragmentagao
nuclear e condensagao da cromatina. Ainda, o MC-CEM protegeu os astrécitos dos
insultos causados pelo estresse oxidativo, reduzindo danos ao DNA, nitracdo de
proteinas e peroxidacgao lipidica (Figura 8) (BAEZ-JURADO et al., 2018a). Em alguns
estudos foi observada alta reducdo nas concentragdes de ERO em astrocitos
tratados com o MC-CEM (FERREIRA, 2020; TORRENTE et al., 2014).

Figura 8 - Mecanismos de acédo do MC-CEM propostos pelos estudos analisados na

protecao de astrocitos em cultivo
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O tratamento com o secretoma de CEM reduz a reatividade astrocitaria, observada pela diminui¢ao
da expresséo de proteinas marcadoras de astrogliose reativa. Promove reducdo de processos pro-
inflamatdrios, demonstrada pela regulagdo de diferentes citocinas; redugéo da expressao dos genes
ND1 e ND2 que contribuem para o aumento de estresse oxidativo e aumento do Aym e massa
mitocondrial. Promove ainda redugdo da fragmentag&o nuclear, diminuicdo do influxo de calcio,
aumento da expressdo de enzimas antioxidantes, resultando na regulacdo do estresse oxidativo nos
astrécitos, aumento nas taxas de sobrevivéncia e aumento nos niveis de NGB que auxilia na

dindmica do calcio, ajuda a preservar o Aym e regula a produgéo de ERO. IL-18: interleucina 1 beta;
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TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-10: interleucina 10; NGB: neuroglobulina; Aym: potencial de
membrana mitocondrial; GFAP: proteina acida fibrilar glial; AKT: proteina quinase B; p-AKT: proteina
quinase B fosforilada; ERK1/2: quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2; p-ERK: quinase
regulada por sinal extracelular fosforilada. Fonte: elaborado pela autora em https://mindthegraph.com/
(2022).

Evidéncias na literatura mostram a reducdo de ERO no SNC através do uso
do secretoma de CEM (NAKANO et al., 2016; WEN et al., 2020). Puig-Pijuan et al.
(2020) demonstraram que VE-CEM foram capazes de reduzir o estresse oxidativo
em culturas hipocampais submetidas a H»O,. Outro estudo demonstrou que a
administracdo do MC-CEM reduziu o estresse oxidativo em neurbnios de
camundongos com cogni¢ao prejudicada por inducédo de diabetes (NAKANO et al.,
2016). O secretoma de CEM pré-tratadas com berberina (alcaloide quaternario
isolado de diferentes plantas medicinais) (ORTIZ et al., 2014), atenuou dano
oxidativo em culturas neuronais, aumentando a secrecdo de NGF e BNDF e
ativando as proteinas heme oxigenase 1 (HO-1), proteina 1 associada a ECH
semelhante a Kelch (Keap1) e Nrf2 (WEN et al., 2020).

O aumento nos niveis de proteinas antioxidantes apds tratamento com o
MC-CEM em alguns dos trabalhos analisados (BAEZ-JURADO et al., 2018a; BAEZ-
JURADO et al., 2018b; BAEZ-JURADO et al., 2019) sugere que a agao terapéutica
do secretoma esta diretamente relacionada a elevagao nas taxas dessas enzimas.
Os resultados da primeira parte deste trabalho apontam a presenca de uma grande
variedade de enzimas antioxidantes no MC-CEM, corroborando os desfechos da
analise secundaria. Neste sentido, o aumento nos niveis de enzimas antioxidantes
pode ser associado a proteinas presentes no MC-CEM transportadas para as
células alvo de tratamento e/ou, devido a ativacdo de fatores de transcrigao,
resultando em produgao de enzimas antioxidantes pela propria célula alvo. Contudo,
nao foi possivel confirmar essas hipdteses devido a caréncia de analises de
expressdo de mRNA correspondentes as proteinas identificadas nos estudos
avaliados.

