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RESUMO

Larocca RA. Modulagao da Resposta Imune a aloantigenos por Células-Tronco
derivadas do tecido adiposo [Tese, Doutorado em Imunologia]. Sao Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

O sucesso dos transplantes de 6rgaos solidos depende fundamentalmente do controle
da resposta imune aos aloantigenos. Mesmo assim, a sobrevida de um enxerto nao é
definitiva. Portanto, a inducdo de tolerancia imunologica em transplantes representa
um ideal a ser alcangado. A identificacao e caracterizacdo de uma populacao de células
reguladoras (Treg), as quais sao capazes de controlar a resposta imune a aloantigenos,
trouxeram uma nova perspectiva para a indugao da tolerancia imunoldgica em
transplante. Essas células sao geradas naturalmente no timo, em uma baixa freqiiéncia e
sao identificadas principalmente pela expressao de marcadores como as moléculas
CD25 e Foxp3. As Treg também podem ser expandidas ou até mesmo originadas na
periferia, quando estimuladas pela presenca de citocinas ou de populagdes especiais de
células. Com base nestas informagoes, nos utilizamos células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (ADSC), as quais possuem a capacidade de suprimir uma
resposta imune no nosso modelo experimental. Assim, nossa proposta foi avaliar se as
ADSC poderiam melhorar a sobrevida de um enxerto da cauda do doador alogenéico
CBA/J em camundongos C57BL/6 e se esta melhora estaria associada a inducao de Treg
na periferia. Apds 24 h os animais transplantados receberam ADSC do doador
alogenéico CBA/] 2x10° via intraperitoneal. Nos dias 3, 10 e no dia da rejeicao os
linfonodos drenantes e o enxerto foram removidos para andlise do padrao de citocinas
presentes e também a participacdo das Treg na resposta imune. Nos observamos que o
tratamento com as ADSC levou a um aumento média da sobrevida do enxerto de 16,5
dias (p = 0,002), com uma melhora visivel na morfologia do enxerto. Nos linfonodos dos
animais tratados com as ADSC observamos um aumento na populagao de linfécitos T
CD4'CD25*Foxp3*nas primeiras 72 horas, com um aumento na expressao de IFN-y e IL-
10, no dia 10 apos o transplante. A analise do enxerto nas primeiras 72 horas mostrou
uma inibi¢ao da expressao de IL-17 nos animais tratados com as ADSC, acompanhada
de uma inibi¢ao na proliferagao de células T CD4", correlacionada com a baixa producao
local de IFN-y e IL-17. Nossos achados sugerem que as ADSC suprimem a resposta
imune ao enxerto, por meio da indugao de Treg nas primeiras horas e inibe a
participagao das células Th17 neste processo, levando a uma melhora no enxerto. Estes
dados ajudam a desenvolver novos aspectos na estratégia terapéutica e possivelmente o
uso futuro dessas células na pratica clinica.

Palavras-chave: Transplante de pele. Tolerancia Imunoldgica. Células-tronco
Mesenquimais.
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SUMMARY

Larocca RA. Modulation of Immune alloresponse by Adipose-tissue Derived
Mesenchymal Stem Cells. [Thesis, PhD Immunology Program]. Sao Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

The success of solid organ transplantation is mainly due to control alloantigen immune
response. Although, the current allogeneic graft survival is not definitive. Therefore, the
induction of allograft tolerance is considered the Holy Grail in transplantation
immunobiology. The identification and characterization of regulatory T cells (Treg) that
can control immune responsiveness to alloantigens have opened up exciting
opportunities for new therapies in Transplantation. These cells are naturally generated
in the thymus and are at low frequency in normal conditions, being identified by the
surface molecule markers such as CD25 and Foxp3. Treg cells can also be expanded and
generated in the periphery, when stimulated with specific cytokines or special cell
population. In this work, we believe that is possible to induce these cells in the
periphery by stimulation with adipose-tissue derived mesenchymal stem cells, which
have the capacity of suppressing the immune response. Then, we propose to study the
role of ADSC cells in prolonging skin allograft survival, and whether this is associated
with Treg cells induction in the periphery. C57B1/6 mice were grafted with the skin tail
from allogeneic donors (CBA/]). ADSC were isolated from CBA/J abdominal fat tissue
and injected in recipients at 24 hours after engraftment. At 3 and 10 days after
engraftment and at rejection time, the draining lymph-nodes and graft itself were
studied. The cells from the draining lymph-nodes were analyzed by flow cytometry and
IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y, IL-17 and Foxp3 mRNA were quantified in draining lymph-
nodes and in the graft. Graft survival was enhanced in animals that received ADSC
from the skin donor (16,5; P = 0,002). Interestingly, ADSC-treated animals presented a
higher expression of Foxp3* cells in the CD4* CD25* T cell population in the lymph-
nodes at 72 hr with an enhancement in IFN-g and IL-10 mRNA expression after
surgery. In ADSC-treated mice we also noticed a low expression of IL-17 /in vivo /at 72
hs. Moreover, /in vitro/ analyses showed a capacity of ADSC in inhibiting T CD4* cells
proliferation, and this suppression was accompanied by decreased levels of IFN-y and
II-17. Our data suggest that ADSC suppress the allogeneic immune response with early
induction of Treg population cells and inhibit Th17 cells, prolonging longer skin graft
survival. These data open news perspectives for therapeutic use in clinical setting.

keywords: Transplantation. Immunological Tolerance. Mesenchymal Stem Cells.
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1INTRODUCAO

1.1 Historico

A imunologia dos transplantes teve inicio na década de 40 quando o bidlogo
britanico Peter Medawar e seu colega cirurgiao plastico Thomas Gibson descreveram a
primeira experiéncia de transplante de pele em humanos no ano de 1943. Durante a
segunda guerra mundial, a freqiiéncia de casos de queimaduras com extensas dreas
lesionadas deu inicio a busca por doadores de tecidos. Como parte do procedimento, os
pesquisadores removeram pequenas partes de tecido da propria paciente para
substituir as dreas queimadas (transplante autdlogo), e junto a esses enxertos foram
adicionados partes da pele de seu irmao (transplante homologo). Dias depois, ao
avaliarem o aspecto dos enxertos, eles observaram que a pele proveniente do
transplante autdlogo estava aderida e permanecia com um aspecto saudavel. Por outro
lado, os enxertos provenientes do irmao apresentavam uma degeneracao tecidual 15
dias apos o transplante, sendo totalmente rejeitados no dia 23. Apdés um primeiro
momento de surpresa com os resultados, os pesquisadores decidiram realizar um
segundo transplante com a pele proveniente do irmdo e perceberam uma rejeicao

acelerada (8 dias p0s transplante), a qual eles chamaram de imunizacao ativa [1].

