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RESUMO

CARVALHO, Amandda Evelin Silva de. INFLUENCIA DO PLASMA DE PACIENTES
COM DOENCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO SOBRE O POTENCIAL
IMUNOSSUPRESSIVO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS. Brasilia, 2018.
Dissertacdo (Mestrado em Patologia Molecular) — Faculdade de Medicina, Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2019.

As Células-tronco mesenquimais (CTMs) t€m recebido destaque como uma importante
ferramenta para terapia celular devido as suas inimeras caracteristicas bioldgicas associadas a
facilidade de obtencdo e de expansdo in vitro. Dentre as suas propriedades, a que mais chama
atencdo ¢ a sua capacidade de interagir e modular o sistema imune. Os resultados mais
expressivos desse potencial imunorregulador das CTMs tém sido observados no manejo e
tratamento da Doenga do Enxerto contra o hospedeiro (DECH). Essa doenca ¢é caracterizada
por um processo inflamatorio sistémico mediado por células T do doador que reagem contra
antigenos do receptor, resultando em danos em uma série de orgaos e tecidos. Entretanto, nesse
cenario, nota-se que € necessario um elevado numero de CTMs para se obter o efeito terapéutico
desejado e nem todos os pacientes com DECH se beneficiam com essa terapia. Diante disso, ha
uma busca constante por estratégias que possam realcar as propriedades dessas células. No
presente estudo estabelecemos uma estratégia inovadora de licenciamento submetendo as
CTMs ao plasma de pacientes com DECH aguda e cronica, e investigamos os impactos dessa
estratégia sobre as propriedades biologicas das CTMs. Apesar de apresentarem uma
constituicdo heterogenia, de modo geral, os plasmas de pacientes com DECH apresentaram
maior concentragdo das citocinas TNF-a, INF-y, IL-1B e IL-15 quando comparados com o
plasma de doadores sauddveis. Além disso, os plasmas de DECHc apresentaram maior
concentragao de [L-10 em relagdo aos plasmas de DECHa. Mais importante, alguns plasmas de
DECH foram capazes de realcar o potencial imunossupressivo das CTMs, alterando também
sua morfologia. Observamos ainda um aumento significativo na expressdo de ICAM-1 e
VCAM-1 em CTMs expostas ao plasma de pacientes com DECH. Pontualmente, alguns
plasmas aumentaram a expressdo de transcritos imunorreguladores, como TGF-1, HGF e
GALECTINA-1. Em suma, nossos achados podem servir de base para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para tratamento da DECH, onde se poderia explorar a propria
inflamacao promovida pela doenca como forma de realgar a capacidade imunossupressiva das

células que serdo infundidas no paciente.

Palavras-chave: Célula-tronco mesenquimal, imunossupressdao, DECH, licenciamento.
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ABSTRACT

CARVALHO, Amandda Evelin Silva de. INFLUENCE OF PLASMA FROM PATIENTS
WITH GRAFT VERSUS HOST DISEASE OVER THE IMMUNOSUPPRESSIVE
POTENTIAL OF MESENCHYMAL STEM CELLS. Brasilia, 2018. Dissertation
(Master's Degree in Molecular Pathology) - Faculty of Medicine, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2019.

Mesenchymal stem-cells (MSCs) have been gaining prominence as an important tool in cell
therapy due to its innumerable biological characteristics, associated to ease of obtaining and "in
vitro"” expansion. Among their properties, the most attractive one is the ability to interact and
modulate the immune system. The most expressive results of MSCs immunoregulatory
potential have been observed in the management and treatment of Graft versus Host Disease
(GvHD). This disease is characterized by a systemic inflammatory process mediated by donor
T cells that react against receptor antigens, resulting in damage to several organs and tissues.
However, in this scenario, a high number of MSCs is necessary to achieve the therapeutic effect
and not all patients are benefited from such therapy. Moreover, there is a constant search for
strategies that can enhance the properties of these cells. In the present study we established an
innovative licensing strategy by subjecting the MSCs to the plasma of patients with acute and
chronic GVHD and investigating the impacts of this strategy on MSCs biological properties. In
general, the plasmas of GVHD patients showed a higher concentration of the TNF-a, INF-y, IL-
1B and IL-15 cytokines when compared to plasma from healthy donors. In addition, the cGvHD
plasmas presented a higher concentration of IL-10 in relation to the aGvHD plasmas. Some
plasmas of GVHD were able to highlight the suppressive potential of MSCs, also altering their
morphology. We also observed a significant increase in the expression of [CAM-1 and VCAM-
1 in MSCs exposed to plasma from patients with GVHD. Singly, some plasmas increased the
expression of immunoregulatory transcripts, such as TGF-f1, HGF and GALECTIN-1. Taken
together, our findings may serve as a basis for the development of new therapeutic strategies
for the treatment of GvHD, where inflammation promoted by the disease is explored as a tool

to enhance the immunosuppressive capacity of the cells that will be infused in the patient.

Keywords: Mesenchymal stem-cell, immunosuppression, GVHD, licensing.
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1. INTRODUCAO

1.1. Células-Tronco Mesenquimais

Identificadas inicialmente na medula o6ssea como Unidades Formadoras de
Fibroblastos (FRIEDENSTEIN et al., 1968), as Células-Tronco Mesenquimais (CTM) sdo hoje
descritas como células progenitoras multipotentes que possuem morfologia fibroblastoide e sdo
capazes de se diferenciar em osteocitos, condrocitos e adipocitos (PITTENGER et al., 1999;
MO et al, 2016). Sob condi¢cdes especificas, através de um processo chamado
transdiferenciagdo, tem sido demonstrado que essas células também podem se diferenciar em
linhagens ndo-mesodérmicas como astrocitos (KOPEN et al, 2001) e neurdnios

(WOODBURY et al., 2000; DENG et al., 2001).

Por ndo possuirem um marcador especifico, a identificacdo das CTMs ¢ baseada em
trés critérios definidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT): aderéncia ao
pléstico; capacidade de se diferenciar in vitro em adipocitos, condrocitos e ostedcitos; e
presenga de um painel imunofenotipico especifico baseado na auséncia de marcadores
hematopoiéticos (CD11, CD14, CD34 e CD45) e moléculas co-estimulatorias (CD40, CD80 e
CD86), e na presenga de marcadores como CD73, CD90 e CD105 (DOMINICI et al., 2006).

Atualmente, sabe-se que as CTMs podem ser obtidas de praticamente todos os tecidos,
tanto em humanos como em camundongos (DA SILVA; CHAGASTELLES; NARDI, 2006;
COVAS et al., 2008). Essa ampla distribuicdo forneceu indicios de que essas células poderiam
exercer diferentes fungdes bioldgicas no organismo. De fato, apesar de alguns mecanismos

ainda ndo estarem totalmente elucidados, varias propriedades ja foram descritas.

Estudos pregressos demonstraram que as CTMs desempenham um papel importante
na hematopoiese; regulando a mobilizacdo, homing ¢ a manuten¢do de células-tronco
hematopoiéticas primitivas humanas (CTH) (PROCKOP, 1997; CONGET; MINGUEL, 1999;
MUGURUMA et al., 2006). Ja foi descrito ainda que, sob condic¢des de dano tecidual, as CTMs
sdo recrutadas para os sitios alvo para exercer fungdo de reparo (RIES et al., 2007). Além disso,
essas células também desempenham um papel importante no processo de angiogénese (YOO
et al., 2012; LOPATINA et al., 2014) e regulacdo do processo de apoptose sobre algumas
células (ROSENBERG et al., 2012; TENG et al., 2015). Entretanto, as caracteristicas mais
intrigantes das CTMs sdo o escape do reconhecimento imune e a capacidade de modular a

resposta imunologica.
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Ja foi demonstrado que as CTMs conseguem escapar do reconhecimento de células
alo-reativas, por apresentarem um carater pouco imunogénico (BARTHOLOMEW et al., 2002;
LE BLANC et al., 2003; MAITRA et al., 2004). De maneira geral, essas células expressam
moléculas HLA classe I ¢ ndo possuem expressdo de moléculas HLA classe 11, que pode ter sua
expressdo induzida por exposi¢do dessas células a baixas doses de INF-y. Entretanto, mesmo
em condigdes inflamatorias em que as concentragdes de INF-y sdo elevadas, as CTMs ndo
mostram potencial imunogénico. Esses achados indicam que o escape e a imunomodulagdo
promovida por essas células ndo se deve a expressdo das moléculas de HLA classe 1 e II

(KRAMPERA et al., 2003; POTIAN et al., 2003; RASMUSSON 2006).