Nos estudos analisados nesta revisdo, apenas o trabalho de Ferreira (2020)
avaliou a expressao de Nrf2 apds tratamento de astrécitos com o MC-CEM. Os
resultados mostraram uma reducao na atividade de Nrf2, sugerindo que o secretoma

nao promove regulacdo da producdo de ERO por este mecanismo (FERREIRA,
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2020). Contudo, evidéncias na literatura demonstram uma melhora em fendtipos
neurolégicos em diferentes modelos de doenga apds aumento na atividade de Nrf2.
Essa molécula é um importante fator de transcricdo que regula a expressao de
diversas proteinas antioxidantes, assim como proteinas citoprotetoras. Nrf2 promove
defesa celular através da modulagéo da fungdo mitocondrial, promoc¢éo de autofagia
e regulacdo da neuroinflamagdo (DINKOVA-KOSTOVA; KOSTOV; KAZANTSEYV,
2018). Ainda, influencia fortemente na diferenciagcdo e fungdo de células tronco
neurais através da reducao de estresse oxidativo. O aumento da expressao de Nrf2
promove a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco neurais,
favorecendo, dessa forma, processos de neurorregeneracédo (KAHROBA et al.,
2021). Além disso, foi demonstrado que a superexpressdo de Nrf2 é capaz de
retardar o inicio da neurodegeneragdo e aumentar a sobrevivéncia em
camundongos que expressam ao-sinucleina humana mutante (GAN et al.,, 2012).
Sendo assim, novos estudos sdo necessarios para elucidar vias de sinalizagao

ativadas pelo MC-CEM que resultam em seu efeito antioxidante em astrdcitos.

6.4 LIMITACOES, QUESTIONAMENTOS E PERSPECTIVAS

Os resultados dos estudos analisados, sintetizados neste trabalho sugerem
que estratégias terapéuticas baseadas somente no uso do MC-CEM (livre de
células) podem ser consideradas uma ferramenta vantajosa para o tratamento de
neuropatologias. Os trabalhos mostram que a exposicdo ao secretoma de CEM
aumenta a capacidade antioxidante e inibe a secrec¢ao de citocinas pré-inflamatérias,
que sao caracteristicas comuns de patologias neurodegenerativas (D’ANGELO;
CIMINI; CASTELLI, 2020). O MC-CEM ¢é capaz de modular a biologia de astrécitos
in vitro, diminuindo os niveis de ERO e conferindo citoprotecdo para as culturas.
Diante desses resultados, podemos inferir que o MC-CEM apresenta efeitos
promissores para preservagao da homeostase de astrocitos. Desse modo, os
beneficios relacionados ao uso do secretoma de CEM nesses estudos justificam a
realizacdo de novos trabalhos para melhor compreensdo sobre sua composi¢cao
bioquimica e efeito biolégico.

Apesar dos resultados positivos em relagdo ao uso terapéutico do MC-CEM
em desordens neurodegenerativas, esta revisdo demonstra que ainda existem

muitos desafios que precisam ser superados. A avaliagdo comparativa da
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composicdo do MC-CEM de diferentes fontes teciduais € fundamental para
determinar sua diferenca bioquimica. E importante investigar as fontes de CEM mais
adequadas para o tratamento de desordens no SNC, tendo em vista a
heterogeneidade de células derivadas de diferentes tecidos. Analises que buscam
identificar a necessidade de condicionamento das CEM para melhoria da
capacidade terapéutica do secretoma também sdo estratégias importantes. Além
disso, células geneticamente modificadas que superexpressam fatores bioativos
especificos podem ser muito relevantes para a produ¢do homogénea de moléculas
secretadas, independentemente da fonte celular e condi¢cdes de cultura.

Outros fatores interessantes que devem ser considerados sdo: analise da
extensdo da contribuicdo fornecida pelo secretoma nos efeitos terapéuticos
observados, assim como o estabelecimento de critérios que definem sua capacidade
terapéutica. Além disso, os efeitos do secretoma no tecido/érgdo alvo e nas vias
celulares e moleculares relacionadas precisam ser elucidados. Em sintese, aspectos
como biodistribuicdo, tempo de bioatividade e seguranga a longo prazo devem ser
analisados; assim como o desenvolvimento de uma fonte escalonavel de secretoma
para obter sucesso em aplicagdes clinicas. A combinagdo de um perfil seguro com
os resultados positivos apresentados por inumeros estudos, torna o MC-CEM uma
estratégia  terapéutica potencial para o tratamento de desordens
neurodegenerativas, assim como para outras patologias que possuem opgoes
limitadas de tratamento.