Em seguida, Medawar decidiu por uma abordagem experimental em grande
escala em coelhos, que o permitiu acompanhar melhor as mudangas histoldgicas
observadas. As analises dos resultados foram descritos em dois artigos publicados. O
primeiro, publicado em 1944, contém uma detalhada descricdo da morfologia e
histologia do enxerto, onde o autor observa a presenga de um intenso infiltrado
inflamatodrio de linfécitos e mondcitos [2]. Em seu segundo estudo, Medawar confirmou
suas observacOes anteriores, principalmente com os experimentos de re-transplante, e

concluiu que o tempo de sobrevida do enxerto é determinado pela expressao de
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antigenos nos doadores e receptores, postulando as Leis do Transplante e estabelecendo

uma intima relagao entre a rejei¢ao de transplantes e o sistema imune [3].

O sistema imune € classicamente dividido em dois compartimentos: o sistema
imune inato compreende a participacdo dos mondcitos, macrofagos, neutroéfilos,
eosindfilos, mastocitos e as células matadoras naturais NK (do inglés, Natural Killer),
alem de componentes soliiveis como o sistema complemento; o sistema imune
adaptativo envolve a ativagao de linfécitos B e T antigenos—especificos. Durante um
longo periodo, atribuiu-se ao sistema imune adaptativo a responsabilidade de gerar
respostas especificas que levariam a rejei¢ao ou a tolerancia de um o6rgao transplantado,
enquanto que o compartimento inato seria apenas uma linha de defesa especifica contra
0s microrganismos invasores. Entretanto, trabalhos que demonstram a importancia do
sistema imune inato e de danos nao-especificos na rejeicdo contribuiram para o

questionamento deste tipo de visao [4].

O descobrimento dos receptores do tipo Toll (TLR; do inglés Toll like receptors),
deixou evidente a interagao entre o sistema imune inato e o adaptativo [5]. A ativacao
do sistema imune adaptativo depende nao somente da apresentagao de antigenos pelo
complexo principal de histocompatibilidade (MHC; do inglés, Major histocompatibility
complex), mas também da indug¢do de moléculas acessdrias nas células apresentadoras
de antigenos (APC; do inglés, Antigen presenting cells). A hipotese de que os TLR
expressos nas APC poderiam regular os sinais acessorios (co-estimulagao e citocinas) e,
conseqiientemente, controlar a ativacao de respostas adaptativas antigeno-especificas,
ajudou a compreendermos melhor os mecanismos envolvidos no processo de rejeigao a

um 6rgao solido[6].
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1.2 Imunologia da Rejeicao

A rejeicao pode ser entendida como a deterioracdo funcional e estrutural do
enxerto, mediada por anticorpos e/ou por células. Até 2007 os mecanismos de rejeigao
eram classificados de uma maneira generalizada e eram denominados como: rejeicao
hiperaguda, rejeicao celular aguda, rejeicao humoral aguda e rejeigao cronica. Com os
critérios adotados pelo consenso bianual (BANFF) realizado no Canada (2007), a
terminologia atual passou a ser classificada como: rejeicado mediada por anticorpos
(aguda e cronica) e rejeicao mediada por células T (aguda e cronica) [7]. Muito embora
esses critérios tenham sido criados com base nos achados histologicos renais, esta

nomenclatura pode ser usada para os outros tipos de transplante.

A rejeicao aguda mediada por anticorpos € caracterizada por uma perda precoce
do enxerto, que ocorre normalmente nas primeiras 48 horas devido a presenca no
individuo receptor de anticorpos circulantes pré-formados, com especificidade para
antigenos expressos nas células do enxerto. Estes anticorpos sao classificados como: (i)
anticorpos de baixa afinidade como a imunoglobulina M (IgM), especificos para os
antigenos ABO, entre outros, e (ii) IgG de alta afinidade dirigidos contra os antigenos
do MHC. Nao se sabe ao certo como e por que esses anticorpos sao formados, porém
especula-se que possa ser por meio de contatos prévios com o antigeno ou alguns
microrganismos que mimetizem essas moléculas antigénicas. A ligacao destes
anticorpos com as células-alvo desencadeia a ativagao da cascata de coagulagao, do
sistema complemento e a cascata das cininas levando a trombose, isquemia e necrose do
tecido. A rejeicao cronica mediada por anticorpos € mais tardia, pode levar de meses a
anos para se estabelecer, e é caracterizada pela deposicaio da molécula do sistema
complemento C4d, com uma intensa fibrose intersticial, atrofia tubular e mudangcas

vasculares no tecido transplantado [8].
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A rejeicao aguda mediada por células é caracterizada por um intenso infiltrado
celular composto de células mononucleares como os macréfagos, mas principalmente
por linfécitos T CD4* e T CD8* o que leva a lesao tecidual e subseqiiente necrose. As
diferencas entre a fase aguda e a cronica é a formagao de fibrose devido aos produtos

produzidos pelos macréfagos, seguido pela perda de fungao do 6rgao ou tecido [9].

Os aloantigenos desencadeiam tanto as respostas imunes celulares como humorais.
Os genes polimorficos expressos codominantemente influenciam, entre outros fatores, o
modo como o sistema imune do receptor ira responder ao enxerto. As principais
moléculas responsaveis por desencadear a rejeicao de drgaos sao as moléculas do MHC,
altamente polimorficas e expressas em praticamente todos os tecidos e células
nucleadas. As moléculas de MHC alogenéicas sao reconhecidas classicamente pelas
células T do individuo transplantado por 3 vias. A primeira € a via direta, que envolve o
reconhecimento por linfocitos T do receptor, pelas moléculas de MHC expressas na
superficie das APC do doador. Na via indireta, os linfocitos T do receptor reconhecem
os peptideos derivados de moléculas de MHC alogenéicas e proteinas da degradacao de
células do enxerto, capturadas, processadas e apresentadas dentro de moléculas de
MHC proprias, pelas APC do individuo transplantado. Os aloantigenos processados
podem ser apresentados tanto por MHC de classe I como MHC de classe II e ativar
células T CD8* e T CD4', respectivamente [10]. Recentemente, foi comprovado a
existéncia de uma via semi-direta, onde as moléculas da superficie celular como o
MHC, podem ser transferidas das células do doador para as células do receptor. Assim
as células proprias apresentariam os antigenos do doador acoplados ao MHC
alogenéico resultando numa resposta imune ao enxerto [11]. Até o momento, foram
descritos dois mecanismos de atuagao na via semi-direta, o contato célula-célula [12] ou

a captagao vesiculas exossomais [13].
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Uma vez que a ativagao via TLR leva a um aumento na expressao de moléculas de
MHC nas células dendriticas (DC), assim como o aumento na expressao das moléculas
co-estimuladoras CD80, CD86 e CD40, e por conseqiiéncia uma melhor ativagao de
células T [14], podemos especular que neste processo estao envolvidos tanto as células
do sistema imune inato quanto do adquirido. Esta intima ligagao entre os antigenos de
MHC e a rejeicao nao deixa duvidas de que as células T tenham uma participagao
fundamental nesse processo, que desperta a curiosidade para um melhor entendimento

sobre qual o papel dessa populagado celular na rejei¢ao de enxertos.

