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RESUMO

SEREJO, Teresa Raquel Tavares. INFLUENCIA DA SINALIZACAO DO RECEPTOR
TIPO TOLL 3 E DE INF-y SOBRE O POTENCIAL IMUNOSSUPRESSIVO DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMALIS. Brasilia, 2018. Dissertacio (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Satude, Universidade de Brasilia,

Brasilia, 2018.

As células-tronco mesenquimais (CTMs) desempenham importante fun¢do imunorregulatoria,
0 que as tornam promissoras para o tratamento de situacdes em que o sistema imunologico
apresenta-se com resposta exacerbada. Entretanto, os estudos in vivo em que se utilizam
CTMs para controlar a resposta imune revelam resultados heterogéneos, impedindo uma
conclusdo clara e definitiva quanto ao uso clinico dessas células. Foi demostrado em modelo
murino que o INF-y é capaz de ativar as CTMs realgando a sua capacidade de suprimir a
resposta imunoldgica. Alguns estudos mostram que as propriedades das CTMs parecem ser
influenciadas por receptores do tipo toll (RTT), especialmente RTT 3, que pode polarizar
essas células para um estado anti-inflamatorio. Outro ponto que tem recebido atencdo da
comunidade cientifica ¢ o risco de efeito adverso proveniente da infusdo das CTMs. Diante do
exposto, esse estudo teve por objetivo investigar através de um modelo livre de células, se
INF-y e a sinalizacdo de RTT 3, por uso de Poly (I:C), sdo capazes de realgar o potencial
supressivo de CTMs de lipoaspirado. Para isso, inicialmente, testamos o efeito de INF-y e
Poly (I:C) na capacidade imunossupressiva das CTMs, através de um cocultivo dessas células
com células mononucleares do sangue periférico (CMSP). Em seguida, foi investigado o
efeito desses tratamentos sobre a prolifera¢dao, potencial migratorio e expressao génica das
CTMs. Utilizando um modelo livre de células, investigamos o potencial imunossupressivo do
sobrenadante e das microvesiculas obtidas de CTMs sobre CMSP. O tratamento dessas
células com INF-y realgou o seu potencial imunossupressivo, o que foi acompanhado por
aumento na expressdo de IDO e da molécula de adesio ICAM - dois fatores
imunorregulatorios. Entretanto, no modelo livre de células, em que utilizamos sobrenadante
total ou microvesiculas celulares, os produtos obtidos de CTMs tratadas com INF-y e Poly
(I:C) ndo exerceram maior imunossupressdao sobre os linfocitos T, quando comparados aos
produtos provenientes das CTMs nao tratadas. De modo geral, os resultados obtidos nesse

estudo podem nortear caminhos para as novas estratégias terap€uticas livre de células, em que



os efeitos benéficos das CTMs sdo preservados e os riscos oriundos da administracdo dessas
células evitados. Além disso, os nossos resultados também podem servir de base para
abordagens que tenham como objetivo realcgar as propriedades fundamentais das CTMs, como

a propriedade imunorregulatoria.

Palavras-chave:  Célula-tronco  mesenquimal, imunossupressdo, sobrenadante e

microvesiculas.



ABSTRACT

SEREJO, Teresa Raquel Tavares. INFLUENCE OF TOLL-LIKE RECEPTOR-3 AND
INF-y SIGNALING ON THE IMMUNOSUPRESSIVE POTENTIAL OF
MESENCHYMAL STEM CELLS. Brasilia, 2018. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia,

2018.

Mesenchymal stem cells (MSCs) have important immunoregulatory roles, which makes them
promising for the treatment of conditions in which the immune response is exacerbated.
However, in vivo studies that use MSCs to control the immune response reveal heterogeneous
results, and compromise any clear and definitive conclusion regarding the clinical use of these
cells. In murine models, it has been demonstrated that INF-y is able to promote MSCs
activation and enhance their ability to suppress the immune response. Some studies show that
MSC’s properties appear to be influenced by toll-like receptors (TLRs), especially TLR3,
which can polarize these cells towards an anti-inflammatory state. Another point that has
received attention from the scientific community is the adverse effect risk coming from the
infusion of MSCs. In this context, the aim of this study was to investigate whether INF-y and
TLR3 signaling by Poly (I:C) are capable of enhancing the immunosuppressive potential of
MSCs and their secretome. We initially tested the effects of INF-y and Poly (I:C) treatments
over the immunosuppressive capacity of MSCs in a coculture system of these cells with
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Then, the effect of INF-y and Poly (I:C)
treatments over the proliferation, migration and transcriptional profile of MSCs was
investigated. We also investigated the suppressive potential of the MSC-conditioned media
and MSC-derived microvesicles over PBMC. Our data indicates that the treatment of MSCs
with INF-y enhanced their immunosuppressive potential, supported by the increased
expression of IDO and the adhesion molecule ICAM - two immunoregulatory factors.
However, the conditioned media obtained from INF-y and Poly (I:C) treated MSCs did not
exert greater immunosuppression over T lymphocytes, when compared to the supernatant of
untreated MSCs. In general, the results obtained in this study may pave the way to new cell-
free therapeutic strategies, in which the beneficial effects of MSCs are preserved, and the

risks from the administration of these cells are avoided. In addition, our results may also serve
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as a basis for novel approaches that aim to highlight the fundamental properties of MSCs,

such as their immunoregulatory property.

Key words: Mesenchymal stem cell, immunosuppression, supernatant and microvesicles.
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1. INTRODUCAO

1.1 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTMs), foram identificadas no fim da década de 60
por Friedenstein e colaboradores (FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970).
Essas cé¢lulas apresentam morfologia fibroblastéide e sdo capazes de se diferenciar em
osteocitos, condrocitos e adipocitos (PITTENGER et al., 1999). Embora as CTMs tenham
sido inicialmente identificadas na medula dssea, atualmente sabe-se que essas células podem

ser obtidas de praticamente todos os tecidos (COVAS et al., 2008).

Devido a falta de um marcador especifico para identificagdo das CTMs, a Sociedade
Internacional de Terapia Celular estabeleceu que a identificacdo dessas células deve ocorrer
por: aderéncia ao plastico, caracterizacdo imunofenotipica e capacidade de diferenciagdo in
vitro em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos. A caracterizagdo imunofenotipica ¢ baseada na
auséncia de marcadores hematopoiéticos (CD11, CD14, CD34 e CD45) e moléculas co-
estimuladoras (CD40, CD80 e CD86), e pela presenca dos marcadores CD105, CD73 e CD90
(DOMINICI et al., 2006).

A ampla distribuicdo das CTMs forneceu indicios de que possivelmente exerciam
diferentes funcgdes bioldgicas no organismo. De fato, além de suportar a hematopoese, dentre
outras funcdes, essas células também possuem propriedades antiapoptdticas, atuam na

angiogénese e na regulagdo da resposta imune (MEIRELLES et al., 2009).

Uma das propriedades mais intrigantes das CTMs ¢ a sua capacidade de regulagio do
sistema imunolégico (figura 1). Diversos estudos tém demonstrado que essas células sdo
pouco imunogénicas ¢ modulam o sistema imune agindo diretamente sobre as células T
(AGGARWAL; PITTENGER, 2005; BARTHOLOMEW et al., 2002; KRAMPERA et al.,
2003; KRAMPERA et al., 2006; SATO et al., 2007).

De maneira geral, os estudos in vitro demonstram que o efeito supressivo das CTMs
sobre os linfocitos T ocorre basicamente por trés principais mecanismos: adesdo célula-célula,
liberacdo de fatores soluveis e inducao de linfocitos regulatorios (Tregs). Em meio
inflamatério, as CTMs exibem aumento da expressao de moléculas de adesdo e passam a

recrutar mais linfocitos através do contato célula-célula (GAJEWSKI et al., 2006).
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A capacidade das CTMs em regular o sistema imunolédgico in vitro ¢ relativamente
bem conhecida. Embora alguns estudos sugiram que o contato célula-célula seja essencial, a
maioria corrobora sobre a importancia dos fatores soliveis nos mecanismos de supressao
dessas c¢lulas (NAUTA; FIBBE et al, 2007). Foi demonstrado o envolvimento dos fatores
soliveis nos mecanismos de imunossupressao das CTMs através de experimentos com uso de
membranas semipermeaveis, (trans-well) que permitem a passagem de fatores soluveis e
impedem o contato célula-célula (NICOLA et al, 2002). Diversos fatores participativos dos
mecanismos pelos quais as CTMs imunomodulam os linfécitos ja foram descritos, como
adenosina (SALDANHA-ARAUJO et al.,, 2011), HGF (NICOLA et al., 2002), TGF-p
(NICOLA et al., 2002), IDO (MEISEL et al., 2004), PGE2 (AGGARWAL; PITTENGER,
2005) e NO (SATO et al., 2007).