Por fim, algumas perguntas relevantes permanecem abertas e merecem
atencao futura: existe uma fonte tecidual de CEM especialmente relevante para
producédo do MC direcionado a terapias para desordens neurodegenerativas? O MC-
CEM pode apresentar efeitos ndo benéficos para o SNC em estado de doenga?
Como as moléculas bioativas agem na neuroprotecao/neurorregeneracao? Como

utilizar o secretoma de CEM para fins terapéuticos e de maneira eficaz?
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7 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que sio utilizados diversos tecidos fonte de CEM para
producao, caracterizacado e uso experimental do seu MC, porém o tecido adiposo é
mais amplamente utilizado. As CEM de todas as fontes analisadas demonstram
capacidade de produzir e secretar uma grande diversidade de fatores tréficos que
atuam na regulacdo do estresse oxidativo e na neuroprotegcdo/neurorregeneragao.
Sendo assim, este trabalho revelou que o MC-CEM pode ser uma opgéao relevante
para o tratamento de desordens neurodegenerativas. Contudo, células de origem
tecidual distintas apresentam diferengcas na concentracdo e na diversidade de
biofatores secretados. Da mesma forma, CEM derivadas do mesmo tecido
apresentam diferencas entre os componentes da fracédo soluvel e fragao vesicular do
MC-CEM. Esses resultados podem indicar que os componentes secretados por CEM
atuam na protecdo do SNC por vias moleculares distintas.

A partir do numero de estudos selecionados na segunda parte do trabalho,
podemos concluir que existe uma lacuna na area do conhecimento que investiga o
efeito terapéutico do MC-CEM sobre a producio de estresse oxidativo em astrdcitos.
De forma importante, este trabalho evidenciou que apesar da escassez de estudos,
o MC-CEM protege astrécitos através de mecanismos de agdo que incluem
regulagao do estado redox celular; diminuicdo da inflamacgao, fragmentagao nuclear,
reatividade astrocitaria e; ainda, aumento da expressdo de NGB que resulta na
reducdo do influxo de calcio e aumento do potencial de membrana e massa
mitocondrial. Sendo assim, o tratamento com o MC-CEM pode ser uma estratégia
terapéutica promissora para regulagao redox no SNC.

As vantagens associadas ao uso do secretoma de CEM e os resultados aqui
descritos demonstram a necessidade da realizagcdo de novos trabalhos a fim de
compreender os mecanismos envolvidos na protegao de astrocitos tratados com o
MC-CEM, assim como para desenvolver técnicas de padronizagdo para futura

utilizagcdo em ensaios clinicos.
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APENDICE A - Quadro 4 - Estratégia de busca detalhada da literatura referente aos

efeitos do MC-CEM sobre astrocitos submetidos a estresse oxidativo

cell” OR “multipotent stromal cell” OR “mesenchymal
stromal/stem cell” OR “mesenchymal stem/stromal
cell” OR “Multipotent Mesenchymal Stromal Cell” OR
"mesenchymal stem cells” OR “mesenchymal stromal
cells” OR  “multipotent stromal cells” OR
‘mesenchymal stromal/stem cells” OR “mesenchymal
stem/stromal cells” OR “Multipotent Mesenchymal
Stromal Cells” OR “Mesenchymal Progenitor Cell” OR
“‘Mesenchymal Progenitor Cells”) AND ("oxidative
stress" OR "oxidative stresses" OR “oxidant stress”
OR “oxidant stresses” OR “Oxidative Damage” OR
“Oxidative Damages” OR “Oxidative Stress Injury” OR
“Oxidative Stress Injuries” OR “Oxidative Injury” OR
“Oxidative Injuries” OR “Oxidative DNA Damage” OR
“‘Oxidative DNA Damages” OR “DNA Oxidative
Damage” OR “DNA Oxidative Damages” OR
"reactive oxygen species" OR “Active Oxygen” OR
“Oxygen Radicals” OR “Pro-Oxidant” OR “Pro
Oxidant” OR “Pro-Oxidants” OR “Pro Oxidants” OR
oxidant OR oxidants OR "reactive nitrogen species"
OR "Oxidizing Agent" OR “oxidizing agents” OR
antioxidant OR antioxidants OR “Anti-Oxidants” OR
“Anti Oxidants” OR “Anti-Oxidant” OR “Anti Oxidant”)
AND ("conditioned media" OR “conditioned medium”
OR “Conditioned Culture Media” OR “Conditioned
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Culture Medium” OR secretome) AND (astrocyte OR
astrocytes OR astroglia OR astroglias OR “Astroglial
Cells” OR “Astroglial Cell” OR “Astroglia Cells” OR
“Astroglia Cell” OR Neuroglias OR “Glial Cells” OR
“Glial Cell” OR “Glia Cells” OR “Glia Cell” OR Glia OR
Glias OR “Neuroglial Cells” OR “Neuroglial
Cell”)):ti:ab:kw