1.3 Caracterizacao das sub-populacoes de linfocitos T

Em um estudo classico da década de 80, Mosmann e colaboradores descreveram
que células T CD4* estavam subdivididas funcionalmente em dois grupos: aquelas que
secretam interferon gama (IFN-y) e aquelas que secretam interleucina 4 (IL-4). Com base
nesses dados foi concluido que as células T CD4* nao eram um grupo homogéneo, mas

apresentavam diversas populacdes supostamente distintas [15].

As primeiras descri¢oes de diferenciacao celular de linfocitos T foram relatadas em
1990, com o auxilio de ensaios in wvitro. Inicialmente, foram descritos estudos que
demonstravam que células T naives quando estimuladas pelo receptor de células T
(TCR, do inglés T cell receptor) na presenga de IL-4, tornavam-se grandes produtoras
dessa citocina [16, 17]. Em seguida, foi observado que para que ocorresse essa
diferenciacdo, era necessdria a ativacao de uma via de sinaliza¢ao formada pelo receptor
de IL-4, a proteina STAT-6 (fator transdutor de sinal e ativador da transcri¢ao, do inglés,

signal transducer and activator of transcription) e o fator de transcricao GATA-3 [18, 19].

Sendo assim, ficou estabelecido que a diferenciacao de células T CD4* auxiliares

(células Th, do inglés T helper cells) para um padrao Th2 ocorria por meio da agao da IL-
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4, enquanto que a diferenciagao de células para Th1 era influenciada pela agao da IL-12.
Contudo, essa diferenciacao foi se mostrando nao ser tao simples e alguns
pesquisadores observaram que a IL-12 era capaz de induzir uma producao de IFN-y,
mediada pela expressao do fator de transcricao T-bet, levando a um aumento
significativo na produc¢ao de IFN-y por meio de um mecanismo de feedback positivo,
enquanto que a sua neutraliza¢gdo diminuia a diferenciagao de células para um padrao

Th1 [20, 21].

A resposta imune a transplantes era vinculada até recentemente a uma
predominancia do compartimento Thl onde as células T efetoras seriam geradas apds a
apresentacao dos aloantigenos e migrariam para o local do transplante. Uma vez
infiltradas no enxerto, as células antigeno-especificas gerariam uma resposta
inflamatoria local que resultaria em um subseqiiente aumento da migracao de células
nao especificas ao tecido, acarretando a destruigcao do tecido alogenéico transplantado
[22]. Takiishi e colegas demonstraram a presenga de um grande infiltrado de células T
CD4* e CD8* no sétimo e nono dia apds o transplante, sendo que o influxo de células T
CD4* era predominante. A autora sugere a existéncia de uma grande colaboragao entre
os dois tipos celulares e que a producdo de citocinas pelas células T CD4* seja um
importante fator no processo de rejeicao do tecido (dados nao publicados) [23]. Estes
dados foram confirmados por trabalhos que sugerem que a presenga de células T CD4*
seria fundamental para rejeicao de enxertos alogenéicos [24, 25]. Por outro lado, existem
resultados que mostram que as células T CD8* sao capazes de mediar a rejei¢ao sem a
presenga de células T CD4*[26]. O que ocorre na verdade é que a participagao de células
T CD4* é maior quando existe uma disparidade no MHC de classe II entre o receptor e o
doador, enquanto que as células T CD8* participariam da rejeicdio mediada por
disparidade no MHC classe I, sugerindo que a participacao de ambos os tipos celulares

sdo importantes para o processo de rejeicao [27, 28].
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Hoje sabemos que os antigenos podem ser apresentados tanto para células T
CD4* quanto para T CD8*, devido a um fendmeno conhecido como apresentagao
cruzada, onde antigenos citoplasmaticos que seriam apresentados via MHC de classe I
para células T CD8, sejam apresentados pelo MHC de classe II para células T CD4* ou
que antigenos endossomais seriam apresentados pelo MHC de classe I para células T
CD8* [29]. Em 2004, Youssef e colegas mostraram que a participagao de células T CD4*
ou T CD8* na rejeicao depende do tecido transplantado e do grau de disparidade
antigénica. A pele pode rejeitada tanto por células T CD4* como T CD8* em qualquer
grau de incompatibilidade genética, porém na auséncia de células T CD4*, o enxerto

apresentava um aumento na sobrevida [30].

Outros dois tipos de células T descritos na resposta imune aos transplantes sao as
células T reguladoras (papel protetor) e as células Thl7 (papel efetor). No
microambiente do enxerto, o fator transformador B (TGF-B, do inglés Transforming
growth factor B) perde a sua caracteristica supressora e a capacidade de gerar células T
reguladoras, para em conjunto com a IL-6, induzir a diferenciagdao de células T CD4*
numa subpopulacdo de linfocitos T produtores de IL-17, a qual apresenta um
importante papel nos processos inflamatorios[31]. As células denominadas de Th17
expressam o fator de transcricao RORYT (do inglés, Related Orphan Receptor y) e inibem a
inducao do fator de transcricao Foxp3 (do inglés, Forkhead Box P3) nas células T
reguladoras, induzida por TGF-B na presenca de IL-6 [32]. O papel efetor destas células
pode ser inibido pelas citocinas IFN-vy, IL-2, IL-4, IL10 e IL-27, secretadas por células
Th1 e Th2 [33, 34].

A sobrevivéncia e manutengao das células Th17 esta diretamente relacionada com
a presenca de IL-23 [33, 34] e apesar de alguns pesquisadores apontarem a IL-23 como
um fator importante apenas para a expansao de células Th17 (Afzali et al., 2007), foi

mostrado que a IL-23 também € necessaria para promover um fenotipo patogénico as
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células Th17, confirmando os estudos iniciais sobre a funcao indispensavel de IL-23 nos
modelos de doencgas auto-imunes induzidas por células Thl7. A via de sinaliza¢ao
STAT3/IL-6 desempenha uma func¢ao importante no desenvolvimento de células Th17
[35].