Varios estudos ja demonstraram que as CTMs sdo capazes de suprimir a proliferacao
de linfocitos T in vitro. (DI NICOLA et al., 2002; HOOGDUIJN et al., 2010; LANDGRAF et
al., 2011). Os mecanismos pelos quais essa imunomodulagdo ocorre ainda ndo estdo totalmente
elucidados, mas parecem envolver trés pontos principais: adesdo célula-célula (CTMs —
linfocitos), liberacdo de fatores soltiiveis e inducdo de linfécitos T regulatorios (Tregs) classicos
e ndo classicos (MACCARIO et al., 2005; PREVOSTO et al., 2007; IANNI et al., 2008).
Alguns fatores participativos nesse cendrio de imunomodulagdo dos linfocitos ja foram
descritos, como adenosina (SALDANHA-ARAUIJO et al., 2011), TGF-B1, HGF (DI NICOLA
et al., 2002), PGE2 (AGGARWAL; PITTENGER, 2005; NAJAR et al., 2010), 6xido nitrico
(NO) (SATO etal., 2007), IL-6 (NAJAR et al., 2009), IDO (MEISEL et al. 2004), dentre outros
(SELMANI et al., 2008; YANG et al., 2009; GIESEKE et al., 2010; LEPELLETIER et al.,
2010).

As CTMs também interagem com células do sistema imune inato como células
dendriticas (DC) e Natural Killer (NK), bloqueando sua diferenciacdo e diminuindo a
citotoxicidade, respectivamente (JIANG et al, 2005; SPAGGIARI et al, 2006;
SOTIROPOULOQOU et al., 2006; RAMASAMY et al., 2007). Elas sdo ainda capazes de inibir a
produgdo de anticorpos pelos linfocitos B (CORCIONE et al., 2006) e de bloquear a geragéo ¢
funcao de células apresentadoras de antigeno (APCs) (HOOGDUIJN et al., 2010) (Figura 1).

18
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Figura 1: Interacdes entre as CTMs e as células do sistema Imune in vitro. As CTMs sdo capazes de interagir
com diversas células do sistema imune inato e adquirido, sendo capazes de inibir a proliferagdo, citotoxicidade e
produgido de citocinas dessas células. As setas pretas representam os efeitos mediados pelas CTMs, enquanto as
setas e as caixas azuis, representam os efeitos das células do sistema imune sobre as CTMs. Obtido de: TYNDALL,
2013.

Embora os fatores soliveis apresentem um papel importante no potencial
imunossupressor das CTMs, este efeito se torna mais intenso quando se permite o contato entre
as CTMs e os linfocitos (DI NICOLA et al., 2002; TSE et al., 2003; KLYUSHNENKOVA et
al., 2005). J& foi demonstrado que em meio inflamatorio, as CTMs exibem aumento de
expressdo de VCAM-1 e de ICAM-1 e passam a recrutar mais linfocitos através do contato
célula-célula (GAJEWSKI et al., 2006). VCAM-1, também conhecido como CD106, é capaz
de mediar a adesdo a linfocitos expressando integrinas alfa-4, e sua expressdo esta relacionada
com um potencial imunossupressor elevado (YANG et al., 2013). Além disso, na presenca de
linfocitos ativados, as CTMs também promovem a supressdo dos linfocitos pela via PD-1/PD-

L1 (AUGELLO et al., 2005).

Além da importancia do contato célula-célula e da liberagdo de fatores soluveis, as
CTMs sdo capazes de induzir a diferenciacdo de células regulatérias classicas
CD4+CD25"FOXP3+ (MACCARIO et al., 2005; IANNI et al., 2008) e ndo classicas
(PREVOSTO et al., 2007; SALDANHA-ARAUJO, 2012). Esses linfocitos constituem uma
classe de células que apresentam CD25 em sua superficie, além da presenga de niveis elevados

do fator de transcrigdo Foxp3. Eles possuem ainda capacidade de suprimir a resposta de outras
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células do sistema imune, desempenhando um papel importante na regulagido dos processos de
resposta a infecgdes (ARPAIA et al., 2015), alergias (BACHER et al., 2016), autoimunidade
(OOl et al., 2017) e desenvolvimento de tumores (GRINBERG-BLEYER et al., 2017).

A capacidade das CTMs de interagir ¢ modular o sistema imune tem sido
extensivamente explorada e aplicada em uma série de desordens imunolégicas (RAFEI et al.,
2009; CHO et al., 2009; CHO; ROH, 2010). Nesse contexto, os efeitos mais expressivos t€m
sido notados no manejo e tratamento da Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) (LE

BLANC et al. 2004, LE BLANC et al., 2008, RINGDEN; LE BLANC, 2011).

1.2. Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro

A DECH ¢ a principal complicagdo clinica decorrente do transplante de medula dssea
(TMO) alogénico, afetando em torno de 50% dos pacientes (REDDY et al., 2008; JAGASIA et
al., 2012). Essa doenca ¢ caracterizada por uma resposta imunologica exacerbada,
desencadeada por linfocitos T do doador contra antigenos do receptor, resultando em danos a
varios orgdos e tecidos (FERRARA; DEEG, 1991; JACOBSOHN; VOGELSANG, 2007;
CHOI; LEVINE; FERRARA, 2010).

A DECH pode ser dividida em duas fases: aguda (DECHa) e cronica (DECHc).
Inicialmente essa classificagcdo fundamentava-se no tempo de aparecimento dos sintomas, onde
a DECHa ocorreria entre os 100 primeiros dias pos-transplante e, apos esse periodo, as
manifestagdes apresentadas seriam classificadas como cronicas (FERRARA; REDDY, 2006).
Entretanto, devido as divergéncias encontradas entre estudos clinicos, o NIH desenvolveu um
consenso estabelecendo novos critérios para o diagnostico e classificacdo da DECH, baseados
nas manifestacdes clinicas e ndo no intervalo de tempo ap6s o transplante (JAGASIA et al.,
2015). Além disso, as duas fases da DECH parecem possuir distingdes entre seus mecanismos
fisiopatologicos: enquanto a DECHa ¢ resultante da ativacdo de linfocitos T aloreativos
(MORISHIMA et al., 2002), a DECHc parece envolver tanto mecanismos aloreativos, quanto
autoreativos (FERRARA et al., 2009).

A DECHa geralmente ocorre nos 3 primeiros meses apds o transplante. A pele € o
6rgao mais acometido, seguido pelo figado e trato gastrointestinal (TGI) (MARTIN etal., 1900;
WELNIAK; BLAZAR; MURPHY, 2007). A sintomatologia classica é composta por rash
cutaneo, diarreia e alteragdes dos niveis de bilirrubina. Com base na intensidade desses

sintomas, no numero ¢ na extensao dos 6rgdos afetados, a DECHa pode ser subdividida em 4
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graus: Grau I (leve), Grau II (moderado), Grau III (grave) e Grau IV (muito grave)
(PRZEPIORKA et al., 1995; BALL; EGELER, 2008).

A fisiopatologia da DECHa pode ser dividida em 3 estagios (Figura 2). O primeiro
deles inicia-se no dano tecidual causado pelo regime de condicionamento. A liberagdo de
citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1 pelas APCs do hospedeiro (SHLOMCHIK et al.,
1999) causa danos no TGI, permitindo a translocagdo de produtos bacterianos como o
Lipopolissacarideo (LPS) para a circulagao (HILL et al., 1997). A presenca desses sinais induz
a ativacdo dos linfécitos T do doador seguido da sua expansao clonal, caracterizando o segundo
estagio de amplificagdo da resposta, que culmina com a tempestade de citocinas resultante das
respostas Thl e Th2 (NIKOLIC et al., 2000). O estagio trés, também chamado de fase efetora,
¢ caracterizado pelos danos causados aos tecidos alvo mediado por linfécitos T citotoxicos,

células NK e oxido nitrico (WELNIAK; BLAZAR; MURPHY, 2007; GHIMIRE et al., 2017).

Conditioning: tissue damage
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Figura 2: Fisiopatologia da DECHa. O dano tecidual causado pelo regime de condicionamento causa danos ao
TGI induzindo a liberagao de citocinas inflamatorias que levam a ativagdo das células T. A expansao clonal dessas
células propaga a inflamag@o ativando também células T citotoxicas e células NK que causam danos aos tecidos
alvos da DECH. Obtido de: GHIMIRE et al., 2017.

Estudos mostram que a intensidade das manifestacdes da DECHa envolve mecanismos
relacionados a liberacdo de citocinas inflamatorias (REDDY, 2003; MOHTY et al., 2005), ao
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grau de incompatibilidade entre as moléculas do Antigeno Leucocitario Humano (HLA)
(MORISHIMA et al., 2002) e a intensidade do regime de condicionamento (FERRARA et al.,
2009). O regime de condicionamento também parece impactar a ativagdo do inflamassoma,
desencadeando a sintese de pro-IL-1B, que por sua vez esta envolvida no desenvolvimento e

severidade da DECH aguda (JANKOVIC et al., 2013).