Além do contato célula-célula e da liberacdo de fatores soluveis, evidéncias
experimentais demonstraram que as CTMs exercem o seu efeito supressivo através da
inducdo de Tregs (MACCARIO et al., 2005; PREVOSTO et al., 2007). Esses linfocitos
constituem uma classe de células que apresentam CD25 em sua superficie, além da presenga
de niveis elevados do fator de transcricao Foxp3. Eles possuem ainda capacidade de suprimir
a resposta de outras células do sistema imune. Além disso, essa populagdo de células T com
atividade reguladora pode contribuir para a prevencao da rejeicao de transplantes e da doenga
do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (WOOD; BUSHELL; HESTER, 2012). Além de
induzir os Tregs classicos CD4CD25FOXP3, as CTMs parecem ser capazes de promover a

geragdo de Tregs ndo classicos (SALDANHA-ARAUJO, 2012).
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Figura 1: Efeitos da imunomodulacido das CTMs. Ilustracdo acerca dos mecanismos de imunomodulacao das
CTMs (obtido de NAUTA; FIBBE, 2007).

As propriedades imunomoduladoras observadas in vifro geraram um grande interesse
na comunidade cientifica, principalmente na aplicagdo clinica dessas células para tratamento
da doenga do enxerto contra o hospedeiro, DECH (LE BLANC et al., 2004; RINGDEN; LE
BLANC, 2011). Essa doenga foi primeiramente relatada por Barnes e os requisitos para
desenvolvimento dela foram estabelecidos por Billingham, sendo eles: incapacidade do
receptor em montar uma resposta efetiva para eliminar as células transplantadas; presenga de
células imunologicamente competentes no enxerto; e expressao no receptor de antigenos que
nao estdo presentes no doador (BARNES; LOUTIT; MICKLEM, 1962; BILLINGHAM,
1966). Portanto, a DECH consiste em uma sindrome em que as células imunocompetentes do
doador reconhecem e atacam os tecidos do hospedeiro (BARNES; LOUTIT; MICKLEM,
1962).

A auséncia de dados pré-clinicos sélidos, ndo estagnou a utilizagdo clinica de CTMs
no tratamento da DECH. A aplicagdo dessas células evoluiu substancialmente, sobretudo a
partir dos estudos de Le Blanc e colaboradores, em que demonstraram o potente papel
imunossupressor in vivo das CTMs apds realizarem infusdo intravenosa dessas células em
paciente com doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda, resultando em significativa

melhora clinica (LE BLANC et al., 2004).
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Estudos posteriores mostraram que a infusdo dessas células em pacientes que nao
respondem ao tratamento convencional da DECH pode ser uma terapia promissora. Foi
relatada melhora no quadro clinico de 45% de pacientes com DECH aguda que ndo
responderam a terapia com corticoides (VON BONIN et al., 2009). Além disso, um estudo
adicional mostrou que aproximadamente metade dos pacientes com DECH aguda corticoide
resistente responderam a infusdo de CTM, sendo que essa estratégia terapéutica foi ainda

capaz de reverter a toxicidade dos tecidos (RINGDEN; LE BLANC, 2011).

Além da capacidade de regular o sistema imunologico, sabe-se que essas células
também possuem a importante propriedade de migracdo, que € ponto chave para que
consigam desempenhar suas fungdes biologicas no local de enxertia. Ja foi demonstrado que
as CTMs sdo recrutadas para locais de inflamagdo para cumprir sua funcdo de reparo
(TOMCHUCK et al., 2008). Ainda, sdo importantes para promover o enxerto de células
tronco hematopoiéticas (LEE et al., 2013; LIU et al., 2011), que ¢ uma grande preocupagao,
especialmente quando se realiza o transplante com sangue de cordao umbilical (DE LIMA et

al., 2012).

Apesar do uso clinico dessas células apresentarem resultados promissores para
tratamento da DECH, existem algumas limitagdes a serem contornadas, sendo as principais o
elevado numero de células para se alcangar o efeito terapéutico desejado e a resposta clinica
heterogénea. Para contornar essas limitagdes, tem-se buscado estratégias de licenciamento que

realcem a capacidade supressiva das CTMs.
1.2 Licenciamento de CTMs

A ativagdo das CTMs, também chamada de licenciamento, pode ocorrer pela presenca
de citocinas inflamatorias como INF-y e TNF-a que parecem ser capazes de aumentar a
capacidade supressora dessas células (ENGLISH et al., 2007; RYAN et al., 2007). Foi
demonstrado em um modelo murino, que a eficacia terapéutica das CTMs no tratamento da
DECH ¢ dependente dos niveis de INF-y, e que o pré-tratamento das CTMs com essa citocina
inflamatoria, aumenta seu potencial supressivo e exige um menor numero de células para

alcancar o beneficio terapéutico esperado (POLCHERT et al, 2008).

O licenciamento de CTMs com INF-y parece ser promissor, haja vista que esse
licenciador esta relacionado com a produgdo de IDO (KRAMPERA et al., 2006), uma enzima

imunossupressora que atua no catabolismo do triptofano e, consequentemente, na supressao
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de linfocitos T (MEISEL et al., 2004). Parece que os efeitos benéficos das CTMs sobre a
DECH ocorrem devido a ativagdo das suas propriedades imunomoduladoras pelo IFN-y

produzido pelas células T (KRAMPERA et al., 2006).

Foi demonstrado ainda que CTMs murinas quando em presenca de IFN-y e TNF-a,
passam a apresentar maior capacidade de suprimir a resposta de linfécitos T (SZABO et al.,
2015). Além disso, foi proposto que a fun¢do imunossupressiva das CTMs ¢ induzida pelo
INF-y na presenca concomitante de qualquer outra citocina pro-inflamatéria, como por

exemplo: TNF-a, IL-1a ou IL-1b (REN et al., 2008).

Assim como ocorre com INF-y, a sinalizacdo de RTT também ¢ capaz de realcar o
potencial supressivo das CTMs. A expressao de RTT em CTMs tem sido estudada a nivel de
RNA e proteinas, por uso de PCR e citometria de fluxo. Existem resultados consistentes
mostrando a expressdo de RNA para RTT 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 em CTMs advindas de medula
Ossea e tecido adiposo, tanto em humanos como em modelo murino. Por outro lado, os
resultados sdao inconsistentes quanto a expressao de RTT 7, 8, 9 e 10. A nivel proteico esté
descrito que CTMs expressam os RTT 2, 3, 4, 7 ¢ 9 (DELAROSA; LOMBARDO, 2010).
Embora alguns trabalhos sejam controversos quanto ao efeito da sinalizacdo de RTT sobre a
propriedade imunossupressiva das CTMs (CHEN et al., 2014 ; LIOTTA et al., 2008), grande
parte mostra que o estimulo de RTT3 com agonista especifico polariza as CTMs para um
estado anti-inflamatoério e induz maior potencial imunorregulador nessas células ( ZHAO et

al., 2014; CHEN et al., 2013; TOMIC et al., 2011; OPITZ et al., 2009).

A presenca dos receptores RTT em CTMs resulta em implicagcdes importantes no que
diz respeito ao tratamento da DECH, uma vez que os resultados obtidos até o momento sdo
heterogéneos e ndo sdo todos os pacientes que se beneficiam por uso dessa medida
terapéutica. Uma meta-analise a partir dos dados encontrados na literatura, mostra que
criancas com DECH tendem a responder melhor ao tratamento com CTMs que adultos
(reposta completa 57,4% vs 45,1%), mas que existe um nimero consideravel de pacientes que
ndo apresentam resposta ao tratamento (18% criangas vs 30,3% adultos) (WERNICKE et al.,
2011). Em parte, esses resultados heterogéneos podem ser decorrentes do estado de
inflama¢ao do paciente e estagio da doenca. Ademais, produtos de microrganismos
circulantes podem influenciar na polarizacdo das CTMs administradas a esses pacientes. Foi
demonstrado que em diversas doengas inflamatorias ocorre ativacdo de RTT (YAMAMOTO-

FURUSHO; PODOLSKY, 2007). Deste modo, quando utilizadas clinicamente para
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tratamento de doencas inflamatorias, as CTMs podem ser expostas a ligantes desses
receptores, o que reforca a importancia de se investigar o efeito da sinalizagdo desses

receptores nas CTMs em diferentes circunstancias.