A descoberta das células Th17 levou a quebra da teoria em que a resposta imune
era mediada por um balanco entre as células Th1/Th2. Isso elucidou uma série de

mecanismos antes desconhecidos, porém abriu uma série de novas perguntas.

Conforme dito anteriormente, a IL-27 é uma citocina que esta relacionada com a
inibicao de células Th17, mas também ¢é capaz de induzir a producao de IL-10, uma
outra citocina com um papel importante no bloqueio da fungao efetora da Th17. A IL-10
que originalmente foi descrita como um produto de células Th2 pode ser produzida por
uma diversidade maior de células [36, 37], entre elas, subtipos de células T reguladoras
[38]. Neste caso, a producao de IL-10 pode ser aumentada em células T CD4*
estimuladas in vitro com IL-27. Quando a IL-27 é adicionada a uma cultura de linfécitos
T polarizada para o perfil Th17, ou seja, na presenca de TGF-B e IL-6, a IL-27 bloqueia

efetivamente a producao de IL-17, mas nao a producao de IL-10 [39].

Awashi e colaboradores descobriram que a exposicdo de células dendriticas a
células T reguladoras promovia a diferenciagao das DCs em células com caracteristicas
plasmocitoides, possuidoras de uma maior capacidade tolerogénica. Essas ceélulas
dendriticas plasmocitdides por sua vez, induziam as células T naives a se diferenciarem
em células T supressoras produtoras de IL-10 [40]. Dentre os fatores soluveis
produzidos pelas células dendriticas plasmocitdides encontram-se a IL-27 e o TGF-f
que, em conjunto, induzem a producao de IL-10. Esses autores também observaram
uma deficiéncia na produgao de IL-10 em camundongos deficientes para o receptor de
IL-27. Com estes resultados, os autores concluiram que a IL-27 produzida pelas células

dendriticas plasmocitdides é necessaria para a produgao de IL-10. As células T
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cultivadas com as células dendriticas plasmocitdides apresentam as caracteristicas de
uma células T reguladoras do tipo 1, com produgao de IL-10 e IFN-y, expressam o fator
de transcricao T-bet e nao expressam os fatores de transcricaio GATA-3, Foxp3 e RORyT
[41].

O papel das células Th17 no processo de rejeicdo do enxerto ainda nao foi bem
estudado. Contudo, a sua participacao em modelos de doengas auto-imunes ja estd bem
descrita. As células T CD4* de camundongos imunizados com peptideos indutores de
EAE (do inglés, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis), quando re-estimuladas, in
vitro, na presenca de IL-23 sao capazes de transferir EAE, in vivo. Estas mesmas células,
quando re-estimuladas na presenca de TGF-f e IL-6, perdiam o seu papel como células
patogénicas e passavam a ser capazes de prevenir a indu¢ao de EAE dependentemente

de IL-10, quando transferidas em conjunto com células T patogénicas.

Assim, para contornar um processo de rejeicao mediado pelo sistema imune, é
necessario o uso de mecanismos supressores, como por exemplo drogas
imunossupressoras, que quase sempre sao toxicas ao organismo, ou entao mecanismos

capazes de ativar a indugdo de tolerancia.

1.4 Tolerancia Imunoldgica

A tolerancia imunologica pode ser definida como um processo de homeostase do
organismo, capaz de manter um estado de anergia a tecidos préprios, que ocorre tanto
no timo (tolerancia central) quanto na periferia (tolerancia periférica). Na tolerancia
central, os timdcitos cujos TCR se ligam com intensidade moderada a antigenos
proprios sobrevivem e migram para os Orgaos periféricos [42]. No entanto, quando
ocorre uma interacdo forte do TCR com os antigenos proprios, os timocitos sofrem
apoptose através da morte celular induzida por ativagdo ou, ainda, morrem por

negligéncia por nao se ligarem a antigeno algum (morte celular passiva). Nesta tltima
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década, um fator de transcrigdo presente no timo vem ganhando um grande destaque
no processo de selegao timica por seu papel regulador na transcri¢ao de genes tecido
especificos [43]. A cada vez que este fator de transcricdo, denominado de AIRE
(regulador da auto-imunidade, do inglés, autoimmune regulator), sofre uma mutacdo no
seu gene codificador incide no desenvolvimento de doengas auto-imunes, indicando
que a sua ac¢do na expressao de genes especificos aos tecidos é fundamental para o
processo de tolerancia central [43, 44]. A presenca de clones auto-reativos na periferia
do organismo de individuos sadios ¢ uma evidéncia indiscutivel de que a tolerancia
central nao elimina totalmente os linfocitos capazes de responder ao proprio [45-47].
Por outro lado, a presenca concomitante de mecanismos de regulagao periféricos auxilia

no controle desta auto-reatividade, potencialmente patoldgica.

A tolerancia periférica ocorre por diferentes mecanismos que atuam em conjunto
ou individualmente, sendo eles: (i) anergia (incapacidade de ativagao e proliferagao,
desenvolvida quando o TCR reconhece um antigeno sem co-estimulacao adequada)
[48]; (ii) o reconhecimento de receptores inibitdrios como o CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic
T Lymphocyte Antigen—4) que se liga a molécula CD28 e inibe a producdo de IL-2,
levando a conseqiiente apoptose do linfocito [49, 50]; (iii) apoptose devido a uma
estimulacdo antigénica repetida dos linfocitos T [51]; (iv) ignorancia das células T
(quando estas células nao encontram antigenos para se ligarem) [52]; (v) indugao de
tolerancia por células T reguladoras [53-55] e (vi) mudanga no perfil de citocinas

produzidas, alterando o perfil da resposta imune [56, 57].

1.5 Células T reguladoras

As células com papel regulador surgiram na década de 70 e descritas inicialmente

por Gershon e Kondo como células supressoras. Porém, foi somente a partir dos anos 90
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que a existéncia destas células passou a ter uma aceitagio maior por parte dos

pesquisadores [58].

Os mecanismos responsaveis pela manutencdo da homeostase imunoldgica
despertaram o interesse da comunidade cientifica para uma variedade de células
descritas por apresentarem uma atividade reguladora, dentre elas, estao as células NKT
(do inglés, Natural Killer T cell) [59] e NK [60], células CD8* [61], CD8*CD28" [62],
CD8*CD25* [63] CD4'CD25 [64] e células T v [65, 66]. Groux e colaboradores
descreveram em um modelo in vivo que a presenca de uma populagao de células T
especificas ao antigeno possuiam a capacidade de suprimir a proliferacao de células T
CD4*, em resposta a um determinado antigeno e prevenir o desenvolvimento de uma
colite auto-imune em camundongos SCID (modelo de imunodeficiéncia severa
combinada de camundongos; do inglés, Severe combined immunodeficiency). Essas células
caracterizadas pela alta producao de IL-10, foram chamadas de células T reguladoras do

tipo 1 (Tr-1) [67].