A DECHc possui caracteristicas que se assemelham as doengas autoimunes do
colageno e a outras complica¢des imunoldgicas, podendo ser restritas a um unico 6rgao ou
difundidas pelo corpo (JAGASIA et al., 2015). Essa patologia afeta 30-65% dos pacientes e
permanece sendo a maior causa de morte ndo relacionada a recidiva relatada apds o transplante
alogénico de CTH (LEE et al., 2002; BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012). A DECHc pode
manifestar-se de forma progressiva, quiescente ou sem historico prévio de DECHa (de novo).
Pode ainda ser subclassificada como leve, moderada ou severa, com base no grau de
comprometimento dos 6rgdos afetados (JAGASIA et al.,, 2015). Embora existam muitos
estudos acerca da DECHc, sua fisiopatologia ainda ndo ¢ totalmente elucidada, uma vez que os
modelos experimentais utilizados ndo sdo capazes de mimetizar todas as caracteristicas e a
cinética envolvidas nessa fase da doenga (SCHROEDER; DIPERSIO, 2011).

Sabe-se hoje que as citocinas desempenham um papel importante no curso clinico da
DECH, tanto na amplificacdo da resposta quanto no dano tecidual (WELNIAK, BLAZAR,
MURPHY, 2007). Além disso, também contribuem para o efeito enxerto-versus-leucemia
(EVL) (YANG, 2002). Diversos trabalhos tém investigado os niveis de citocinas no soro de
pacientes com DECH e sua associagdo como um biomarcador da doenca (PACZESNY et al;

2009; HENDEN; HILL, 2015; BUDDE et al., 2017).

A participagdo das citocinas impacta diretamente a maturacdo e a propor¢do das
respostas Thle Th2 envolvidas na DECH (HENDEN; HILL, 2015). Dentre elas, o TNF-a tem
sido relatado como um importante fator participativo na indu¢do e manutencdo da doenga
(FERRARA; LEVI; CHAO, 1999; REDDY, 2003; MOHTY et al., 2005; LEVINE, 2011).
Pertencente a familia de citocinas inflamatérias do tipo I, o TNF-a desempenha um papel
importante na ativacao das APCs do hospedeiro, na amplificacdo do dano ao TGI resultando na
propagacdo da tempestade de citocinas (HILL; FERRARA, 2000) e também exercendo
atividade sinergista na destrui¢ao dos tecidos alvo (WELNIAK, BLAZAR, MURPHY, 2007).
Nesse contexto o INF-y, outra citocina gerada durante a diferenciagdo da resposta Th1 (HILL;
FERRARA, 2000), parece exercer efeitos similares ao TNF-o (ELLISON et al., 2003;

BURMAN et al., 2007). Entretanto, ha resultados conflitantes quando aos seus efeitos na DECH
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(WANG et al., 2009; WANG; YANG, 2014), pois alguns estudos relatam que além de ser um
fator protetivo no desenvolvimento da doenga, o INF-y também contribui para o efeito EVL

(ASAVAROENGCHAI et al., 2007; BURMAN et al., 2007; WANG; YANG, 2014).

Estudos em modelo murino também tém relatado a importancia da IL-12 e da IL-23
na DECH (WU et al., 2015). Essas duas citocinas possuem uma subunidade em comum
chamada p40 e estdo relacionadas com diferenciacdo do fenotipo Thl e na manutengdo da
resposta Th17 (VIGNALI; KUCHROO, 2012). A subunidade IL-12p40 parece estar
relacionada com a migracdo de células T para os tecidos alvo (KICHIAN et al., 1996), uma vez
que seu bloqueio foi capaz de diminuir significativamente a expressdo de CXCR3, uma
quimiocina responsavel pela migracao de células Th1 (STILES et al., 2006; NAKAJIMA et al.,
2007) e de atenuar o desenvolvimento da DECHc (OKAMOTO et al., 2014).

O contexto no qual as citocinas estdo inseridas interferem diretamente no seu efeito, ¢
o que tem sido observado com a IL-10. A IL-10 ¢ um fator anti-inflamatorio produzido durante
a resposta Th2. Estudos in vitro tem demonstrado que altas doses de IL-10 estdo relacionadas
com redugdo da severidade da DECH. Em contrapartida, doses elevadas de IL-10 aceleram o
desenvolvimento da DECH em modelo murino (BLAZAR et al., 1995; LIN et al., 2003). Ha
evidéncias que apontam que a IL-15 também esta relacionada com o desenvolvimento da
DECHa, sugerindo seu papel na ativagdo e sobrevivéncia de células T CD8 alo reativas

(BLASER et al., 2005).

Apesar das inimeras intervengdes terapéuticas e profilaticas, a DECH ainda leva de
15-30% dos pacientes a Obito, o que acaba sendo um fator limitante do TMO (PASQUINI et
al., 2010). Os glicocorticoides permanecem sendo a primeira linha de tratamento, apesar dos
relatos de resisténcia e de susceptibilidade a infeccdes (BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012).
As medidas alternativas disponiveis envolvem a fotoferese extracorpérea (GREINIX et al.,
2000), a globulina anti-timocitica (KHOURY et al., 2001) e anticorpos monoclonais, porém,

sua influéncia no prognoéstico desses pacientes permanece insatisfatoria (WOLFF et al., 2011).

Nesse contexto, varios estudos ja demonstraram o efeito positivo da infusdo das CTMs
em pacientes com DECH (LE BLANC et al. 2004; FANG et al., 2007; RINGDEN; LE BLANC,
2011), mesmo em pacientes resistentes a corticoides (LE BLANC et al., 2008). Baseado nas
propriedades imunologicas das CTMs, foi desenvolvido o primeiro medicamento a base de
células, o PROCHYMAL (Osiris Therapeutics Inc). Apesar de promissor, ja foram relatadas
algumas complicagdes decorrentes da sua administragdo. Devido a alta taxa de retengdo em
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6rgaos como pulmao e a baixa resisténcia celular, s3o necessarias altas quantidades de células
para obter o efeito terapéutico desejado (LAMOURY et al., 2011). Essa massa de células pode
favorecer a formagao de agregados celulares que pode resultar em embolia pulmonar ou infartos
(PROCKOP; OLSON, 2007). Além disso, os resultados obtidos sdo heterogéneos ¢ ndo sdo
todos os pacientes que se beneficiam com o uso dessa medida terapéutica. Uma meta-analise a
partir dos dados encontrados na literatura, mostra que criangas com DECH tendem a responder
melhor ao tratamento com CTMs que adultos (reposta completa 57,4% vs 45,1%), mas que
existe um numero consideravel de pacientes que ndo apresentam resposta ao tratamento (18%

criangas vs 30,3% adultos) (WERNICKE et al., 2011).

Ademais, para gerar uma quantidade suficiente de células para a aplicacdo clinica ¢
necessario um longo processo de expansdo. Com isso, algumas propriedades das CTMs podem
ser gradualmente reduzidas pelo tempo em cultura e repetidas passagens, levando essas células
a entrarem num processo de senescéncia e, consequentemente, reduzindo seu potencial para

fins terapéuticos (KRETLOW et al., 2008).

Como pode ser visto, ¢ de fundamental importancia para o campo da terapia celular a
busca por mecanismos que amplifiquem o potencial das CTMs. Nesse contexto, o
licenciamento dessas células com fatores inflamatorios tem demonstrado resultados
promissores, haja vista que as propriedades imunorregulatorias das CTMs nado sdo constitutivas,

sendo necessario ativa-las para desempenharem tal funcdo (KRAMPERA, 2011).

1.3. Licenciamento

A ativagdo das CTMs, também chamada de licenciamento, pode ocorrer pela presenca
de citocinas inflamatérias como INF-y e TNF-a que sdo capazes de aumentar a capacidade
supressora dessas células (ENGLISH et al., 2007; RYAN et al., 2007; KRAMPERA, 2011).
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 desejado. Outro fato importante demonstrado nesse estudo foi
que o tratamento da DECH com uso de CTMs ativadas, ao contrario dos demais estudos da
literatura em que se utilizava CTMs nao tratadas, assegurou resultados homogéneos, ¢ manteve

a sobrevida de todos os camundongos transplantados (POLCHERT et al., 2008).
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Além das propriedades imunorreguladoras, a capacidade de migragdo para os sitios
inflamatorios também ¢ essencial para que as CTMs consigam exercer seus efeitos nos locais
de enxertia. Estudos prévios demonstraram que o licenciamento das CTMs com IL-1f é capaz
de realcar seu potencial imunorregulador aumentando a expressdao de moléculas de adesao,
facilitando e realgando seu potencial migratério para os sitios alvo, além da produgdo de
quimiocinas e citocinas que influenciam no recrutamento de outras células do sistema imune

(CARRERO etal., 2012; FAN et al., 2012).

Outra citocina inflamatoria, a IL-17, também parece influenciar nas propriedades das
CTMs. Diversos estudos ja demonstraram que essa citocina ¢ capaz de realgar a capacidade
imunossupressora das CTMs (HAN et al., 2014; MA et al., 2018) sem alterar seu potencial
imunogénico (SIVANATHAN et al., 2015). Além disso, o tratamento dessas células com IL-
17 gera aumento da producdo de Tregs e de citocinas envolvidas na supressdo de linfocitos T

(HAN et al., 2014; SIVANATHAN et al., 2015).