Cada vez mais tem se buscado por estratégias de licenciamento das CTMs para real¢ar
o seu potencial supressivo. Entretanto, ainda que se busque por estratégias capazes de
otimizar as fun¢des dessas células, um outro ponto que tem atraido a atencdo especial da

comunidade cientifica diz respeito aos riscos inerentes a infusdo de células.
1.3. Riscos associados a infusdo de CTMs

De modo geral, as CTMs tem se mostrado uma ferramenta terapéutica promissora para
o tratamento de DECH. Pacientes com essa patologia normalmente sdo submetidos a severos
regimes imunossupressores. Foi demonstrado, que multiplas infusdes de CTMs podem gerar
melhoras clinicas em pacientes diagnosticados com DECH aguda e crénica, além de reduzir a

necessidade de linhas adicionais de tratamento (DANDER et al., 2012).

Devido as propriedades imunologicas das CTMs foi desenvolvido o primeiro
medicamento a base dessas células - PROCHYMAL - destinado exclusivamente para o
tratamento da DECH (Osiris Therapeutics). Entretanto, ja foram descritas complicagdes
decorrentes de sua administragdo. De fato, ainda que pese o potencial clinico das CTMs,
existem também riscos potenciais e imprevistos. A avaliagdo desses riscos deve ser um pré-
requisito antes de terapias com infusdo de células. Uma alternativa importante seria o
desenvolvimento de estratégias em que o potencial das CTMs seja explorado, sem que se
corram os riscos da infusdo celular (BREITBACH et al., 2017; HERBERTS et al., 2011; LAI;
CHEN; LIM, 2011).

A infusdo de CTMs gera o receio de um possivel potencial de formagao de tumores,
principalmente pelas caracteristicas das células-tronco se assemelharem as de células
cancerosas. Receptores como CXCR 2 e 4 sdo encontrados em células cancerosas e células-
tronco, e influenciam a localizagdo, ou invasdo / metastases de células cancerosas, sugerindo

uma ligacao entre as duas populagdes celulares (LI et al., 2006).

Outro aspecto importante, que suscita atencao, ¢ que os trabalhos t€ém demonstrado a
necessidade de elevado numero de CTMs para que elas exer¢gam seus efeitos clinicos. Essa

massa de células pode favorecer a formacdo de agregados celulares que sdo potenciais
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causadores de embolia pulmonar ou infartos apds infusdo (PROCKOP; OLSON, 2007).
Normalmente ndo se sabe a quantidade de células que deve ser administrada, entretanto,

devido a taxa de retengdo e a possivel baixa resisténcia celular, torna-se necessaria

administracao de grandes quantidades de CTMs (LAMOURY et al., 2011).

Os riscos inerentes a infusao das CTMs leva a comunidade cientifica a questionar se
ndo seria vantajoso o desenvolvimento de estratégias que visem usar os produtos produzidos
por elas, haja vista o amplo arsenal de moléculas bioativas produzidas por essas células

(CAPLAN; DENNIS, 2006).

Portanto, torna-se emergente o desenvolvimento de abordagens alternativas em que se
garanta os efeitos das células, sem que elas sejam utilizadas. Ainda, seria extremante
relevante associar a essa busca a inclusdo de modelos de licenciamento, com vistas a se

conseguir um efeito imunorregulatorio mais potente.
1.4. Estratégias terapéuticas livres de células

As CTMs produzem abundantes fatores de crescimento e citocinas, muitas das quais,
modulam o sistema imunologico e estdo presentes nos sobrenadantes dessas células. Ja foi
descrito que o meio condicionado pelas CTMs produz efeitos terapéuticos semelhantes aos
das células, em modelo in vitro de lesdao epitelial alveolar (GOOLAERTS et al., 2014).
Adicionalmente, foi relatado que o meio condicionado por CTMs melhorou a fungao cardiaca
apos infarto do miocardio (TIMMERS et al., 2011).

Sabe-se que em organismos pluricelulares, a comunicagdo celular ocorre por
intermédio de moléculas extracelulares, como nucleotideos, lipideos e proteinas. Essas
moléculas, depois de liberadas, sao capazes de se ligar a receptores e induzir a sinalizagdo e a
modificacio do estado fisiologico das células alvo. E interessante, pois células eucaridticas
liberam no microambiente extracelular vesiculas membranosas que carreiam proteinas,
lipideos e acidos nucleicos (BOBRIE et al., 2011).

Com base na biogénese, as vesiculas extracelulares podem ser classificadas em:
microvesiculas, exossomos e corpos apoptdticos. As microvesiculas sdo geradas a partir de
brotagdo da membrana plasmatica, enquanto os exossomos sdo derivados do compartimento
endossomal. Ambos contém mRNA, microRNA e proteinas de membrana. Os exossomos, por
sua vez, apresentam o tamanho aproximado de 40-120nm, enquanto as microvesiculas

apresentam 50—1,000nm (ANDALOUSSI et al., 2013).
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As moléculas bioativas secretadas pelas CTMs podem atuar como mediadores
parécrinos ou enddcrinos, afetando diretamente as células alvo e/ou induzindo essas células a
secretarem outros agentes bioativos (CAPLAN; DENNIS, 2006). J& foi demonstrado que as
CTMs secretam uma grande quantidade de microvesiculas que podem induzir diferentes
efeitos dependendo da célula alvo (figura 2) (YANEZ-MO et al., 2015). Em parte, esses
efeitos poderiam ser oriundos de mRNA e microRNAs (COLLINO et al., 2010, BRUNO et
al., 2009).
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Figura 2: Microvesiculas derivadas de CTMs. As microvesiculas derivadas das CTMs podem exercer
diferentes efeitos dependendo da célula-alvo (obtido de YANEZ-MO et al., 2015).

Evidéncias cientificas indicam que essas vesiculas extracelulares, através dos seus
efeitos paracrinos podem desempenhar papel chave na terapia baseada em CTMs
(ANDALOUSSI et al., 2013). De fato, esses produtos celulares apresentam-se como atraentes
alternativas para diversas terapias, em especial, no campo da imunomodula¢do. Em estudo
realizado em modelo murino, as vesiculas extracelulares provenientes de CTMs de cordao

umbilical foram capazes de atenuar as manifestagdes in vivo da DECH aguda, além de
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promoveram a sobrevida de camundongos que sofreram transplantes de células-tronco
hematopoéticas (WANG, L. et al, 2016). Além disso, ja foi demonstrado que as
microvesiculas liberadas pelas CTMs possuem efeito regenerativo, em que controlam a
apoptose e a injuria tissular (BRUNO et al., 2009), previnem o desenvolvimento de doenca
renal cronica (GATTI et al., 2011) e promovem fungdo cardioprotetora (LAI; CHEN; LIM,
2011).

Como pode ser visto, o uso dos produtos das CTMs passou a receber atencao da
comunidade cientifica recentemente, sendo assim, as informacgdes referentes a aplicagao dessa

estratégia no campo da reposta imune, envolvendo células humanas, ¢ extremamente escassa.
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OBJETIVOS

Geral:

Avaliar o efeito de INF-y e de Poly (I:C) sobre o potencial imunossupressivo das CTMs.
Especificos:

- Caracterizar fenotipicamente e funcionalmente as CTMs;

- Avaliar a influéncia do INF-y e de Poly (I:C) na migragdo das CTMs;

- Determinar a influéncia do INF-y e de Poly (I:C) na proliferagao das CTMs;

- Investigar o efeito supressivo das CTMs previamente licenciadas com INF-y, Poly (I:C) e

INF-y + Poly (I:C) sobre a prolifera¢ao dos linfocitos;

- Comparar o potencial supressivo do sobrenadante de CTMs nao ativadas com CTMs

ativadas com Poly (I:C), com INF-y e com Poly (I:C) + INF-y;

- Avaliar o perfil de expressao génica das CTMs tratadas com Poly (I:C), INF-y e com Poly
(I.C) + INF-y;

-Isolar microvesiculas liberadas no sobrenadante de CTMs; e

-Avaliar se a proliferacido dos linfocitos T pode ser exclusivamente modulada por

microvesiculas liberadas pelas CTMs.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencido das Amostras