Em 1994, Chen e colaboradores descreveram tipo de célula T, denominada de
células Th3 e que apresentavam caracteristicas reguladora, capazes de inibir a
proliferacao de clones de células T por meio de uma alta producao de TGF-B [68]. No
ano seguinte, Sakaguchi e colaboradores identificaram um terceiro tipo de células T
CD4" reguladoras as quais expressavam a cadeia a do receptor de IL-2, com capacidade
de controlar células T auto-reativas in vitro e in vivo. Esses estudos resultaram na
identificagao de uma populacgao de células T com capacidade de suprimir e ou regular,

outras populagdes celulares, que foram chamadas inicialmente de células T CD4*CD25*.

As células T CD4*CD25*, conhecidas como células reguladoras naturais, originam-
se no timo e constituem cerca de 5-10% de todas as células T no sistema murino,

exibindo uma potente atividade reguladora (Sakaguchi et al,1995). Essas células T



INTRODUCAOQO 24

reguladoras suprimem a proliferacao de células T CD4*CD25 e células T CD8", assim
como a secrecao de IFN-y in vitro bem como in vivo [69]. Células com uma funcgao
supressora similar foi encontrado em humanos [70]. Essas células desempenham um
papel importante na regulacao da resposta imune através da inibicao de células T auto-
reativas. Mais recentemente, foi identificada nessas mesmas células uma alta expressao
do fator de transcricdo chamado Foxp3 [71]. O Foxp3 é um fator da proteina escurfina
pertencendo a familia de fatores de transcricao forkhead [72]. A regulagao de sua
expressao e sua importancia dentro da populacao de células T reguladoras serao

descritos posteriormente.

Em murinos, a expressao de Foxp3 em células T é considerada um bom marcador
das células T reguladoras. Diferente do que é observado em camundongos, em
humanos o Foxp3 pode ser induzido transitoriamente em células T ativadas,
descaracterizando-o como um marcador especifico do estado de regulacao [73, 74].
Assim, apesar de ser importante para a funcao supressora das células T reguladoras, o
Foxp3 também pode ser induzido em células T ativadas via TCR [75]. Além disso, em
humanos, alguns tipos de células T reguladoras que nao expressam Foxp3 foram

relatados [37].

A manutengao e sobrevivéncia das células T CD4*CD25* é regulada pela IL-2. O
uso in vitro de anticorpos anti-IL-2 anula completamente a func¢do supressora das
células CD4*CD25* [76], enquanto que a neutralizacao in vivo da IL-2 inibe a proliferacao
homeostatica de células T CD4*CD25* periféricas em animais linfopénicos. A
importancia de IL-2 na geragao e expressao de Foxp3 no timo também tem sido
investigada. Porém, a disparidade dos resultados encontrados nao permite estabelecer
um papel da IL-2 na ontogenia das células T reguladoras naturais. Em um trabalho
publicado por Fontenot e colaboradores, os autores nao encontraram uma relacao entre

a expressao de Foxp3 em timdcitos e sinais mediados pela IL-2 [77]. Em contraste a esse
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trabalho, foi mostrado posteriormente que a interagao da IL-2 com o seu receptor parece
ser essencial para promover a geracao de células T reguladoras no timo, bem como
regular a expressao de CD25 e Foxp3 [78]. Portanto, nao é possivel estabelecer
precisamente qual o papel da IL-2 na geracao células T CD4*CD25*, mas sim sua

importancia para a manutencdo dessas células na periferia.

Diversas moléculas de superficie identificadas e associadas com as células T
reguladoras murinas e humanas, como o CTLA-4 [79], neutropilina-1 [80], LAG-3 (do
inglés: Lymphocyte activation gene-3) [81] GITR (do inglés: Glucocorticoid Induced Tumor
Necrosis Factor Family-Releted Receptor) [82], receptores de quimiocinas CCR4 e CCRS
[83], L-selectina [84] tém se mostrado importante na fungao supressora das células T

reguladoras no sistema murino.

As células T reguladoras podem atuar suprimindo a resposta imune tanto por
meio de fatores soltveis como o TGF-B e a IL-10, quanto por um mecanismo
dependente do contato célula a célula, mediados pelo CTLA-4 [85-87]. Recentemente,
foi descrito uma forma de supressao mediada pelas células T reguladoras que se baseia
na capacidade dessas células consumirem os fatores de crescimento presentes no
microambiente, como a IL-2, privando as células efetoras desses fatores. A deplegao de
IL-2 realizada pelas células T reguladoras induz as células efetoras a entrarem em
apoptose [88]. As células T reguladoras possuem uma maior quantidade de receptores
de alta afinidade para IL-2 o que as d4 uma vantagem competitiva em relacao as outras
células do sistema imune, além de fornecer um mecanismo de supressao adicional, a
secrecao de IL-10 induzida por IL-2 [89]. Estudos realizados em camundongos
perforina’, os quais possuem defeitos nos mecanismos de imunorregulagao, sugerem
que a granzima B possa atuar mediando a supressao via um mecanismo perforina-
independente e contato-dependente, embora nao se saiba como a granzima B atuaria na

auséncia de perforina [90]. Outro mecanismo de supressao descrito é mediado pelo
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cAMP (do ingleés, cyclic adenosine monophosphate). Nesse modelo de supressao contato-
dependente, as células T reguladoras apresentam altas concentragoes de cAMP e, por
meio de jungdes do tipo Gap, o cAMP presente nas células T reguladoras € transportado
para outra célula, suprimindo sua resposta [91]. O mecanismo pelo qual o cAMP age
ainda ndo é completamente conhecido, mas parece estar relacionado com a inibi¢ao da

producao de IL-2 mediada pela ICER (do inglés: cAMP inducible early repressor) [92-94].

O metabolismo de adenosina também foi descrito como um processo de supressao
mediado pelas células T reguladoras. A regulacdao do catabolismo extracelular de ATP,
pelas células T reguladoras, leva a geracao de adenosina. O passo inicial € realizado
pelo CD39 que quebra ATP em ADP e ADP em AMP. O AMP ¢ rapidamente
degradado a nucleotideo pelo CD73. A adenosina gera seus efeitos supressores ao se
ligar em receptores purinérgicos acoplados a proteina G, presente em células T, o
receptor A2A [95]. Outros mecanismos de supressao também foram descritos, como na
geracao de células T reguladoras gerenciado por células dendriticas plasmocitoides
expressando IDO (do inglés, Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase). Essas células T
reguladoras estimulariam a expressao de PD-L em outras células dendriticas que ao se
ligarem a PD-1 (do inglés, Programmed Death 1), presente em células T efetoras,
induziria apoptose nessa populagao [96]. Como pode ser observado pela grande
variedade de mecanismos supressores, diversos sao os caminhos para a tolerancia e
imunorregulagio. E provavel que diferentes individuos possuam mecanismos
singulares de regulacao que os conduzem a diferentes desfechos dos diversos processos
imunoldgicos. A compreensdao mais global desses mecanismos pode gerar

conhecimentos para que as intervengodes clinicas sejam mais eficazes.