Ainda no que diz respeito ao licenciamento, a sinalizacdo dos Receptores Tipo Toll
(RTT) também parece influenciar o comportamento das CTMs. Ja foi descrito que as CTMs
expressam a nivel proteico os RTT 2,3,4,7 e 9 (DELAROSA; LOMBARDO, 2010). Dentre
esses, 0s RTT3 e RTT4 parecem estar relacionados com a polarizagdo das CTMs em dois
fenotipos diferentes: CTM1 e CTM2, sendo classificados como pro- e anti-inflamatorio,

respectivamente (WATERMAN et al., 2010).

Como pode ser visto, existe grande esfor¢o da comunidade cientifica para buscar
alternativas que realcem o potencial supressivo das CTMs (HU; LI, 2018). Apesar do
licenciamento dessas células com INF-y mostrar beneficio em modelo murino, esse achado ndo
tem se reproduzido em células humanas (CHINNADURAI et al., 2014; TADDIO et al., 2015).
Além disso, ¢ muito simplista atribuir somente ao INF-y o papel de licenciar as CTMs, uma
vez que a combinacdo de citocinas pro-inflamatérias parece promover um efeito
imunomodulador ainda mais eficiente quando comparado a presenga de citocinas isoladas

(REN et al., 2010; HAN et al., 2014).

Tendo em vista a vasta gama de citocinas inflamatdrias envolvidas na fisiopatologia
da DECH (HENDEN; HILL, 2015), pretendemos com esse estudo desenvolver uma estratégia
inovadora, promovendo licenciamento das CTMs ao expor essas células ao plasma de pacientes

com DECHa e DECHc. Os resultados obtidos poderdo ter um impacto direto no
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desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento da DECH, na qual se

utiliza a inflamacao do proprio paciente como ferramenta para realcar o potencial das CTMs.

26



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

- Avaliar a influéncia do plasma de pacientes com DECH sobre o potencial imunossupressor

das CTMs.

2.2. Objetivos Especificos

- Caracterizar fenotipicamente as CTMs de tecido adiposo;

- Caracterizar o perfil de citocinas do plasma de pacientes com DECH;

- Avaliar o efeito do plasma de pacientes com DECH sobre a proliferacdo das CTMs;

- Avaliar o efeito do plasma de pacientes com DECH sobre o potencial supressivo das CTMs;

- Avaliar o efeito do plasma de pacientes com DECH sobre a expressao de moléculas de adesao

ICAM-1 e VCAM-1 das CTMs;

- Avaliar o efeito do plasma de pacientes com DECH sobre a capacidade das CTM em induzir

a geracdo de células T regulatorias;

- Avaliar o perfil de expressdo génica das CTMs licenciadas com plasma de pacientes com

DECH.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtenciao das CTMs

Nesse projeto foram utilizadas 3 amostras de CTMs de tecido adiposo humano,

fornecidas pela empresa Cellseq solutions.

3.2. Coleta dos plasmas de pacientes com DECH

Apos terem sido esclarecidos sobre a pesquisa e assinado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), os pacientes foram submetidos a coleta de sangue periférico a

vacuo em tubos contendo anticoagulante EDTA.

Os plasmas de pacientes com DECH aguda (n=7) (GVA) e/ou cronica (n=12) (GVC)
foram coletados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e no
Instituto de Cardiologia do Distrito Federal, na Unidade Pietro Albuquerque. Extraimos ainda
do prontuario desses pacientes, informagdes referentes a idade, sexo, doenca de base, medida

terapéutica, classificacdo e grau da DECH, 6rgdos afetados e medicagdes em uso.

Foram coletados também plasmas de individuos hematologicamente saudaveis (n=8)
na Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, os quais foram agrupados em

um pool, de modo a compor a amostra “pool controle”.

O uso cientifico dos plasmas foi aprovado pelo Comité de Etica da Institui¢do
proponente e das Instituicdes coparticipantes (projeto: “Efeito de fatores inflamatérios sobre a
propriedade imunossupressora das células-tronco mesenquimais obtidas de medula dssea e

placenta.” CAAE: 35640514.5.0000.0030).

3.3. Preparo do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)

Para obtengdo do plasma pobre em plaquetas (PPP), as amostras passaram por um
processo duplo de centrifugag¢do. Primeiramente, os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm por
10 minutos para separa¢ao inicial da parte celular e do plasma. O plasma foi entdo coletado e
acondicionado em microtubos de 1,5mL previamente identificados. Posteriormente, os plasmas
passaram pelo segundo ciclo de centrifugacdo a 3.000 rpm durante 15 minutos. Findado esse

processo, foram coletados 2/3 do sobrenadante (PPP) e acondicionado em novos microtubos.
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Para evitar possivel solidificagdo do meio de cultura, os PPPs foram tratados com
2UI/mL de Heparina sodica. Essas amostras foram armazenadas a -80°C até a realiza¢do dos

ensaios propostos.

3.4. 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 L-glutamina e 15%
de Soro Bovino Fetal (SBF). Apds o periodo de expansdo, as células foram colhidas por
tripsiniza¢do utilizando uma solugdo 0,2% tripsina-EDTA ¢ utilizadas nos experimentos

propostos. Para todos os experimentos, foram utilizadas CTMs em triplicata em 4-6 passagem.

3.5. Caracterizacao 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 utilizagdo do Kit Human

MSC Analysis (BD Biosciences), conforme as orientagdes do fabricante.

Avaliamos se a exposicdo dessas células aos plasmas influenciaria no seu perfil
fenotipico. Para isso, agrupamos as amostras dos pacientes com DECHa e DECHc¢ de forma a
compor dois pools. As CTMs foram cultivadas em meio alfa-minimo essencial suplementado
com 100 pg/ml penicilina, 100pg/ml estreptomicina, 2mM L-glutamina e 15% do pool de
DECHa, 15% do pool de DECHc e comparadas com CTMs tratadas com 15% do pool controle.
As células permaneceram em contato com os respectivos tratamentos por 24 horas. Findado
esse periodo, as células foram tripsinizadas e separadas para imunofenotipagem com os
marcadores positivos (CD44, CD73, CD90 ¢ CD105) e negativos (CD11b, CD19, CD34,
CD45, HLA-DR).

O experimento foi analisado no citometro de fluxo FACSVerse no Instituto de
Biologia-UnB. A analise dos dados foi feita por uso do software FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC,
USA).

3.6. Caracterizacgao do perfil de citocinas do Plasma dos Pacientes com DECH
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Para caracterizar o perfil de citocinas presente nos plasmas foi realizado um ensaio de
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), conforme instrugdes do fabricante
(ImmunoTools). O ensaio foi realizado em duplicata e as citocinas avaliadas foram TNF-q,
INF-y, IL-10, IL-1, IL-12p40 e IL-15. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento
de onda de 450nm na leitora de placas DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter), sendo

a absorbancia diretamente proporcional a concentracdo das citocinas.

3.7. Licenciamento das CTMs com plasma de pacientes com DECH

Como estratégia de licenciamento, as CTMs de tecido adiposo foram cultivadas por
24 horas em meio suplementado com 15% de plasma de DECH, enquanto as CTMs controles
foram mantidas em meio suplementado com 15% do pool controle. Apds esse periodo, as CTMs

foram lavadas 3 vezes com tampao PBS e utilizadas para os ensaios propostos.

3.8. Ensaio de Viabilidade/Proliferacao Celular

A proliferagdo/viabilidade das CTMs foi avaliada por ensaio de MTT {brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolim]}. Nesse ensaio avaliamos se os plasmas de
pacientes com DECH poderiam influenciar a viabilidade/proliferacdo das CTMs. Em suma
foram plaqueadas 4x10° CTMs em placa de 96 pogos contendo 100 ul de meio alfa-minimo
essencial suplementado com 15% de plasma com DECH e, como controle, CTMs tratadas com
15% do pool controle. As CTMs foram licenciadas por 24h. Findado esse periodo, o meio de
cultivo foi removido da placa, os pogos lavados 3 vezes com tampao PBS, um novo meio alfa-
minimo essencial suplementado com 15% de SBF foi adicionado ao cultivo celular e a placa
foi mantida em estufa incubadora com atmosfera de 5% de CO; a 37°C, sendo a

viabilidade/proliferag@o analisada nos dias 1, 3 e 5 posteriores ao licenciamento.

Nos dias de leitura, as células foram tratadas por 4h com Smg/mL de MTT. Durante
esse periodo, as placas foram envolvidas em papel aluminio e mantidas em estufa incubadora
com atmosfera de 5% de CO; a 37°C. Posteriormente, o meio de cultura foi gentilmente
removido e foram adicionados 100pL. de DMSO em cada um dos pocgos. A placa foi mantida
em bandeja agitadora por 15 minutos. Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia na
leitora de placas DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter) no comprimento de onda

de 570nm.
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3.9. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) e marca¢ao com
CFSE

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.