Nesse projeto foram utilizadas 2 amostras de CTMs de tecido adiposo, fornecidas
pela empresa Cellseq solutions (www.cellsegsolutions.com). As amostras de CMSP foram
obtidas de doadores saudaveis. O uso cientifico das amostras foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Satide (CAAE: 35640514.5.3001.5440). Para

todos os experimentos foram utilizadas CTMs entre 4-6 passagem.
3.2. Cultivo das células-tronco mesenquimais (CTMs)

As CTMs foram cultivadas em frascos de cultura celular de 75cm? (Falcon; Franklin
Lakes, NJ) em meio alfa-minimo essencial (alpha-MEM, Minimum Essential Medium)
suplementado com 100 pg/mL penicilina, 100pg/mL estreptomicina, 2mM Lglutamina e 15%
de soro bovino fetal até atingirem a confluéncia de 70%, seguindo protocolo estabelecido na
literatura. Apds o periodo de expansao, as células foram colhidas por tripsinizagdo utilizando

uma solucdo 0,2% tripsina-EDTA e utilizadas nos experimentos propostos.
3.3. Caracterizacio imunofenotipica das CTMs

Para cumprimento dos critérios de classificagdo das CTMs, estabelecidos pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular, as células utilizadas nesse estudo foram
caracterizadas imunofenotipicamente por Citometria de Fluxo, pela utilizagao do Kit Human
MSC Analysis (BD Biosciences), seguindo as orientagdes do fabricante. Em suma, as células
foram cultivadas em meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de SBF e
submetidas ou nao ao tratamento por 48 horas com Poly (I:C) (1pg/mL), INF-y (50ng/mL) e
Poly (I:C) (1ug/mL) + INF-y (50ng/mL).

Apo6s o periodo de tratamento, as células foram tripsinizadas, sendo 1 x 10° CTMs
separadas para fenotipagem com os marcadores positivos (CD90, CD105, CD73 e CD44) ¢
negativos (CD34, CDI11b, CD19, CD45, HLA-DR). O experimento foi analisado em
Citometro de Fluxo FACSverse no Instituto de Biologia-UnB.
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3.4. Ensaio de viabilidade/proliferacio das CTMs por MTT

A proliferacdo das CTMs foi avaliada por ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolim]}. Nesse experimento avaliamos o efeito simultaneo e

isolado do Poly (I:C) e do INF-y como licenciadores das CTMs.

Para isso, foram plaqueadas 2 x 10° CTMs em placa de 96 pocos contendo 100 ul de
meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de SBF. As CTMs foram licenciadas por
48h com Poly (I:C) (1 pg/mL), INF-y (50 ng/mL) e Poly (I:C) (1 pg/mL) + INF-y (50 ng/mL).
Ap6s 48 horas dos tratamentos, o meio de cultivo foi retirado da placa, os pogos lavados com
tampao PBS e novo meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de SBF foi
adicionado ao cultivo celular. A placa foi mantida em estufa incubadora com atmosfera de 5%

de CO,a 37°C, sendo a viabilidade/proliferagio analisada nos dias 2, 5 € 7 do cultivo.

Nos dias de leitura das placas, foi adicionado aos 100 pl de meio, 10 pul de MTT em
cada pogo, sendo as placas envolvidas em papel aluminio e mantidas em estufa incubadora
com atmosfera de 5% CO; a 37° C por 4 h. Apos esse periodo o meio foi removido, 100 pl de
DMSO foram adicionados e a placa foi colocada em bandeja agitadora por 15 minutos.
Findado esse tempo, foi realizada a leitura da absorbancia em 570nm na leitora de placas

DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter).
3.5. Ensaio de migracio das CTMs pela técnica de “wound scratch assay”

Para avaliar o potencial de migracdo, as CTMs foram plaqueadas em placa de 6
pocos, contendo 1,5 mL de meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de SBF. Esse
ensaio envolveu os grupos CTMs (controle), CTMs licenciadas com: Poly (I:C) (1 pg/mL),
INF-y (50 ng/mL) e Poly (I:C) (1 pg/mL) + INF-y (50 ng/mL).

Apobs o plaqueamento das CTMs, os grupos receberam por 48h os tratamentos
supracitados. Findado o periodo de tratamento, os meios foram removidos da placa e as
células lavadas por trés vezes com tampao PBS para que os tratamentos fossem
completamente removidos. Nesse momento foi realizado um risco no fundo de cada pogo com
uso de uma ponteira p200 que serviu como area de andlise para migracdo das CTMs (LIANG;

PARK; GUAN, 2007).

Apo6s confecgdo dos riscos, os pogos foram novamente lavados para retirar eventuais

restos celulares e foi adicionado meio de cultivo alfa-minimo essencial sem suplementagao
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com SBF. O cultivo celular foi acompanhado em uma mesma regido determinada de cada
risco e foi fotografado nos tempos 0, 12h e 24h. A érea livre de células foi mensurada nos

diferentes tempos por uso do software ImageJ (National Institutes of Heath).
3.6. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)

As CMSP foram isoladas por uso do gradiente de densidade Ficoll-Paque
(Amersham Biosciences), a partir de amostras de sangue periférico coletadas de doadores

saudaveis em tubos contendo anticoagulante EDTA.

Tubos conicos de 15 mL foram preenchidos com 3 ml de Ficoll, 4 mL de sangue
total e 4 mL de tampdo PBS, sendo que todos os reagentes estavam em temperatura ambiente.
Os tubos conicos foram centrifugados a 360g por 25 minutos. Apds esse tempo, o halo de
c¢lulas mononucleares foi coletado com auxilio de uma pipeta pasteur, transferido para um
tubo conico de 50 mL e lavado trés vezes com PBS. Em seguida, o pellet celular foi
ressuspendido em 1 mL de PBS a 10% SBF para marcagdo com corante carboxyfluorescein

succinimidyl ester (CFSE, Sigma Aldrich).

Para a marcagdo utilizamos concentragdo de 2,5 uM/mL de CFSE, sendo as células
incubadas por 7,5 minutos a 37° C, em banho-maria. Apds esse periodo a marcagdo foi
interrompida com RPMI gelado contendo 10% de SBF, mantendo-se a amostra refrigerada
por 5 minutos. Posteriormente foram realizadas lavagens com tampao PBS, utilizando

centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos.

Por fim, o pellet celular obtido das lavagens foi ressuspendido em 1 mL de meio
RPMI suplementado com 10% de SBF, e essas células foram utilizadas para o ensaio de

Imunossupressao.
3.7. Ensaio de imunossupressio de CMSP por CTMs licenciadas

Para analisar o efeito isolado e simultineo de Poly (I:C) e INF-y sobre o
licenciamento das CTMs, foi avaliada a capacidade dessas células em suprimir a proliferagdo
dos linfocitos T, quando previamente tratadas por 48 horas com Poly (I:C) (1 pug/mL), INF-y
(50 ng/mL) e Poly (I:C) (1 pg/mL) + INF-y (50 ng/mL).

Para isso, 3 x 10* CTMs foram plaqueadas e licenciadas por 48 horas em placas de
96 pogos contendo 200 pul de meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de SBF.

Ap0s esse periodo, o meio de cultivo foi removido, os pogos foram lavados 3 vezes com
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tampao PBS e adicionado RMPI com 10% de SBF. Em seguida, adicionou-se 3 x 10° CMSP

previamente marcadas com CFSE e ativadas com 5 pg/mL de fitohemaglutinina.

Ao quinto dia do experimento as CMSP foram recolhidas, transferidas para
microtubos e centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, sendo obtido o botdo celular, que foi
ressuspendido em PBS e incubado por 30 minutos com anti-CD3 APC ( Thermo Fisher),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Em seguida as amostras foram centrifugadas e
ressuspendidas em 300 microlitros de PBS 4 % formaldeido. A proliferacdo celular foi

analisada no Citdmetro FACSVerse ( BD Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB.