O potencial terapéutico dessas células em prevenir a rejeicao de transplantes tem

sido de grande interesse. Essas células podem ser manipuladas e geradas in vitro, desta
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forma poderiam ser infundidas nos receptores de transplante, assim aumentando a

sobrevivéncia do tecido enxertado [97].

1.6 Células-tronco

As células-tronco (CT) sdo definidas como uma populagiao de células com
capacidade de permanecer em um estagio indiferenciado e que ao gerar células filhas,
tem como caracteristicas gerar células idénticas. Toda vez que uma célula nao tronco se
divide por mitose, ela da origem a duas células filhas semelhantes a ela. Em um
processo de divisdao assimétrica, como ocorre com as CT, tem-se uma separagao
citoplasmatica diferenciada gerando uma célula idéntica a original, que se expandira
clonogenicamente, e outra célula progenitora comprometida com uma linhagem
especifica. A divisao assimétrica também ocorre no desenvolvimento do zigoto, em suas

primeiras divisOes, e na espermatogénese e oogénese [98].

Outra defini¢do importante para as CT é relacionada a sua origem, como células-
tronco embrionarias (CTE) e células-tronco adultas (CTA). A principal diferenca entre
as CTE e CTA estd no conceito de potencialidade, definida como a capacidade das CT
em gerar células filhas diferentes, de acordo com o folheto germinativo. Em principio,
as CTE possuem maior potencialidade que as CTA, pois conseguem originar células

tilhas dos trés folhetos germinativos.

Sendo assim. as células tronco sao classificadas como: totipotentes — sao as CT com
capacidade dar origem a um novo organismo, como é o caso de células do zigoto;
pluripotentes — células que podem dar origem a células dos trés folhetos germinativos;
multipotentes — células que ja possuem certo grau de especializagdo, que as permite
apenas gerar células de um folheto germinativo, como as CTA mesenquimais da

medula Ossea e unipotente ou progenitora — células que podem produzir um unico tipo
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celular que mantém a capacidade de auto-replicacdo, o que a distingue de uma célula

nao tronco, como as CTA residentes em 6rgaos [99].

1.7 Células-tronco adultas

Por defini¢ao, as CTA (auto-renovacao e potencialidade), podem ser encontradas
em todos os drgaos e diversos tecidos, tais como medula 6ssea, tecido adiposo, figado,
rim, placenta, cordao umbilical, entre outros [100]. Mais do que se diferenciar, as CTA
sdo responsaveis pela manutencao da homeostase e integridade do tecido. As CTA sao
definidas como CT multipotentes, ou seja, quando ao se dividirem podem dar origem a
células de apenas um folheto germinativo. Por exemplo, se a CTA estiver no cérebro, ela

se dividira e dara apenas origem a células da ectoderme.

No tecido, as CTA localizam-se em determinadas regides chamadas de nichos
[101]. Os nichos sao regides especificas nas quais as CTA se mantém em estado
quiescente. Durante o desenvolvimento humano, as CT se estabelecem nesses nichos,
que as sustentam e as regulam quanto a proliferacdo. As outras células presentes no
nicho geram um abrigo para as CT impedindo que as mesmas sofram diferenciagao,
estimulos apoptoticos ou qualquer outro estimulo que as levem a uma diferencia¢ao
celular. Além disso, o nicho também previne a excessiva producao de CT, que poderia

resultar na formagao de tumores [101, 102].

Especula-se que o papel das CTA seja de regeneragao [103]. No caso de uma
lesdo, as CTA que se encontram quiescentes em seus nichos, receberiam sinais do meio
ambiente que induziriam a sua ativacao, divisao e migracao para o local lesado. Todo
este mecanismo ocorre devido a liberagao de quimiocinas que atraem essas células para

regiao lesada.
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Alguns mecanismos de acao regenerativas das CTA incluem: a transdiferenciagio
—uma vez que a célula é indiferenciada e que pode dar origem a outras células, pode-se
sugerir que ao encontrar a célula lesada ela se diferencie para repor essa célula que esta
morrendo. Entretanto esse mecanismo é muito complexo e pouco sugestivo, uma vez
que ja se pode observar melhora funcional em muitos modelos experimentais em
apenas 24 horas, que € um tempo muito curto para a CTA se diferenciar; a fusio — alguns
autores sugerem que as CTA possam se fundir a célula que estda morrendo e entao
auxiliar no reparo. Diversos estudos, entretanto, encontram poucas CTA no tecido
lesado, analisados por diversas técnicas; e o pardcrino — CTA no tecido lesado sao
ativadas pelos estimulos inflamatdrios e secretam diversos fatores tréficos que podem
nao so auxiliar a célula que estd morrendo como podem também estimular a CT no

local [104].

Atualmente se acredita que o papel pardcrino da CTA seja o principal
mecanismo de acdo. Diversas sao as substancias secretadas pelas CTA que seriam as
responsaveis por suas agOes regenerativas, anti-inflamatdrias e anti-apoptoticas [105-
107]. Dentre as CTA mais estudadas temos as CT oriundas da medula dssea: as células-

tronco hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco estromais da medula 6ssea (CTM).

1.8 Células-tronco Mesenquimais (CTM)

As CTM sdo células-tronco clonogénicas e nao hematopoiéticas, presentes na
medula dssea e capazes de diferenciar-se em multiplas linhagens celulares do tipo
mesoderma como, por exemplo, osteoblastos, condrdcitos, células endoteliais e diversas
células do tipo nao-mesoderma como células neuronais. Ja existem métodos para isolar
as CTM baseados em caracteristicas fisico-quimicas, como por exemplo, a aderéncia a

plasticos ou a outros componentes da matriz extracelular. Devido ao seu isolamento
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facil e extensivo potencial de diferenciagao, as CTM estdo entre as primeiras células-

tronco a serem introduzidas na pratica clinica [108].