Em suma, tubos conicos de 15 ml foram preenchidos com 3 ml de Ficoll, 4 ml de
sangue total e 4 ml de tampao PBS, estando todos os reagentes em temperatura ambiente. Os
tubos conicos foram centrifugados a 360xg por 25 minutos. Apés esse periodo, o halo de células
mononucleares foi coletado com auxilio de uma pipeta pasteur, transferido para um tubo cénico
de 50 ml e lavado trés vezes com tampao PBS. Por fim, o pellet celular obtido das lavagens foi
ressuspendido em 1 ml de meio RPMI suplementado com 10% de SBF e foi realizada a

contagem celular com o auxilio da Camara de Neubauer.

Para viabilizar a analise de proliferacdo, as CMSP foram marcadas com 2,5 uM/mL
de carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE, Sigma Aldrich). Para isso, as células com
CFSE foram incubadas por 7,5 minutos a 37° C em banho-maria e, apds esse periodo, a
marcagdo foi interrompida com 10mL de RPMI gelado contendo 10% de SBF, mantendo-se a
amostra refrigerada por 5 minutos. Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens com tampao

PBS, utilizando centrifugagdo de 1.200 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. Essas células foram contadas com o auxilio da Camara de

Neubauer e utilizadas para o ensaio de imunossupressao, como detalhado a seguir.

3.10. Ensaio de Imunossupressao

Para analisar o efeito do licenciamento das CTMs com plasma de DECH sobre a
capacidade de suprimir a proliferacdo de linfocitos T, utilizamos um modelo de co-cultivo
celular. Para isso, 3x10* CTMs foram plaqueadas e licenciadas por 24 horas em placas de 96
pogos contendo 100 pl de meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de plasma de
DECH e as CTMs controles foram mantidas em meio sem SBF suplementado com 15% do pool
controle. Apds esse periodo, o meio de cultivo foi removido, os pogos foram lavados 3 vezes
com tampao PBS e adicionado meio RPMI com 10% de SBF. Em seguida, adicionou-se 3x10°
CMSP previamente marcadas com CFSE e ativadas com 5 png/ml de fitohemaglutinina (PHA).

Ao quinto dia do experimento as CMSP foram recolhidas, transferidas para microtubos
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previamente identificados e centrifugadas para obtengdo do pellet 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 300uL. de PBS ¢ a proliferagdo celular foi analisada no Citdmetro FACSVerse (BD
Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB. A andlise dos dados foi feita com o auxilio do

software FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC, USA).

3.11. Expressao de moléculas de Adesiao ICAM-1 e VCAM-1

A avaliacdo da influéncia dos plasmas de DECH na expressdao de ICAM-1 e VCAM-
1 em CTMs foi realizada por Citometria de fluxo, utilizando-se anticorpos anti CD-54

conjugado a APC e anti CD-106 conjugado a FITC, respectivamente.

Para isso, 1,5x10° CTMs foram plaqueadas em placas de 12 pogos e licenciadas por
24 horas em meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de plasma de DECH e as
CTMs controles foram mantidas em meio suplementado com 15% de pool controle. Apos as
24 horas, os tratamentos foram removidos, os pocos foram lavados com tampao PBS e as
células foram recolhidas por tripsinizagdo e acondicionadas em microtubos devidamente
identificados. As amostras foram incubadas por 30 minutos com os anticorpos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em 300uL de PBS e analisadas no Citometro

FACSVerse (BD Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB.

3.12. Geracéo de linfécitos T regulatorios

Para analisar o efeito do licenciamento das CTMs com plasma de DECH sobre a
capacidade de induzir a geracdo de células T regulatdrias, utilizamos um ensaio de co-cultivo
celular. Para isso, 3x10* CTMs foram plaqueadas e licenciadas por 24 horas em placas de 96
pocos em 100 pl de meio alfa-minimo essencial suplementado com 15% de plasma de DECH
¢ as CTMs controles foram mantidas em meio suplementado com 15% do pool controle. Apos
esse periodo, o0 meio de cultivo foi removido, os pogos foram lavados 3 vezes com tampao PBS
e adicionado RPMI com 10% de SBF. Em seguida, adicionou-se 3x10° CMSP ativadas com 5
pg/ml de fitohemaglutinina (PHA). A placa foi mantida em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de COz durante 5 dias. Ao quinto dia do experimento as CMSP foram recolhidas, transferidas
para microtubos previamente identificados e centrifugadas para obtencdo do pellet celular. Para
marcagdo das células T regulatérias, utilizamos o kit Anti-Human FoxP3 Staining Kit (BD

Bioscience), conforme instrugdes do fabricante.
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Em seguida as amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em 300uL. de PBS ¢ a
expressdo das células CD4"CD25"FoxP3* foi analisada no Citometro FACSVerse (BD
Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB. A analise dos dados foi feita por uso do software

FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC, USA).

3.13. PCR em tempo real

O perfil de expressdo de genes relacionados a resposta imune foi avaliado pela
metodologia de PCR em tempo real. Para esse ensaio utilizamos CTMs licenciadas por 24 horas
em meio isento de SBF e suplementado com 15% de plasma de DECH, enquanto as CTMs
controles foram mantidas em meio suplementado com 15% do pool controle. Apds o periodo
de licenciamento, o meio foi removido, as CTMs foram lavadas e submetidas a extragdo de
RNA por uso do Kit de Extracdo PurelLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher), seguindo as
instrugdes do fabricante. Apos obtengdo do RNA, procedemos a analise da quantidade e
qualidade desse material, utilizando o espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare).
Posteriormente, foi realizada a Sintese do cDNA, por uso do High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Thermo Fisher), seguindo as instrugdes 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 GAPDH, cuja eficiéncia de amplificagdo ¢ a mesma dos genes
alvos, o que possibilitou a analise pela metodologia DDCT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001;
PFAFFL, 2001). Analisamos a expressdo dos seguintes genes: IDO (Hs00984148), Galectina-
1 (Hs00355202), TGF-B1 (Hs00998133) e IL-10 (Hs00961622) utilizando TagMan Master Mix
(Thermo Fisher) no equipamento de PCR em tempo real StepOne Plus (ThermoFisher). No
mesmo equipamento analisamos pela metodologia de SYBR Green a expressdo dos genes
COX2 e HGF. Os primers usados tiveram as seguintes sequéncias: COX 2 F-
GAAGTTGGCAGCAAATTGAGC e R-TTCTCCTGTGAAGGCGATGA, HGF F-
CATGCTGGCCCTTACCTAGC e R-GAGGAGAGGACCAAGTTCACA.

3.14. Analise Estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o software Prism 7 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). As comparagdes entre os grupos independentes foram realizadas através
do teste ¢ de Student em relacdo ao grupo controle. Os resultados foram expressos como

Média+DP. Os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil Fenotipico das CTMs de Tecido Adiposo

As CTMs de tecido adiposo utilizadas nesse estudo apresentaram perfil fenotipico

classico de CTMs, mostrando alta positividade para os marcadores CD44 (99,1%), CD73
(98,2%), CD90 (98,2%) ¢ CD105 (98,4%). Mesmo sob influéncia dos plasmas de DECHa e

DECHc, ndo houve alteragdes significativas no seu fenétipo classico (Figura 3).

100+ 100+

% Expressdao CD44
[
e

% Expressdao CD73
[
e

100+ 1004

50+ 50

% Expressdo CD90
% Expressao CD105

Figura 3: Perfil fenotipico das CTMs. Os graficos mostram a expresséo dos marcadores CD44, CD73, CD90 e

CD105 em uma das CTM:s utilizadas no estudo.
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4.2. Caracterizacio dos plasmas

Os Plasmas de DECH apresentaram constituicdo heterogénea no que diz respeito a
dosagem de citocinas. Os plasmas de DECH foram separados quanto a sua classificacdo em
agudos e cronicos (Figura 4). De maneira geral, os plasmas de DECH apresentaram maior
concentragdo de TNF-a, [FN-y, IL-10, IL-1B e IL-15 em relagdo ao Pool controle. Em
contrapartida, o Pool controle apresentou uma concentracdo mais elevada de IL12p40 em
relagdo aos demais grupos (Figura 4d). O pool de plasma de DECHc apresentou um aumento

significativo de IL-10 em relagdo ao pool de DECH aguda (p=0,03) (Figura 4f).
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Figura 4: Dosagem de Citocinas em plasmas de DECH. O perfil de Citocinas foi caracterizado por ELISA,
sendo o resultado expresso em ng/mL. As barras representam a média=DP da concentrag@o das citocinas (A) TNF-

a, (B) INF-y, (C) IL-1B, (D) IL-12p40, (E) IL-15 e (F) IL-10. A linha pontilhada representa a dosagem realizada
no pool controle. * significa p<0,05.