Google
Scholar

(inglés)

allintitle: ("mesenchymal stem cell” OR “mesenchymal
stromal cell’ OR “multipotent stromal cell” OR
“‘Multipotent Mesenchymal Stromal Cell” OR
"mesenchymal stem cells” OR “mesenchymal stromal
cells” OR “multipotent stromal cells” OR “Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells”) AND (astrocyte OR
astrocytes OR astroglia OR astroglias OR “Astroglial
Cells” OR “Astroglial Cell” OR neuroglia OR
Neuroglias OR “Glial Cells” OR “Glial Cell” OR Glia
OR Glias OR “Neuroglial Cells” OR “Neuroglial Cell”
OR "central nervous system" OR “cns” OR brain) -

transplantation

757

Google
Scholar

(portugués)

allintittle: ("célula-tronco mesenquimal" OR "células-
tronco mesenquimais" OR "célula estromal
mesenquimal” OR "células estromais mesenquimais"
OR "célula estromal multipotente" OR "células
estromais multipotentes” OR "Célula estromal
mesenquimal multipotente" OR "Células estromais
mesenquimais multipotentes") AND (astrocito OR
astrécitos OR “Células gliais” OR “Célula Glial” OR
“sistema nervoso central” OR “snc” OR nervo OR

nervoso OR nervosa OR encefalico OR cerebral)

29

PubMed

(("mesenchymal stem cell” OR “mesenchymal stromal

cell” OR “multipotent stromal cell” OR “mesenchymal

82
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stromal/stem cell” OR “mesenchymal stem/stromal
cell” OR “Multipotent Mesenchymal Stromal Cell” OR
"mesenchymal stem cells” OR “mesenchymal stromal
cells” OR  “multipotent stromal cells” OR
‘mesenchymal stromal/stem cells” OR “mesenchymal
stem/stromal cells” OR “Multipotent Mesenchymal
Stromal Cells” OR “Mesenchymal Progenitor Cell” OR
“‘Mesenchymal Progenitor Cells”) AND ("oxidative
stress"[Title/Abstract] OR "oxidative
stresses"[Title/Abstract] OR “oxidant stress” OR
‘oxidant stresses” OR “Oxidative Damage” OR
“Oxidative Damages” OR “Oxidative Stress Injury” OR
“‘Oxidative Stress Injuries” OR “Oxidative Injury” OR
“Oxidative Injuries” OR “Oxidative DNA Damage” OR
“‘Oxidative DNA Damages” OR “DNA Oxidative
Damage” OR “DNA Oxidative Damages” OR
"reactive oxygen species"[Title/Abstract] OR “Active
Oxygen” OR “Oxygen Radicals” OR “Pro-Oxidant” OR
‘Pro Oxidant” OR “Pro-Oxidants” OR “Pro Oxidants”
OR oxidant OR oxidants OR "reactive nitrogen
species"[Title/Abstract] OR "Oxidizing
Agent"[Title/Abstract] OR “oxidizing agents” OR
antioxidant OR antioxidants OR “Anti-Oxidants” OR
“Anti Oxidants” OR “Anti-Oxidant” OR “Anti Oxidant”)
AND  ("conditioned  media"[Title/Abstract] OR
‘conditioned medium” OR “Conditioned Culture
Media” OR “Conditioned Culture Medium” OR
secretome) AND (astrocyte OR astrocytes OR
astroglia OR astroglias OR “Astroglial Cells” OR
“Astroglial Cell” OR “Astroglia Cells” OR “Astroglia
Cell” OR Neuroglias OR “Glial Cells” OR “Glial Cell”
OR “Glia Cells” OR “Glia Cell” OR Glia OR Glias OR
“Neuroglial Cells” OR “Neuroglial Cell”))
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Scopus