As CTM tém grande potencial para ser empregado em terapias celulares, visto
sua facilidade de obtencdo, expansao e diferenciacao, além de relativa aceitacao do
ponto de vista ético [109-111]. Estas células podem se diferenciar em uma variedade de
células nao hematopoiéticas. Foi demonstrado que as CTM, quando injetadas em
animais, sao capazes de migrar para a area da lesao e restaurar a fungao do tecido [109].
Além disso, as CTM podem repopular orgaos danificados e serem usadas como vetores
de transporte génico e de fatores de crescimento para sitios privilegiados depois da
transdugao. Esta medicina reparativa ou regenerativa esta a ser atualmente empregada
no tratamento de diversas doencas hematologicas neopldsicas, ou nao, e vem
apresentando resultados promissores em outros campos de atuagao tais como coragao,
artérias e cérebro [108, 112, 113]. Morfologicamente, as CTM sado células fusiformes, com
formato semelhante a fibroblastos, e apresenta caracteristicamente, no inicio de seu
crescimento in vitro, a formacao de unidades formadoras de colonias (CFU).
Fenotipicamente, elas sdo negativas para os marcadores de superficie hematopoiéticas
CD34, CD45, CD14, CD133, e positivas para CD29, CD73, CD90, CD105, CD166, CD54,
CD55, CD13 e CD44 [109, 113, 114].

1.9 CTM e a inibicao da resposta imune

Um estudo mostrou a capacidade das CTM em evitar a rejei¢ao a aloenxertos em
modelos animais [115]. Bartholomew e cols. (2002) mostraram em modelo animal que a
administracao in vivo de CTM alogenéicas prolongava a sobrevida de enxerto de pele de
um terceiro doador, suprimindo a resposta de células T [116]. Anos depois, Aggarwal e
cols. mostraram o potencial dessas células em criar um micro-ambiente tolerogeénico,

levando ao aceite do tecido transplantado, sugerindo também uma participacao de
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células reguladoras T CD4*CD25* [117]. Entre os mecanismos que poderiam contribuir
para este efeito, estao a caréncia de moléculas de classe I do MHC [118] e de moléculas
co-estimulatodrias, como CD80, CD86 e CD40 [119]. De forma interessante, a transfeccao
das CTM com as moléculas CD80 e CD86 nao reverteu esta capacidade de inibir
resposta imune [120]. Lyushnenkova e cols. demonstraram que na verdade, esta
capacidade supressora estava relacionada a produgao de citocinas soltveis como IL-10 e

nao dependia da presenga destas moléculas co-estimulatdrias [120].

Um outro mecanismo descrito envolveria a participagao das células dendriticas.
Sabe-se que células dendriticas imaturas podem expandir popula¢des de células Treg
[121, 122], e acredita-se que este processo contribuiria para a sobrevivéncia do enxerto
[123]. A capacidade das células dendriticas em induzir tolerancia periférica é um dos
mecanismos pelos quais as CTM poderiam manipular a imunidade adaptativa. Deste
modo, as CTM poderiam prevenir respostas alogenéicas através da modulagao das
células dendriticas ou diretamente sobre as células T [124]. Em 2005, Maccario e colegas
descreveram a capacidade de CTM humanas de induzir a diferenciacao de células T
CD4* para um fenoétipo supressor ou regulador [125]. Recentemente, Pierdomenico et al.
demonstraram que estas células inibiam a resposta proliferativa de linfocitos T CD4*

frente a estimulo policlonal em quase 90% [126].

A aquisicao das CTM de medula ¢ um método trabalhoso e dolorido para o
paciente, o que torna a células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC, do inglés
Adipose-derived stem cells) uma atraente alternativa de obtengao de CTM para uso em
engenharia tecidual e aplica¢Oes clinicas [127]. Sua relativa abundancia, e facil acesso
nos tecidos adultos, fazem dessas células as candidatas ideais para uma terapia celular.
Assim, a proposta para o uso dessas células no reparo de tecidos injuriados, ou depois
de apropriada manipulacao, tratamento de algumas desordens estd a ganhar novos

defensores a cada dia [100, 128, 129].
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Um estudo minucioso realizado pelo grupo do Pesquisador Antoine Blancher
comparou a capacidade imunomoduladora de CT derivadas da medula 6ssea com as
ADSC. Nesse estudo eles concluiram que as duas células possuiam um potencial
imunossupressor, pois ambas foram capazes de conter a proliferacao de linfocitos T,
frente a estimulos alogenéicos ou policlonais. Eles mostraram também que essa
supressao necessitava de um contato celular e era mediada por substancias soluveis,
diferentes da IL-10 e TGF-B [130]. Isso nos levou a pensar que as ADSC podem ser de
grande utilidade, uma vez que é encontrada em grande quantidade e com facilidade de
obtencdo. Assim sendo, nds decidimos estudar o papel dessas células no modelo de
transplante de pele. Neste trabalho de doutorado, nds tinhamos como hipdtese que as
ADSC induziriam uma tolerancia imunoldgica em transplante experimental por

influéncia no balanco de células T reguladoras (Treg) e efetoras (Th1/Th17).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar a capacidade de induzir tolerancia a enxertos de pele pelo tratamento

com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC).

2.2 Especificos:

I — Avaliar se o tratamento com as ADSC é capaz de induzir tolerancia a um

enxerto de pele alogenéico;

IT — Caracterizar a capacidade imunomoduladora das ADSC em suprimir a

resposta imune alogenéica;

III - Avaliar se apds o tratamento com as ADSC, houve uma expansao na

freqiiéncia de células T reguladoras nos linfonodos drenantes; e

IV — Quantificar a expressao das moléculas Foxp3, IL-10, IL-6, TGF-3, IL-17, IFN-
v e IL-2 nos linfonodos e no enxerto dos camundongos transplantados tratados ou nao

com as ADSC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais de experimentacao

Camundongos isogénicos machos de 8 a 10 semanas de idade, das linhagens
CBA/] e C57BL/6 foram obtidos no biotério de criacao do Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Os CBA/] foram utilizados como doadores de tecido adiposo e tecido
cutaneo enquanto os C57BL/6 foram utilizados como receptores. Os procedimentos
realizados estdo de acordo com os principios da Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.
(Protocolo n® 010 folha 42 livro 2). Para cada ensaio foram utilizados 5 animais por

grupo, representativos de dois experimentos distintos.