4.3. Dados Clinicos dos Pacientes com DECH

Foram extraidas informagdes dos prontuarios dos pacientes com DECHa (n=7) e
DECHc (n=12) atendidos nos centros clinicos colaboradores (Tabela 1). A mediana de idade
apresentada foi de 36 anos, variando de 12 a 70 anos. Dos 19 pacientes inclusos no estudo,
63,1% eram do sexo masculino e 36, 9% do sexo feminino. Entre as doencas de base, a mais
prevalente foi a LLA (26,3%), seguida pela LMA (21%), LMC (21%), Anemia Aplastica
(15,8%), LA bifenotipica (10,5%) e Mielofibrose (5,2%). Quanto a medida terapéutica
utilizada, 13 pacientes (68,4%) foram submetidos ao TMO e 6 pacientes (31,6%) receberam o
TCTSP alogénico. Os 6rgaos mais afetados pela DECH foram a pele (52,6%), figado (31,6%)),
TGI (31,6%), boca (26,3%), olhos (21%) e pulmao (5,2%).
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Paciente Idade Sexo Doenga de Base Medida Terapéutica DECH Orgso Afetado Grau DECH Medica¢des em Uso
Sirolimus 1mg, Micofenolato de Mofetila 720 mg, Prednisona 20mg, Dexclorfeniramina 2mg, Fluconazol
GVAO1 14 M Anemia Aplastica T™O Agudo Pele 1 .
300 mg, Aciclovir 400 mg, Bactrim, Omeprazol 40 mg, Oxido de Magnésio 416 mg, Acido Félico 5mg
Sirolimus 0,4mg, Metilprednisolona 10mg, Oxido de Magnésio 416mg, Micofenolato de Mofetila 500mg,
GVA02 10 F LLA T™MO Agudo Pele n Voriconazol 200mg, Lamotrigina 50mg, Acido félico 5mg, Filgrastima 300mg, Omeprazol 40g, Aciclovir
250mg
GVAO03 44 F Anemia Aplastica T™MO Agudo Boca, olhos 1 Omeprazol, Lamotrigina, Acido Félico, Aciclovir
, Sirolimus 1mg, Aciclovir 200mg, Voriconazol 200mg, Dapsona 100mg, Pantoprazol 40mg, Sertralina 50mg,
GVAO4 30 F LLAB TMO HAPLO AP Agud Pele, figad. | . ) : o
gudo £'€, Tigaco Prednisona 30mg, Alendronato 70mg, Vitamina D, Carbonato de Calcio
Prednisona 80mg, Dapsona 100mg, Fluconazol 400mg, Aciclovir 400mg, Acido Félico 5mg, Clonazepam,
?
GVAOS 19 M LA TMO HAPLO AP Agudo Pele, TG ) Omeprazol 20mg, Carbonato de Célcio 500mg, Vitamina D, Sertralina 50mg
Prednisona 10mg, Micofenolato de Mofetila 1000mg, Bactrim, Fluconazol 200mg, Acido Félico 5Smg,
GVA06 21 M Anemia Aplastica + Clone HPN T™MO Agudo Pele, Figado, TGI v
Omeprazol 20 mg
GVA07 12 M LLAB TMO NAP Agudo Pele m Bactrim, Fluconazol, Aciclovir e Ciclosporina 100 mg
GVC01 26 M LA bifenotipica DRM+ TMO ALO NAP 10/10 Crénica Pulmdo - Nenhuma
GVC02 36 LmMC TMO ALO AP 8/8 Croénica Olhos - Omeprazol 20mg, Ursacol, Aciclovir 400mg, Bactrim 400mg, Sinvastatina 20mg, Arletac e Epitegel
GVCo3 52 E VIR Gl s TCTSP ALO AP Crénica Boca, Olhos e Figado B Ciclosporina 100mg, Prednisona (desmame), chlovnr, Bactrim, Omeprazol, Ursacol, Artelac, Liposic,
Anlodipino, Decadron
GVCoa . r LA bifenotipica DRM+ TCTSP ALO AP Crénica Pele e Boca R Ciclosporina 100mg, Omeprazol 40mg, Bactrim, /j\uclovu? Ciprofibrato 100mg, Dexam bochecho, Ac fdlico,
citoneurim
GVC05 50 F LmMC TMO ALO AP Croénica Olhos e Boca - Ciclosporina 75mg, Aciclovir 200mg, Bactrim 400/80mg, Ursacol 300mg, Omeprazol 20mg, Decadron
GVC06 43 M LMC TCTSP ALO AP 6/6 Cronica Figado e TGI - Prednisona, Aciclovir, Omeprazol, Ciclosporina 100mg, Anlodipino, Ursacol
GVCo7 12 M LLA recidivada TMO NAP Cronica Boca e TGI - Nenhuma
GVC08 24 F LMA com maturagdo TCTSP ALO NAP 9/10 A Croénica Figado - Nenhuma
GVC09 70 M LMA alto risco TMO ALO AP 8/8 Crénica Pele - Ciclosporina 100+100mg, Aciclovir, Bactrim, Ursacol, Omeprazol 20mg
GVC10 69 M LMA alto risco TMO ALO AP 8/8 Crbnica Pele - Ciclosporina 50mg, Ursacol, Aciclovir, Omeprazol, Doxazosin 4mg, Bactrin
Ciclosporina 250mg, Bactrim 400mg, Ursacol 300mg, Aciclovir 400mg, Carbo Mg 250mg, Selozok 50mg,
GVC11 61 M Mielofibrose 12 TCTSP ALO AP 10/10 Overlap? Pele G3; FIG I; TGl | - Hidroclorotiazida 25mg, Anlodipino 5mg, Omeprazol 200mg, Clopidogrel 75mg, Prednisona (desmame)
80+30mg, Micofenolato 1000mg
GVC12 43 M LmcC TCTSP ALO AP 6/6 Crénica TGI - Nenhuma

Tabela 1. Dados dos pacientes: A tabela mostra os dados obtidos dos prontuarios dos pacientes recrutados para o estudo. DRM+ (Doenga residual Minima positiva), LA
(Leucemia Aguda), LLA (Leucemia Linfocitica Aguda), LMA (Leucemia Mieldide Aguda), LMC (Leucemia Mieloide Cronica). Medida Terapéutica: TCTH (Transplante de
Células-tronco Hematopoiéticas), TCTSP ( Transplante de Células-Tronco de Sangue Periférico), TMO ( Transplante de Medula Ossea), ALO(Alogénico), AP (Aparentado),
NAP (Nao aparentado).
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4.4. Plasmas de DECH nio alteram a viabilidade/proliferacio das CTMs

O licenciamento das CTMs com os plasmas dos pacientes com DECH néo alterou a
proliferacdo/viabilidade dessas células quando comparado com as CTMs tratadas com o pool

de plasma controle (Figura 5).
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Figura 5: Anilise da Viabilidade/Proliferacio Celular: As CTMs foram licenciadas por 24 hs com 15% de
plasma de DECH aguda (A) ou com 15% de plasma de DECH crénica (B) e submetidas a avaliagdo temporal da
proliferagdo/viabilidade celular. Os valores sdo representativos de uma das CTM utilizadas no estudo como média
de uma triplicata. Grupos independentes foram analisados por teste ¢ ndo pareado.

4.5. Licenciamento das CTMs com plasma de DECH realca a capacidade supressiva
dessas células.

As CTMs de tecido adiposo foram capazes de diminuir a proliferacdo dos linfocitos T
(p<0,0001) (Figura 6a). O licenciamento das CTMs por 24 h com os plasmas de DECH foi
capaz de realgar a capacidade supressiva das CTMs. Nesse contexto, as CTMs licenciadas com
os plasmas GVAOl (p=0,04), GVA03 (p=0,006), GVAO06 (p=0,02), GVAO7 (p<0,0001),
GVCO03 (p=0,009), GVC04 (p=0,003), GVCO05 (p<0,0001), GVCO06 (p=0,01) e GVCO7
(p=0,002) foram capazes de diminuir significativamente a proliferagdo dos linfocitos T quando

comparadas com o Pool controle.
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Figura 6: Co-cultivo de CMSP com CTMs. (A). As CTM de tecido adiposo foram capazes de suprimir a
proliferagdo de linfocitos T (p<0,0001). (B) O licenciamento de CTMs com plasmas de DECH apresentou
resultados heterogéneos, onde alguns plasmas foram capazes de realgar a capacidade supressiva das CTMs. Os
resultados sdo representados como média de duas CTMs utilizadas no estudo. * significa p < 0,05; **p < 0,01;
**%p < 0,001 e ****p<(0,0001.