3.8. Ensaio de imunossupressio dos sobrenadantes de CTMs licenciadas sobre CMSP

por CFSE

A capacidade do sobrenadante de CTMs oriundas de tecido adiposo em suprimir a
proliferagdo dos linfocitos foi avaliada através de ensaios de i1munossupressao.
Resumidamente, 1,5 x 10> CTMs foram plaqueadas em placas de 24 pogos e licenciadas por
48 horas com Poly (I:C) (1 pg/mL), INF-y (50 ng/ml) e Poly (I:C) (1 pg/ml) + INF-y (50
ng/ml). Apos 48 horas de licenciamento, o meio de cultivo alfa-minimo essencial
suplementado com 15% de SBF foi removido e os pocos lavados 3 vezes com tampao PBS.
As CTMs receberam meio RPMI suplementado com 10% de SBF que permaneceu em

contato com todas as células por 24 horas.

O meio que esteve em contato com as CTMs por 24 horas foi coletado, centrifugado a
1200 rpm por 10 minutos e utilizado para os ensaios de imunossupressdo juntamente com 4 x
10° de CMSP previamente marcadas com CFSE e estimuladas com 5 pg /mL de

fitohemaglutinina.

Ao quinto dia do experimento as CMSP foram recolhidas, transferidas para
microtubos e centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, sendo obtido o botdo celular que foi
ressuspendido em PBS e incubado por 30 minutos com anti-CD3 APC ( Thermo Fisher),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Por fim, a proliferagdo celular foi avaliada por

Citometria de fluxo (Citometro FACSVerse).
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3.9. Expressiao de moléculas de Adesio VCAM e ICAM em CTMs

A avaliacdo da influéncia de INF-y e de Poly (I:C) na expressdao de VCAM e ICAM em
CTMs foi realizada por Citometria de fluxo, utilizando-se anticorpos anti-CD106 (VCAM) e
anti-CD54 (ICAM) conjugados a FITC e APC, respectivamente.

Para isso, 1,5 x 10> CTMs foram plaqueadas em placa de 24 pogos e tratadas por 48
horas com 1 ug/mL de Poly (I:C), 50 ng/mL de INF-y e 1 ug/mL de Poly (I:C) + 50 ng/mL
de INF-y. Apos as 48 horas, os tratamentos foram removidos, os pogos foram lavados com
tampao PBS e as células foram recolhidas e acondicionadas em microtubos devidamente
identificados. As amostras foram incubadas por 30 minutos com os anticorpos,
posteriormente foram lavadas com tampao PBS e analisadas no Citometro FACSVerse ( BD

Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB.

Para validacdo do resultado obtido, investigamos adicionalmente a expressao de
ICAM ap6s tratamento com 25 ng, 50ng e 100ng/mL de INF- y. As CTMs foram plaqueadas
e receberam os tratamentos por 48 horas, findado esse tempo, as células foram recolhidas e
marcadas por 30 minutos com anti-CD54. Posteriormente foram lavadas com tampao PBS e

analisadas no Citometro FACSVerse ( BD Bioscience).
3.10. Expressiao de RTT3 e RTT4 em CTMs por Citometria de Fluxo

A avaliagdo da influéncia do Poly (I:C) e INF-y sobre a expressao dos RTT e 3 ¢ 4
das CTMs foi realizada por Citometria de fluxo, através do uso dos anticorpos anti-RTT3 e
anti-RTT4. Resumidamente 2 x 10° CTMs foram plaqueadas em placas de 24 pogos, tratadas
com 1 pg/mL de Poly (I:C), 50 ng/mL. de INF-y e 1 pg/mL de Poly (I:C) + 50 ng/mL de
INF-y por 48 horas. Apos este periodo, o0 meio com os tratamentos foi removido os pogos
foram lavados com tampao PBS, as CTMs foram recolhidas, acondicionadas em microtubos
previamente identificados e submetidas a marcagdo com anticorpos anti-RTT3 e anti-RTT4

conjugados a PE ( eBioscience).

Para marcacdao de RTT3 foi utilizado o kit Intracellular Fixation & Permeabilization
Buffer Set (eBioscience), conforme orientagdes do fabricante. As marcagdes ocorreram por
incubagdo com os anticorpos por um periodo de 20 minutos. Posteriormente as células foram
lavadas com tampao PBS e analisadas no Citometro FACSVerse (BD Bioscience) do Instituto

de Biologia-UnB.
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3.11. PCR em tempo real

O perfil de expressdo de genes relacionados a resposta imune foi avaliado por PCR
em tempo real. Para esse ensaio utilizamos CTMs nao licenciadas e licenciadas por 48 horas
com Poly (I:C) (1 pg/mL), INF-y (50 ng/mL) e Poly (I:C) (1 pg/mL) + INF-y (50 ng/mL).
Apos o periodo de licenciamento, as CTMs foram recolhidas por tripsinizacao, lavadas e
ressuspendidas em PBS. Essas amostras foram submetidas a extragdo de RNA por uso do Kit
de Extra¢do PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher), seguindo as instru¢des do fabricante.
Apds obtencdo do RNA, procedemos a andlise da quantidade e qualidade desse material,
utilizando o espectrofotometro Nanodrop da Universidade Catolica de Brasilia.
Posteriormente, foi realizada a Sintese do ¢cDNA, por uso do High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Thermo Fisher), seguindo as instru¢des do fabricante.

A andlise quantitativa da expressdo génica foi realizada pela metodologia TagMan
(Thermo Fisher ), cujos primers e sondas foram adquiridos pelo sistema AssayOnDemand. O
gene calibrador utilizado foi o GAPD, cuja eficiéncia de amplificagdo ¢ a mesma dos genes
alvos, o que possibilitou a andlise pela metodologia DDCT (Livak & Schmittgen, 2001;
Pfaffl, 2001). Analisamos a expressdao dos seguintes genes: IDO, TNF-o, IL-6, IL-1p,
Galectina, TGF e IL-10 no equipamento de PCR em tempo real StepOne Plus
(ThermoFisher). No mesmo equipamento, analisamos pela metodologia de SYBR green a
expressdo do gene CXCR7. Os primers usados tiveram as seguintes sequencias: CXCR7

GTGGTGGTCTGGGTGAATATC e ATGTAGCAGTGCGTGTCATAG.
3.12. Isolamento e caracterizacio das microvesiculas

O isolamento das microvesiculas de CTMs ocorreu ap6s cultivo dessas células em
frascos de cultura celular de 75 cm® (Falcon; Franklin Lakes, NJ) em meio alfa-minimo
essencial (alpha-MEM, Minimum Essential Medium) suplementado com 100 pg/mL

penicilina, 100 pg/mL estreptomicina € 2 mM L-glutamina.

Para a obtencdo das microvesiculas, utilizamos o kit total exosome isolation
(ThermoFisher), conforme as instrugdes do fabricante. Posteriormente, as microvesiculas
foram avaliadas quanto ao seu tamanho médio por uso do equipamento Zetasizer nano
(Malvern) e submetidas a quantificacdo proteica pelo uso de Bradford. Por fim, as
microvesiculas foram concentradas em 1000 pl de PBS e reservadas para validagao e ensaios

funcionais.
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Para obtencdo das imagens das microvesiculas foram utilizadas telas de microscopia
eletronica cobertas por uma fina pelicula de Formvar. A amostra foi fixada com Karnovisky
(Glutaraldeido 2%, Paraformaldeido 2%, SM CaCl2 e sacarose 3% em tampao Cacodilato de
sodio 0.1 M) overnight. Cinco microlitros da amostra fixada foram depositados sobre o filme,
seguido de contrastacdo utilizando acido fosfotungstico (PTA) e posteriormente foi realizada
andlise da morfologia utilizando o microscopio eletronico de transmissdo JEOL-1011 a 80kv

no Instituto de Biologia-UnB.
3.13. Validacio das microvesiculas por Citometria de Fluxo

Para validagdo, as microvesiculas foram incubadas com beads de latex 4 pm
(Invitrogen) em ImL de PBS, overnight. Posteriormente, foi adicionado solucao de glicina
IM e realizada centrifugacdo a 4000 rpm por 3 minutos, o pellet obtido foi ressuspendido em
250ul de PBS suplementado com 0,5% de Albumina Bovina (BSA, Sigma Aldrich). As
microvesiculas conjugadas as beads foram incubadas com os anticorpos anti-CD90 FITC e
anti-CD105 PerCP por 30 minutos a 4°C. Apds incubagdo, foram realizadas lavagens com
PBS utilizando centrifugagdao a 4000 rpm por 3 minutos. Finalmente, as microvesiculas foram

analisadas no citdometro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences).
3.14. Avaliac¢ido da capacidade supressiva das microvesiculas

Em suma, foi testado o potencial imunossupressivo de diferentes concentracdes de
microvesiculas (0,12 pg, 0,25 pg, 0,5 pg e 0,75ug) sobre os linfocitos T. O ensaio ocorreu em
placa de 96 pogos contendo meio RPMI suplementado com 10% SBF e foram adicionados
aos pocos 4 x 10° CMSP previamente marcadas com CFSE e estimuladas com 5 pg /mL de

fitohemaglutinina.