TITLE-ABS-KEY(("mesenchymal stem cell” OR
‘mesenchymal stromal cell” OR “multipotent stromal
cell” OR “mesenchymal stromal/stem cell” OR
‘mesenchymal stem/stromal cell” OR “Multipotent
Mesenchymal Stromal Cell” OR "mesenchymal stem
cells” OR “mesenchymal stromal cells” OR
“‘multipotent stromal cells” OR “mesenchymal
stromal/stem cells” OR “mesenchymal stem/stromal
cells” OR “Multipotent Mesenchymal Stromal Cells”
OR “‘Mesenchymal Progenitor Cell” OR
“‘Mesenchymal Progenitor Cells”) AND ("oxidative
stress" OR "oxidative stresses" OR “oxidant stress”
OR “oxidant stresses” OR “Oxidative Damage” OR
“Oxidative Damages” OR “Oxidative Stress Injury” OR
“Oxidative Stress Injuries” OR “Oxidative Injury” OR
“Oxidative Injuries” OR “Oxidative DNA Damage” OR
“‘Oxidative DNA Damages” OR “DNA Oxidative
Damage” OR “DNA Oxidative Damages” OR
"reactive oxygen species" OR “Active Oxygen” OR
“Oxygen Radicals” OR “Pro-Oxidant” OR “Pro
Oxidant” OR “Pro-Oxidants” OR “Pro Oxidants” OR
oxidant OR oxidants OR "reactive nitrogen species"
OR "Oxidizing Agent" OR “oxidizing agents” OR
antioxidant OR antioxidants OR “Anti-Oxidants” OR
“Anti Oxidants” OR “Anti-Oxidant” OR “Anti Oxidant”)
AND ("conditioned media" OR “conditioned medium”
OR “Conditioned Culture Media” OR “Conditioned
Culture Medium” OR secretome) AND (astrocyte OR
astrocytes OR astroglia OR astroglias OR “Astroglial
Cells” OR “Astroglial Cell” OR “Astroglia Cells” OR
“Astroglia Cell” OR Neuroglias OR “Glial Cells” OR
“Glial Cell” OR “Glia Cells” OR “Glia Cell” OR Glia OR

66
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Glias OR “Neuroglial Cells” OR “Neuroglial Cell”))

Web of

Science

TS=(("mesenchymal stem cell” OR “mesenchymal
stromal cell’ OR “multipotent stromal cell” OR
‘mesenchymal stromal/stem cell” OR “mesenchymal
stem/stromal cell” OR “Multipotent Mesenchymal
Stromal Cell” OR "mesenchymal stem cells” OR
‘mesenchymal stromal cells” OR “multipotent stromal
cells” OR “mesenchymal stromal/stem cells” OR
‘mesenchymal stem/stromal cells” OR “Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells” OR “Mesenchymal
Progenitor Cell” OR “Mesenchymal Progenitor Cells”)
AND ("oxidative stress" OR "oxidative stresses" OR
“oxidant stress” OR “oxidant stresses” OR “Oxidative
Damage” OR “Oxidative Damages” OR “Oxidative
Stress Injury” OR “Oxidative Stress Injuries” OR
“Oxidative Injury” OR “Oxidative Injuries” OR
“‘Oxidative DNA Damage” OR “Oxidative DNA
Damages” OR “DNA Oxidative Damage” OR “DNA
Oxidative Damages” OR "reactive oxygen species"
OR “Active Oxygen” OR “Oxygen Radicals” OR “Pro-
Oxidant” OR “Pro Oxidant” OR “Pro-Oxidants” OR
“Pro Oxidants” OR oxidant OR oxidants OR "reactive
nitrogen species" OR "Oxidizing Agent" OR
“oxidizing agents” OR antioxidant OR antioxidants OR
“Anti-Oxidants” OR “Anti Oxidants” OR “Anti-Oxidant”
OR “Anti Oxidant’) AND ("conditioned media" OR
‘conditioned medium” OR “Conditioned Culture
Media” OR “Conditioned Culture Medium” OR
secretome) AND (astrocyte OR astrocytes OR
astroglia OR astroglias OR “Astroglial Cells” OR
“Astroglial Cell” OR “Astroglia Cells” OR “Astroglia
Cell” OR Neuroglias OR “Glial Cells” OR “Glial Cell”
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OR “Glia Cells” OR “Glia Cell” OR Glia OR Glias OR
“Neuroglial Cells” OR “Neuroglial Cell”))

Fonte: elaborado pela autora (2021).
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