4.6. Licenciamento com Plasmas de DECH causa alteracdes morfoldgicas nas CTMs

Apo6s 24 horas de licenciamento, observamos que os plasmas de DECH GVAOI,
GVAO03, GVA06, GVC03, GVC04, GVCO05 e GVCO07 foram capazes de induzir mudancas
morfolégicas nas CTMs de tecido adiposo quando comparadas com as CTMs licenciadas com

o Pool controle e no cultivo tradicional com SBF (Figura 7).
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Figura 7: Alteracdes Morfologicas das CTMs: Alteragdes morfoldgicas sofridas pelas CTMs apds o
licenciamento por 24 horas com os plasmas de pacientes com DECH, quando comparadas com SFB e com plasma
controle. As imagens foram obtidas com auxilio do microscopio Primo Vert (Carl Zeiss).
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4.7. Plasmas de DECH modulam a expressio de ICAM-1 e VCAM-1 em CTMs

As CTMs de tecido adiposo licenciadas com o Pool controle apresentaram expressao
meédia de 39,8% de ICAM-1 e 2,03% de VCAM-1. Houve um aumento significativo na
expressdo de ICAM-1 (Figura 8a) nas CTMs licenciadas com os plasmas de DECH GVAO1
(p<0,0001), GVA06 (p<0,0001), GVCO3 (p<0,0001), GVCO04 (p<0,0001), GVCOS5 (p<0,0001),
GVCO06 (p<0,0001) e GVCO7 (p<0,0001). Em contrapartida, foi observado uma diminui¢do nos
niveis de ICAM-1 nas CTMs licenciadas com o plasma GVAO7 (p=0,0001). Em relacdo a
expressdo de VCAM-1 (Figura 8b), foi observado um aumento significativo na sua expressao
em CTMs licenciadas com o plasma GVCO05 (p=0,02). Por outro lado, observamos diminui¢ao
da sua expressdao em CTMs tratadas com os plasmas GVAO1 (p=0,003), GVA06 (p=0,002),
GVCO03 (p=0,003) e GVCO7 (p=0,003).
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Figura 8: Expressio de ICAM-1 e VCAM-1. O licenciamento das CTMs com o plasma de pacientes com DECH
foi capaz de modular a expressdo de ICAM-1 (CD54) (A) e VCAM-1 (CD106) (B). * significa p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001 e ****p<0,0001.

4.8. Plasmas de DECH modulam a geracio de células T regulatdrias

O licenciamento das CTMs com Pool controle ndo mostrou diferengas significativas
na geragdo de células CD4"CD25"FoxP3" quando comparadas com as CMSP estimuladas por
PHA sem CTMs (Figura 9a). Contudo, o licenciamento das CTMs com os plasmas GVA06
(p=0,01), GVAO7 (p=0,02) e GVCO3 (p=0,005) foi capaz de aumentar de forma significativa a

geracdo dessas células. Em contrapartida, foi observado também uma diminuigao significativa

41



da geragdo dessas células em CTMs tratadas com os plasmas GVAO03 (p=0,01) e GVCO05
(p=0,01) (Figura 9b).
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Figura 9: Geragio de células T regulatorias. (A) O licenciamento das CTMs com os plasmas de pacientes com
DECH ndo mostrou alteragdes significativas na gera¢do de Tregs. (B) Os plasmas de DECH foram capazes de
modular a capacidade das CTMs em induzir a geragdo de Tregs. *significa p<0,05 e **p<0,01

4.9. Perfil Transcricional das CTMs licenciadas

Todas as CTMs submetidas ao licenciamento com os plasmas de DECH apresentaram
aumento significativo na expressdo de TGF-f1: GVAO1 (p=0,01), GVA03 (p=0,04), GVA06
(p=0,0005), GVAO07 (p=0,009), GVCO03 (p=0,001), GVC04 (p=0,0007), GVCO5 (p<0,0001),
GVC06 (p=0,001) ¢ GVCO07 (p=0,006). Observamos ainda um aumento significativo na
expressdao de GAL-1 nas CTMs tratadas com os plasmas GVAO03 (p=0,0008), GVA07 (p=0,01),
GVCO03 (p=0,02) e GVCO0O7 (p=0,01). Contudo, houve uma diminui¢do na expressdo desse
transcrito quando as CTMs foram expostas ao plasma GVC04 (p=0,007). Em relagdo ao HGF,
foi observado um aumento na sua expressdo frente ao tratamento com o plasma GVAO3
(p=0,002) e uma diminuicdo quando as CTMs foram tratadas com os plasmas GVAO1
(p=0,0001), GVA06 (p=0,0002), GVCO3 (p=0,0002), GVC04 (p=0,003), GVCOS5 (p=0,001),
GVCO06 (p=0,0005) e GVCO7 (p=0,008). De maneira geral, observamos uma baixa expressao
de IDO em CTMs tratadas com os plasmas GVAOL (p=0,008), GVA06(p=0,01), GVCO03
(p=0,007), GVC04 (p=0,02), GVCO5 (p=0,01) ¢ GVCO07 (p=0,007) quando comparadas as
CTMs tratadas com o Pool Controle. Resultados similares foram observados com IL-10, onde
os plasmas GVAOI (p=0,0007), GVA06 (p=0,001), GVCO03 (p=0,03), GVCO05 (p=0,005),

GVC06 (p=0,002) e GVCO7 (p=0,01) diminuiram significativamente a expressdo desse
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transcrito nas CTMs tratadas com os respectivos plasmas. Quanto a COX-2, todos os plasmas
reduziram de forma significativa a sua expressdo quando comparadas as CTMs expostas ao
pool controle: GVAO1 (p=0,004), GVA03 (p=0,002), GVA06 (p=0,001), GVAO07 (p=0,0008),

GVC03  (p=0,0007), GVA04 (p=0,04), GVCO5 (p=0,0006), GVC06 (p=0,005) ¢ GVCO7
(p=0,0006).
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Figura 10: Perfil Transcricional das CTMs. Os graficos mostram a expressdo dos genes (A) TGF-B1, (B)
Galectina-1, (C) HGF, (D) IDO, (E) IL-10 e (F) COX-2 nas CTMs licenciadas com o Pool controle e com os

Plasmas de DECH. A média de expressdo do pool controle foi utilizada como calibrador. Os simbolos significam:
*p < 0,05; ¥*p <0,01; ¥***p < 0,001 e ****p<0,0001.
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5. DISCUSSAO

Apesar de promissora no tratamento da DECH, a terapia com CTMs enfrenta alguns
desafios, principalmente relacionado a alta quantidade de células necessarias para se obter um
efeito terapéutico, juntamente com os resultados heterogéneos observados na pratica clinica
(WERNICKE et al., 2011; LAMOURY et al., 2011). No presente estudo, buscamos investigar
o papel do milieu de citocinas envolvidas na DECH sobre as propriedades biologicas das CTMs
dando énfase a imunomodulacdo, haja vista que o licenciamento com fatores inflamatdrios

parece ser capaz de realgar esse potencial.

As CTMs de tecido adiposo utilizadas nesse estudo mostram perfil fenotipico classico
de CTM, com elevada positividade para CD44, CD73, CD90 e CD105 (DOMINICI et al.,
2006). Os plasmas de DECH utilizados nao foram capazes de alterar o fenotipo dessas células,
pelo menos, no que diz respeito aos marcadores de superficie classicos investigados nesse

estudo.

Nao observamos aumento significativo na proliferacio das CTMs mediante a
exposicdo dessas células aos plasmas de pacientes com DECH. Apesar de ja ter sido descrito
que os derivados do plasma humano aumentam a proliferacdo de CTMs (MURAGLIA et al.,
2015), esse efeito parece ser oriundo especialmente do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) (KOELLENSPERGER et al., 2006). E importante ressaltar que nesse estudo
utilizamos um modelo de PPP, que diminui consideravelmente os niveis desse fator de
crescimento, o que pode, pelo menos em parte, explicar os resultados encontrados. Ademais,
nossos plasmas receberam adicdo de heparina, e ja foi demonstrado que esse anticoagulante
interfere no crescimento celular de osteoblastos, células musculares ¢ CTMs (KHORANA et
al., 2003; HANDSCHIN et al., 2005; GILOTTI et al., 2014). A busca por estratégias que
realcem a capacidade proliferativa das CTMs torna-se importante para essa linha de
investigacdo, tendo em vista que o efeito imunossupressivo das CTMs é dependente do nimero

de células (DI NICOLA et al; 2002).

Ainda que o licenciamento das CTMs com INF-y mostre resultados promissores no
que diz respeito a capacidade imunorreguladora dessas células (POLCHERT et al., 2008), a
combinagdo de citocinas inflamatorias parece promover um efeito ainda mais intenso (REN et
al., 2010), demonstrando a importancia do milieu inflamatorio sobre as suas propriedades.