Ao quinto dia do experimento as CMSP foram recolhidas, transferidas para
microtubos e centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, sendo obtido o botdo celular que foi
ressuspendido em PBS e incubado por 30 minutos com anti-CD3 APC ( Thermo Fisher),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Por fim, a proliferacao linfocitaria foi avaliada por

uso do Citometro de Fluxo FACSVerse (BD Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB.
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3.15. Analise estatistica

Foi utilizado o software Prisma 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
para as analises estatisticas. As comparagdes entre os grupos foram realizadas através do teste
t em relacdo ao grupo controle, os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil fenotipico das CTMs.

As CTMs de tecido adiposo utilizada nesse estudo apresentaram perfil fenotipico
classico de CTMs, sendo negativas para os marcadores CD34, CD11b, CD19, CD45 e HLA-
DR e positivas para os marcadores CD90, CD44, CD105 e CD73. Esse mesmo padrdo se
manteve para as CTMs que receberam os diferentes regimes de licenciamentos investigados

nesse trabalho (Figura 3).

CD105
E3 CTM E CM

¢ &= Poly (I:C) ) &3 Poly (I:C)
S B INF-y 2 = INF-y
8 mm Poly (:C)+ INF-y  § mm Poly (I:C) + INF-y
o Q
[} 0
5 ]
3 3
0 ‘0
0 0
X X

3 A

&
&
CD44
EE CTM B CT™M
g &= Poly (I:C) g 3 Poly (I:C)
£ == INF-y 3 B INF-y
g I Poly (1C) + INF-y § I Poly (1C) + INF-y
8 s
3 3
0 0
02 0
X X
0
A A
&
&

Figura 3: Fenotipagem das CTMs. Expressdo de CD105, CD73, CD44 ¢ CD90 por citometria de fluxo. Os
resultados sdo representativos de uma das CTMs utilizadas nesse estudo.
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4.2. Poly (I:C) e INF-y ndo induzem a proliferacio de CTMs.

O licenciamento das CTMs com Poly (I:C) e INF-y ndo alterou a proliferagdo nem a

viabilidade dessas células, como pode ser visto na figura 4.
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Figura 4: Analise da Viabilidade/Proliferacio Celular: As CTMs foram licenciadas por 48 horas em
diferentes regimes de licenciamento e submetidas a avaliagdo temporal da proliferacdo celular. Os valores sao
representados como média de uma quadriplicata. As analises foram realizadas por teste t ndo pareado. Os
resultados sdo representativos de uma das CTMs utilizadas nesse estudo.

4.3. Poly (I:C) e INF-y nao estimulam a migracao das CTM:s.

As CTMs tratadas com Poly (I:C), INF-y e Poly (I:C) + INF-y ndo apresentaram
maior potencial migratério quando comparadas as CTMs que ndo receberam tratamento. A

observacdo microscopica foi validada pela analise de area livre, realizada pelo Software

ImageJ (Figura 5).
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Figura 5. Migracio das CTMs. (A) Migragdo de células mesenquimais ndo tratadas e tratadas com Poly (I:C) e
INF-y. As imagens foram obtidas no microscdpio Primo Vert (Carl Zeiss). (B) Porcentagem de area livre em
ensaio de migragdo ap6s 12h e (C) 24h de experimento. ** p=0,002. Os grupos independentes foram avaliados
por teste t ndo pareado. Os resultados sao representativos de uma das CTMs utilizadas nesse estudo.

4.4. INF-y potencializa o poder imunossupressivo das CTMs

As CTMs foram capazes de suprimir a proliferagdo dos linfocitos T (p=0,0003)
(Figura 6a). O licenciamento das CTMs com INF-y por 48 horas levou a maior supressao da
proliferagdo dos linfocitos T, aumentando o potencial supressivo das CTMs quando

comparado a CTMs que ndo receberam tratamento (p=0,03) (Figura 6b).
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Figura 6. Cocultivo de CMSP com CTMs. (A) Representagdo grafica da proliferacdo celular avaliada por
citometria de fluxo.(B) O licenciamento de CTMs com INF-y por 48 horas realgou o potencial supressivo dessas
células sobre os linfocitos. Grupos independentes foram analisados pelo teste t ndo pareado. *** significa
p=0,0003 e * p=0,03. Os resultados sdo representativos de uma das CTMs utilizadas nesse estudo.

4.5. Sobrenadantes de CTMs licenciadas nio apresentam vantagem imunossupressiva

O sobrenadante obtido da cultura de CTMs foi capaz de modular a proliferacdo dos
linfocitos T (p=0,001). Como pode ser visto, nenhum dos tratamentos prévios das CTMs foi

capaz de realgar esse potencial supressivo (Figura 7).
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Figura 7. Proliferacio de linfocitos cultivados com sobrenadante de CTMs licenciadas e nio licenciadas.
Representagdo grafica da proliferacdo celular avaliada por Citometria de Fluxo, sendo a divisdo dos linfocitos
cultivados isoladamente ajustada para 100%. O simbolo ** indica p=0,001. Os grupos independentes foram
avaliados com teste t ndo pareado. Os resultados sdo representativos de uma das CTMs utilizadas nesse estudo.
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4.6. INF-y isolado ou em combina¢io com Poly (I:C) aumenta a expressiao de ICAM em

CTMs

As CTMs apresentaram expressao média de VCAM e ICAM de 14,38 e 54,06,
respectivamente. O tratamento das CTMs com INF-y e com Poly (I:C) + INF-y por 48 horas
foi capaz de aumentar os niveis de expressio de ICAM nas CTMs (p=0,01 e p=0,03).

Nenhum tratamento induziu aumento na expressao de VCAM (Figura 8).
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Figura 8. Expressdao de ICAM e VCAM. (A) O tratamento das CTMs com INF-y e com Poly (I:C) + INF-y,
foi capaz de aumentar o nivel de expressdo de ICAM. (B) Nenhum dos tratamentos das CTMs foi capaz de
realcar a expressdo de VCAM. (C) As concentracdes de 50ng/mL e 100ng/mL resultaram em aumento da
expressdo de ICAM quando comparadas a concentracdo de 25ng/mL . *** significa p=0,001; ** p=0,01 e
*p=0,03 e Os grupos independentes foram analisados pelo teste t ndo pareado.
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4.7. Expressao de RTT3 e RTT4 em CTMs

As CTMs utilizadas nesse estudo apresentaram expressao média de RTT 3 e RTT 4
de 88,83 e 80,09, respectivamente. O licenciamento das CTMs por 48 horas com Poly (I:C) e

INF-y ndo exerceu influéncia na expressao desses receptores, conforme pode ser observado na

figura 9.
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Figura 9. Expressio de receptores RTT3 e RTT4. A expressao de receptores do tipo toll 3 ¢ 4 em CTMs foi
avaliada por Citometria de Fluxo. Os tratamentos ndo exerceram influéncia na expressdo de RTT3 e RTT4. Os
resultados s@o representativos de uma das CTMs utilizadas nesse estudo.

4.8. Perfil de expressiao génica das CTMs

O tratamento das CTMs por 48h com INF-y aumentou o nivel de transcri¢do de IDO
(p<0,0001), TNF-a (p=0,002), IL-6 (p<0,0001) e IL-1pB (p=0,001), enquanto que o tratamento
com Poly (I:C) aumentou a transcricdo de TNF-a (p=0,04), IDO (p=0,001) e IL-1B (p=
0,008). O tratamento concomitante de Poly (I:C) e INF-y aumentou a expressdao dos genes
TNF-a (p=0,0003), IL-6 (p<0,0001), IL-1 B (p=0,0003) e IDO (p=0,001), comparando com
CTMs nio tratadas (Figura 10).
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Figura 10. Expressio génica das CTMs. (A) Expressdo do gene TNF-a. (B) Expressdao do gene IL-6. (C)
Expressdo do gene IL-1b. (D) Expressdo do gene IDO. (E) Expressdo do gene Galectina. (F) Expressdao do gene
TGF. (G) Expressao do gene CXCR7. (H) Expressdo do gene IL-10. Os simbolos significam: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001

4.9. Isolamento e caracterizacio das microvesiculas.

As microvesiculas obtidas tiveram tamanho médio de 262.4 nm, concentragao
proteica de 12,10 pg/mL e apresentaram expressdao para os marcadores CD90 e CD105

(Figura 11).
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Figura 11. Caracterizagio fisica e fenotipica das microvesiculas. As microvesiculas obtidas a partir do
sobrenadante de uma das CTMs utilizadas nesse estudo, foram caracterizadas pelo seu tamanho médio (A) e

quanto a expressdo de CD105 (B) e CD90 (C). (D) Imagem das microvesiculas por microscopia eletronica de
transmissao.
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4.10. Efeito imunossupressor das microvesiculas.

O uso de microvesiculas obtidas de CTMs, na concentragdo de 0,7ug, suprimiu a

proliferacdo linfocitaria como pode ser observado na figura 12 (p=0.0017).
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Figura 12. Efeito das microvesiculas obtidas de CTMs sobre a proliferacido de linfécitos. Microvesiculas
obtidas de CTMs foram quantificadas quanto a seu conteudo proteico e adicionadas na cultura de CMSP
ativados por fitohemaglutinina. Apos 5 dias, a proliferagé@o celular foi avaliada por Citometria de Fluxo.
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5. DISCUSSAO

Considerando as problematicas do campo, nesse estudo buscamos uma estratégia
capaz de realgcar o potencial supressivo das CTMs e o modelo mais indicado para uma
possivel terapia livre de células. Além disso, avaliamos as alteracdes que as diferentes
estratégias de licenciamento investigadas poderiam provocar nas propriedades bioldgicas e no

perfil transcricional das CTMs.

As CTMs de tecido adiposo utilizadas nesse estudo apresentaram perfil fenotipico
classico de CTMs (DOMINICI et al., 2006), mesmo mediante tratamento com INF-y e Poly
(I:C). Esses dados sugerem que os diferentes tipos de tratamentos realizados devem manter as

propriedades basicas das CTMs.

Diversos estudos in vitro foram conduzidos no intuito de avaliar a presenga dos RTT
em CTMs de diferentes fontes, uma vez que hd descricdo de que a sinalizagdo desses
receptores pode polarizar as células para um estado anti-inflamatério ou pro-inflamatorio
(WATERMAN et al.,, 2010; OLIVEIRA-BRAVO et al., 2016; LIEKE et al., 2009,
RAICEVIC et al.,, 2011). Nesse trabalho, mostramos que as CTMs, licenciadas ou nao,
apresentam expressao de RTT 3 e RTT 4, e que o condicionamento das CTMs com Poly (I:C)
e INF-y ndo altera a expressao desses receptores. Corroborando com nossos resultados, outros
estudos demonstraram a expressdo de RTT 2, 3, 4 ¢ 9 em CTMs de tecido adiposo (HWA-
CHO et al., 2006; LOMBARDO et al., 2009; RAICEVIC et al.,2011; ROMIEU-MOUREZ et
al., 2009; WANG; LI; ZHAO, 2016).

A descoberta de uma estratégia de licenciamento capaz de realcar a proliferagao das
CTMs seria de fundamental importancia, haja vista que o seu efeito supressivo ¢ dependente
do nimero de células (NICOLA et al., 2002). E interessante, pois tem sido descrito que a
ativacdo de RTT9 estimula a proliferacio de CTMs de tecido adiposo (HWA-CHO et al.,
2006), enquanto que o licenciamento de CTMs com Poly (I:C) inibe a proliferacao dessas
células (CHEN et al., 2013). No nosso estudo ndo observamos efeito na proliferagdo das
CTMs através da sinalizacdo de RTT 3. Também, ndo encontramos efeito sobre a proliferagao
das CTMs, quando essas células foram tratadas com INF-y. Diferentemente, um estudo prévio
demonstrou que IFN-y inibiu a proliferacdo de CTM humana e de camundongo via ativagao
de IDO (LAMOURY et al., 2011). Apesar das CTMs de diversas fontes apresentarem as

caracteristicas basicas preestabelecidas pela Sociedade Internacional de Terapia Celular, as
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CTMs derivadas de medula 6ssea e corddo umbilical apresentaram diferengas na capacidade
proliferativa e na expressdo de antigenos de superficie (DE UGARTE et al., 2003), o que

pode explicar as discordancias entre o nosso estudo e os supracitados.

A capacidade de migracao das CTMs ¢ alvo de intensa investigacdo cientifica e a
potencializagdo dessa fungdo tem importancia particular, pois poderia aumentar a capacidade
dessa célula de migrar para sitios inflamatdrios para exercer seus efeitos bioldgicos (SOHNI
et al., 2013). O efeito da sinalizacdo de RTT 3 sobre a migracdo das CTMs ¢ extremamente
contraditorio. No nosso estudo demonstramos que a sinalizagdo das células com agonista de
RTT 3 nao exerceu efeitos sobre seu potencial de migragdo. Ao contrario, um estudo prévio
mostrou que a sinalizacdo de RTT 3 com Poly (I:C) induz maior migra¢ao de CTMs oriundas
de medula 6ssea (TOMCHUCK et al., 2008). Apesar de ter sido descrito que INF- y ¢ capaz
de aumentar o potencial migratério de macrofagos (HU et al., 2005), o condicionamento de
CTMs com INF-y ndo foi capaz de realgar o potencial de migragao dessas células. Em linha,
ndo observamos aumento na expressao do gene que codifica a proteina de migragdo CXCR7
quando comparamos as CTMs licenciadas com INF-y e as CTMs sem tratamento. Do mesmo
modo, a associacdo de Poly (I:C) com INF-y também ndo induziu vantagem migratoria as

CTMs.

Neste trabalho mostramos que o licenciamento das CTMs com Poly (I:C) nao
promoveu incremento no seu potencial supressor, quando comparado as CTMs que nao
receberam tratamento. Entretanto, foi demonstrado que esse agonista aumentou
significativamente os efeitos imunossupressores de CTMs de medula dssea e cordao umbilical
em estudo realizado em modelo murino (CHEN et al., 2013; OPITZ et al., 2009; VEGA-
LETTER et al., 2016). Nossos resultados corroboram com os encontrados por Raicevic e
colaboradores, em que utilizando rea¢do mista de linfécitos e duas fontes de CTMs de origem
humana - tecido adiposo e geleia de Wharton - Poly (I:C) ndo aumentou o potencial
supressivo das células utilizadas (RAICEVIC, et al., 2011). Do mesmo modo, Lombardo e
colaboradores demonstraram que o potencial imunossupressivo das CTMs de tecido adiposo
de origem humana, apds a estimulacdo de ligantes de RTT, permaneceu inalterado

(LOMBARDO et al., 2009).

Embora ndo pareg¢a influenciar o potencial migratorio das CTMs, o INF-y parece ser
promissor no que diz respeito a imunomodulacdo exercida por essas células. Foi demonstrado
em um modelo murino que o tratamento das CTMs com INF-y poderia suprimir a DECH de

47



forma muito mais eficiente do que quando se usa CTMs ndo ativadas (POLCHERT et al,

2008).

Esse aumento da capacidade supressiva das CTMs licenciadas com INF-y, em
modelo murino, parece ocorrer por participacdo de oxido nitrico e prostaglandina E2 (SZABO
et al., 2015). No nosso estudo, utilizando células humanas, também demonstramos que as
CTMs licenciadas com INF-y apresentam capacidade imunossupressiva superior as CTMs
ndo tratadas. Esse resultado ¢ biologicamente importante, pois pode diminuir a exigéncia de

numeros de CTMs para uso clinico, além de garantir células mais eficientes.

Recentemente, um estudo de analise protedmica em larga escala demonstrou que o
licenciamento das CTMs com IFN-y altera significativamente os niveis de expressao de
algumas proteinas de adesdo e de IDO (GUAN et al., 2017). De fato, as CTMs exercem sua
atividade de imunomodulacdo através de varios mecanismos, dentre eles através das
moléculas de adesao VCAM e ICAM. J4 foi demonstrado que o bloqueio da expressdo dessas
moléculas diminui a capacidade imunossupressora das CTMs (GAJEWSKI et al., 2006). Em
linha, demonstramos nesse trabalho que o licenciamento das CTMs com IFN-y foi capaz de
elevar o nivel transcricional de IDO e de realcar a expressdo da molécula de adesdo ICAM.
Nesse panorama, ainda ¢ importante notar que a estratégia promissora de tratamento das
CTMs com Poly (I:C) e IFN-y também induziu aumento transcricional de IDO, mas nao
garantiu vantagem no potencial imunossupressor dessas c€lulas. Além disso, esse mesmo
tratamento também levou a maior producdo do transcrito IL-1b, uma citocina classicamente

envolvida na proliferacdo de linfocitos T humanos (CHU et al, 1984).