Nessa linha, um estudo conduzido por Leijs et al. (2012) mostrou que o sobrenadante de CTMs
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expostas ao ambiente inflamatorio encontrado no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite
e artrite reumatoide possuem um efeito mais potente no controle da prolifera¢ao de linfocitos
quando comparado as CTMs ndo tratadas. Ainda ndo ha dados na literatura que retratem o efeito
do plasma de DECH sobre as CTMs. Demonstramos pela primeira vez nesse estudo que o
licenciamento das CTMs com plasmas de pacientes com DECH ¢ capaz de aumentar o potencial
supressivo dessas células quando comparados com CTMs expostas ao pool de plasmas controle.
Tal achado pode estar diretamente relacionado com a presenca das citocinas pro-inflamatorias
contidas nesses plasmas (HENDEN; HILL, 2015). E importante enfatizar que nem todos os
plasmas apresentaram tal desfecho, o que indica que além do padrio de citocinas, os
medicamentos utilizados por esses pacientes podem impactar nos desfechos observados. Nessa
linha, alguns estudos mostram que a combinacdo de CTMs com imunossupressores realca o
potencial imunorregulador dessas células, enquanto outros trabalhos demonstraram que alguns
imunossupressores sdo capazes de afetar as propriedades das CTMs e podem antagonizar seu
efeito imunorregulatério (HOOGDUIJN et al., 2008; BURON et al., 2009; SHI et al., 2011;
GIRDLESTONE et al., 2015). Mais importante, nossos dados constituem uma prova de

conceito, de que plasmas de DECH podem modular a capacidade supressiva das CTMs.

E interessante notar que os plasmas que aumentaram a capacidade supressiva das
CTMs induziram alteracdes morfoldgicas nessas células. Achados similares foram relatados
por Klinker et al. (2017), onde eles demonstraram que as alteracdes morfologicas observadas
nas CTMs licenciadas por INF-y estavam intimamente relacionadas com CTMs de fen6tipo
supressor. De fato, alguns grupos atualmente t€m usado microscopia de alta resolucdo para
investigar de modo mais acurado a interacdo entre CTMs e linfocitos e as alteragdes que as

CTMs assumem quando em meio inflamatorio.

As moléculas de adesdo desempenham papel fundamental na capacidade
imunossupressora das CTMs. Nesse estudo, demonstramos que os plasmas de pacientes com
DECH sao capazes de aumentar a expressao de ICAM-1 em CTMs e de VCAM-1 em casos
pontuais. Certamente, essa modulagdo na expressdo de moléculas de adesdo pelos plasmas de
pacientes com DECH impactou no aumento da capacidade supressiva das CTMs, tendo em
vista a atuacdo essencial dessas moléculas na imunomodulagdo promovida por essas células
(REN et al., 2010). Embora ndo tenhamos buscado identificar os fatores soluveis responsaveis
pelo aumento na expressao dessas moléculas na superficie das CTMs, ¢ importante esclarecer
que tem sido discutido que a combinagdo de INF-y com outras citocinas como IL-1 o/} e TNF-

o ¢ capaz de aumentar a expressdo de VCAM-1 e ICAM-1(GAJEWSKI et al., 2006).
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A geracdo de células T regulatorias e sua relagdo com as CTMs tem sido
extensivamente investigada pela comunidade cientifica (MACCARIO et al., 2005; ENGLISH
et al., 2009; GHANNAM et al., 2010). Sabe-se hoje que as Tregs desempenham um papel
importante no curso da DECH, em que se observa uma correlagdo negativa entre a frequéncia
dessas células e a severidade da doenca (ZORN et al., 2005; LI et al., 2010; BREMM et al.,
2011; MCIVER et al., 2012). Diversos estudos ja relataram que as CTMs sdo capazes de
aumentar a geracao de Tregs (MACCARIO et al., 2005; AGGARWAL; PITTENGER, 2005;
PREVOSTO et al., 2007).

Em nosso estudo, evidenciamos que os plasmas GVA06, GVA07 e GVCO03 foram
capazes de aumentar significativamente a geragdo de Tregs. E importante notar que todos os
plasmas utilizados aumentaram a expressdao do transcrito TGF-B1 nas CTMs, uma citocina
envolvida na inducdo de Tregs (ENGLISH et al., 2009), mas ndo se observou em todos os casos
aumento na geragdo de Tregs. Mais que isso, os plasmas GVAO03 e GVCO05, inclusive, foram
capazes reduzir a frequéncia dessas células. Ainda que nossos achados sejam contrastantes, a
geragdo de Tregs ndo ¢ exclusivamente modulada por TGF-B1. Apesar desse fator de
crescimento ser importante nesse contexto, outras citocinas e fatores que nao foram avaliadas
no nosso estudo, como HLA-G5 (SELMANI et al., 2008) ¢ PGE2 (ENGLISH et al., 2009),
também estdo envolvidas nesse cenario. Também, devemos destacar que todos os demais
estudos que investigaram geracdo de Tregs por CTMs foram conduzidos em ambiente
controlado, com fatores recombinantes em cultura, € ndo com amostras bioldgicas complexas.
Mais recentemente, um estudo realizado por Rashedi et al. (2016) revelou ainda que além de
citocinas, a sinaliza¢cdo de RTT3 e RTT4 em CTMs parece estar diretamente envolvida com a

geracdo de Tregs.

Com o objetivo de investigar os mecanismos moleculares envolvidos na
imunomodula¢do promovida pelas CTMs diante da exposicdo aos plasmas de DECH,
avaliamos a expressdao génica de algumas moléculas importantes nesse cenario.
Interessantemente, observamos no presente estudo que todos os plasmas que realgaram a
capacidade supressiva das CTMs induziram aumento na expressao de TGF-B1 pelas CTMs, o
que pode estar diretamente relacionado com os efeitos observados sobre os linfocitos T, tendo
em vista a importancia da acdo imunossupressora desse fator (NASEF et al., 2006; NEMETH
et al., 2010).
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Além de TGF-B1, alguns dos plasmas utilizados foram capazes de aumentar
significativamente os niveis de GAL-1 nas CTMs. Apesar de relatos da sua interagdo com o
microambiente tumoral e as CTMs (SZEBENI et al., 2012), a GAL-1 exerce um papel
importante na supressao da resposta de linfocitos T (SIOUD, 2011) e tem sido detectada tanto
intracelularmente quanto na superficie das CTMs (GIESEKE et al., 2010). Em contrapartida,
encontramos diminui¢do dos niveis de GAL-1 nas CTMs tratadas com o plasma GVCO04.
Entretanto, ¢ importante salientar que esse plasma foi capaz de aumentar significativamente os
niveis de ICAM-1 e de TGF-f1 nas CTMs, indicando que o efeito observado pode ser
independente da GAL-1.

Notamos também, com excegdo do tratamento com o plasma GVAO3, que o
licenciamento com plasmas de DECH no nosso estudo reduziu a expressdo de HGF pelas
CTMs. Um estudo conduzido por Chen et al (2014) demonstrou que esse fator de crescimento
¢ capaz de polarizar mondcitos para um fendtipo imunorregulador, passando a produzir
citocinas como a IL-10 que por sua vez é capaz de suprimir a resposta de outras células do

sistema imune.

De maneira geral, as CTMs licenciadas com os plasmas de DECH apresentaram niveis
reduzidos de IDO, IL-10 e COX-2. Isso refor¢a o impacto importante das moléculas de adesdo
nos desfechos observados pelo nosso estudo. De fato, essas moléculas t€ém recebido importancia
crescente nesse cendrio. Recentemente foi demonstrado que além de recrutar mais linfocitos
através do contato célula-célula, a alta expressdo de [ICAM-1 nas CTMs parece promover um

efeito protetivo em modelos murinos de DECH (TANG et al., 2018).

Nossos dados mostram que utilizando a estratégia de licenciamento por 24 horas, as
CTMs apresentam aumento na expressao de moléculas de adesdo e da transcricdo de fatores
imunomoduladores, o que pode ter impactado no aumento do potencial supressivo dessas
células. Nossos achados constituem importante prova de conceito e impactam fortemente na
area em que se inserem, considerando que o efeito promovido pelas CTMs ¢ dose-dependente
(DI NICOLA et al., 2002) e a exposicao aos plasmas de DECH pode reduzir a quantidade de
células necessarias para obtencdo do efeito terapéutico desejado. Apesar de haver necessidade
de estudos em modelo murino para validar in vivo os efeitos observados, esse estudo da margem
para a reflexdo de uma possivel mudanca de abordagem terapéutica que consistiria em desafiar
o potencial supressivo das CTMs com o plasma do paciente com DECH, enquanto essas células

estivessem em etapa de expansdo para infusdo.
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6. CONCLUSOES

- CTMs de tecido adiposo expressam VCAM-1 e ICAM-1;

- CTMs de tecido adiposo sdo capazes de inibir a proliferagdo de linfocitos T;

- O licenciamento com plasmas de DECH nao altera a viabilidade/proliferagao das CTMs de
tecido adiposo;

- O licenciamento com plasmas de DECH ¢ capaz de realgar a capacidade imunossupressora
de CTMs de tecido adiposo;

- O licenciamento com plasmas de DECH causa alteragcdes morfologicas nas CTMs de tecido
adiposo;

- O licenciamento com plasmas de DECH aumenta a expressao de ICAM-1 em CTMs de tecido
adiposo;

- O licenciamento com plasmas de DECH aumenta a expressdo de TGF-Blem CTMs de tecido
adiposo;

- O licenciamento com plasmas de DECH diminui a expressdo de COX-2, IDO, IL-10 em

CTMs de tecido adiposo;
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