Ainda, foi demonstrado que além de atuar na promog¢do de IDO, IFN-y induz
aumento da expressdo de PD-L1 em CTMs de medula 6ssea, o que constitui um mecanismo
de supressao imune exercido por essas células através do eixo PD1/PD-L1 (AUGELLO et al.,

2005; GUAN et al., 2017).

Apesar de IDO ser um fator soluvel importante envolvido nos mecanismos
imunossupressivos das CTMs, quando usamos o sobrenadante das CTMs licenciadas por INF-
vy ndo notamos aumento no potencial supressivo dessas células. Apenas encontramos esse
desfecho quando se permite o contato célula-célula. Esses dados sugerem fortemente que
pode haver importante papel de ICAM nesse processo ou que a secrecao de IDO pelas CTMs

possa ser dependente da presencga constante da célula licenciada.
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Em um estudo utilizando sobrenadantes de CTMs de medula 6ssea, foi demonstrado
que apenas o sobrenadante dessas células foi capaz de suprimir a proliferagdo de linfocitos
(RYAN et al., 2007). Similarmente, demonstramos que o sobrenadante de CTMs de tecido
adiposo também ¢ capaz de suprimir a prolifera¢dao dos linfocitos, o que endossa a tese de que
fatores soluveis estdo envolvidos na mediagdo da inibi¢do da proliferacdo de células T. Mais
importante, nossos resultados sugerem que as CTMs possam produzir moléculas com
capacidade supressiva de modo constitutivo, independente dessas células estarem ou nao em

meio inflamatorio.

Como pode ser visto, com o objetivo de investigar os possiveis mecanismos
moleculares através dos quais as CTMs sdo capazes de exercer suas propriedades
imunossupressoras, avaliamos por PCR em tempo real o nivel de expressdo génica de alguns
componentes importantes nesse cenario. Observamos que o tratamento das CTMs com Poly
(I:C) induziu aumento de TNF-a e um discreto aumento na expressao de IL-1b. Do mesmo
modo, Wang demonstrou que o tratamento de CTMs de tecido adiposo com Poly (I:C)
aumentou o nivel transcricional de IL-1b e TNF-a, o que corrobora com os resultados do
nosso estudo (WANG; LI; ZHAO, 2016). Acerca da expressdao de TNF-a, estudos realizados
em CTMs de origem de medula 6ssea parecem contraditorios, pois trabalhos demonstram que
apo6s estimulagdo de RTT 3 ou RTT 4 ocorre uma redugao no nivel de expressao génica para
esse fator, enquanto outros trabalhos demonstram que ocorre uma manutengdo nos niveis de
TNF-a (TOMCHUCK et al., 2008; ROMIEU-MOUREZ et al., 2009; WANG; LI; ZHAO,
2016; CASSATELA etal., 2011; GRAY et al., 2015).

Um estudo pregresso demonstrou que TNF-a em sinergia com IL-6 pode estimular a
proliferagdao de células T (KUHWEIDE et al, 1990). Nos resultados obtidos nesse trabalho,
observamos que todas as estratégias de licenciamento promoveram aumento transcricional de
TNF-a, o que pode explicar nossos resultados quando usamos sobrenadante para controlar a
resposta imune. Outro ponto relevante nesse cendrio ¢ que todas as estratégias de
licenciamento aumentam a expressao de IL-1b, uma citocina de potente atividade pro-

inflamatéria (WEBER; WASILIEW; KRACHT, 2010).

Ainda que nao tenhamos investigado a geracdo de Tregs, investigamos a expressao
de TGF-B, o principal fator envolvido na geragdo dessas células. Nossas estratégias de
licenciamento ndo potencializaram a expressao desse fator de crescimento, o que indica que
essas medidas de licenciamento podem nao influenciar na geragcdo de linfocitos supressores
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(MACCARIO et al, 2005). Além disso, nossas estratégias de licenciamento também nao
potencializaram a expressdo de galectina, uma proteina relacionada a imunomodulacdo das

CTMs (SIOUD, 2011).

A partir dos resultados obtidos com os ensaios de supressdo com sobrenadante,
escolhemos a condicdo que melhor controlou a proliferagao dos linfocitos T e isolamos as
microvesiculas para caracterizacdo e para testar a capacidade supressiva desse produto. As
microvesiculas obtidas a partir do sobrenadante das CTMs apresentaram marcadores de
superficie das CTMs e, mais importante, observamos que esses produtos sdo capazes de
suprimir a proliferagdo de linfocitos T in vitro. Esse achado corrobora com uma publicagdo
recente que também encontrou efeito imunossupressivo em microvesiculas de CTMs de
medula 6ssea (CONFORTI et al., 2014). Mais importante, nossos dados indicam que nenhum
dos principais métodos investigados para licenciamento das CTMs ¢ capaz de garantir maior

capacidade supressiva aos produtos gerados por essas células.

Em suma, demonstramos que o tratamento das CTMs com INF-y aumenta o seu
potencial imunossupressivo, o que poderia ser explicado pela maior produgao de IDO e pela
maior expressao da molécula de adesdao ICAM. Entretanto, no que diz respeito ao modelo de
terapia livre de células, nenhuma estratégia adotada se mostrou superior ao sobrenadante
obtido das CTMs sem tratamento. Além disso, demonstramos que as microvesiculas obtidas
pelas CTMs foram capazes de suprimir a proliferagdao dos linfocitos, o que € particularmente
relevante considerando-se a possibilidade de terapia com produtos celulares. Em conjunto,
nossos achados sdo importantes na drea em que se inserem por mostrarem 0S mecanismos
envolvidos no tratamento das CTMs com INF-y e para nortear novos estudos que busquem o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras, livres de células.
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6. CONCLUSAO

- CTMs de tecido adiposo inibem a proliferacdo de Linfocitos T;

- CTMs de tecido adiposo expressam RTT 3 ¢ RTT 4;

- CTMs de tecido adiposo expressam VCAM e ICAM;

- INF-y aumenta a expressao de ICAM em CTMs;

- INF-y nao real¢a o potencial de migracdo e proliferagdo de CTMs de tecido adiposo;
- INF-y realga o potencial supressivo das CTMs

- Poly (I:C) ndo realga o proliferagdo, migracdo e potencial supressivo de CTMs de tecido

adiposo;

- Poly (I:C) e INF-y juntos ndo realgam a proliferacdo, migracdo e potencial supressivo de

CTMs de tecido adiposo;

- INF-y induz aumento da expressao de IDO ,TNF-a, IL-6 e IL-1;

- Poly (I:C) aumentou a transcri¢ao de TNF-a e IL-1f ;

- Poly (I:C) e INF- vy juntos aumentaram a expressao dos genes TNF-a , IL-6, IL-1 e IDO;
- O sobrenadante de CTM de tecido adiposo inibe a proliferacdao de Linfécitos T;

- O sobrenadante de CTM de tecido adiposo licenciada ndo ¢ capaz de realgar o potencial

supressivo sobre Linfocitos T; e

- Microvesiculas isoladas a partir de sobrenadante de CTMs de tecido adiposo sdo capazes de

suprimir a proliferacao de linfécitos T.
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7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista a importancia das propriedades de imunomodulag¢do exercidas por
CTMs, nossos achados mostram que o tratamento de CTMs com INF-y foi capaz de garantir
maior efeito supressivo as CTMs. Apesar dos sobrenadantes das CTMs licenciadas nao se
mostrarem mais vantajosos no que diz respeito ao potencial de supressdo de linfocitos T,
demonstramos que o sobrenadante de CTM de tecido adiposo também ¢ capaz de suprimir a
proliferacdo celular o que ¢ um achado positivo para nortear novas estratégias terapéuticas.
Nessa linha de investigacdo, torna-se ainda relevante testar, em modelo experimental
relevante de DECH, se o sobrenadante de CTMs e as microvesiculas produzidas por essas

células induzem a resolucao dessa patologia.
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