3.2 Isolamento, caracterizacao, diferenciacao das células-tronco derivadas
de tecido adiposo de camundongos

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSC) de
camundongos foram isoladas seguindo o método de aderéncia ao plastico, descrito
anteriormente [131]. Breve, as células de gordura foram obtidas depois da retirada do
tecido adiposo abdominal dos camundongos. Apds digestao com colagenase II (Sigma)
por 30 minutos a 37 °C. As células foram recuperadas apos centrifugagao a 1.500 rpm
por 10 minutos. Esse procedimento foi repetido mais uma vez e o botao celular foi
ressuspenso em meio de cultura Dulbelco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com
baixa dose de glicose, suplementado com 10% de SBF (Hyclone), 1% de penicilina e
estreptomicina (Gibco), 2,4 mg/mL de HEPES (Sigma), e 3,7 mg/mL de NaHCOs (Synth).
As células foram contadas, transferidas na concentracao de 1 x 107 células/mL em
garrafas de 75 cm?, e incubadas a 37 °C em uma atmosfera imida com 5% de COz. O
meio de cultura foi trocado apds 4 dias do isolamento para remogao das células

hematopoiéticas nao aderidas. Apds 3 dias as células foram subcultivadas por



MATERIAL E METODOS 35

tratamento com 0,05% de tripsina e 0,53 mM EDTA por 2 minutos, lavadas com meio de
cultura DMEM suplementado, para remogao de residuos de tripsina e coletadas por
centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos e transferidas para frasco de 25 cm?® para
crescimento. A cada passagem quando as células alcancavam uma confluéncia de 80 a
90% as células foram tripisinizadas como descrito anteriormente e transferidas para
novas garrafas em menor concentragao. Quando as células estavam na passagem 5 (P5)
foram realizados ensaios de diferenciagao, para a caracterizagao funcional, e citometria
para caracterizagao fenotipica das ADSC. Para tanto foram utilizados os seguintes

parametros:
Caracterizagdo fenotipica

Na passagem 5 uma parte das células obtidas foram submetidas a analise
fenotipica por citometria de fluxo (FACS). Apds centrifugacao e obtengao do botao
celular essas células foram distribuidas em tubos distintos ressuspensas em tampao de
FACS (PBS 1%, SFB 3% e 0,02% azida sddica) e centrifugas a 1500 rpm por 5 minutos,
subseqiiente as células foram marcadas com anticorpos monoclonais ligados a
fluocromos para as seguintes moléculas: CD73 PE, CD44 PE, CD31 FITC, CD34 FITC,
CD45 PerCP, CD11c PE-CY5 F4/80 PE, CD80 PE e CD86 FITC (BDBioscience). As
células foram incubadas a 4 °C por 30 minutos, e ap0s isso ressuspensas em 400 pL de
tampao de FASC, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e ressuspensas novamente 300 puL e analisadas em citometro de fluxo BD
FACSCanto™ II. Para analise dos resultados utilizamos o software Flow]JO 7.5. Os
dados foram plotados como histograma sendo a porg¢ao positiva compensado pelos

controles isotipicos para os determinados fluorocromos.
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Diferenciagdo adipogénica

ADSC na terceira passagem na densidade de 2-5 x 10° células/cm? foram
cultivadas em placas de 6 pogos com meio de cultura DMEM até atingirem confluéncia.
Nesse ponto, o meio de cultura DMEM foi trocado por o meio de cultura de indugao de
adipogeénese que consiste em meio DMEM (alta glucose, 4,5 g/L) suplementado com 1
UM de dexametasona, 0,5 mM de indometacina, 10 ug/ml de insulina, 100 mM 3-
isobutil-1-metilxantina (Sigma, USA) e 10% de SBF, por trés dias. Em seguida, o meio de
indugao de adipogénese foi trocado por um meio de manutencao contido de DMEM
(alta glucose 4,5 g/L) suplementado com, 10 ug/mL de insulina e 10% de SBF. Essa
estimulacdo foi repetida duas vezes, num total de 18 dias de tratamento [132]. As
células de controle foram cultivadas no meio DMEM suplementado apenas com 10%
SBE. Apds isso foi retirado todo o meio lavado com PBS 1% e depois as células foram
tixadas com paraformaldeido 10% por 20 minutos, lavadas com agua destilada e
coberto com uma camada de Oil Red O por 5 minutos e lavar com agua. A diferencia¢ao
das células pode ser observada pela coloragdao laranja dos vactiolos de gordura em

microscopio dptico.
Diferenciagdo osteogénica

A diferenciacdo osteogénica foi induzida na terceira passagem da cultura das
ADSC seguindo protocolos previamente publicados [100, 133]. As ADSC foram
incubadas com meio de cultura contendo 100 nM dexametasona, 10 mM de sodio B-
glicerofosfato e 0,05 mM de acido ascorbico (Sigma, USA). As células na concentragao
de 5 x 10%/cm? foram cultivadas separadamente em cada meio de cultura por 28 dias e o
meio foi trocado a cada 3 dias. No 28° dia, metade das células cultivadas em cada meio
foi incubada com 10 nM 1,25-dihidroxivitamina Ds (vitamina D, Biomol Research

Laboratory, Plymouth Meeting, PA, USA) por mais 72 horas. Apds isso foi retirado todo
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o meio lavado com PBS 1% e depois as células foram fixadas com paraformaldeido 10%
por 20 minutos, lavadas com agua destilada e coberto com uma camada de Alizarin Red
S por 5 minutos e lavada novamente com agua. A diferenciacao osteogénica pode ser
determinada pela atividade da fosfatase alcalina corada com prata (Von Kossa) e

evidenciada por microscopia.
Diferenciagdo condrogénica

As ADSC foram plaqueadas como descrito acima e induzidas para diferenciagao
em condrdcitos em meio especifico contendo: 6,5 pg/mL de insulina, 10 ng/mL de TGF-$3
1 e 50 nM de Acido Ascérbico 2 — fosfato, durante 3 semanas. As aliquotas dos
estimulos de diferenciacdo devem ficar congeladas e adicionadas a cada troca, pois
podem perder sua atividade em geladeira. Ap0s isso foi retirado todo o meio lavado
com PBS 1% e depois as células foram fixadas com paraformaldeido 10% por 20
minutos, lavadas com dgua destilada e coberto com uma camada de Safranina O por 5
minutos e lavar com dgua. A matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos pode ser

observada pela coloracao vermelha em microscopio optico.

3.3 Isolamento da Fracao mononuclear de medula dssea

A fragao mononuclear da medula dssea foi obtida depois da retirada da medula
Ossea da tibia e fémur dos animais. Com auxilio de uma tesoura retiramos as epifises e
com uma seringa e agulha de 0,45 x 13 contendo PBS realizamos o flush no interior da
medula. Obtida a medula, com o auxilio de uma pipeta desfizemos o tecido para
obtencao de uma suspensao celular. Colocamos essa suspensao em sobre um gradiente
de 2 mL de Histopaque (Sigma, Sant Louis, USA) e centrifugamos por 20 minutos a
2200 rmp sem aceleracdo e sem freio. Apds isso removemos o anel de células

mononucleares, lavamos, contamos e injetamos 2x10° células via intraperitoneal.
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3.4 Transplante de Pele

O transplante de pele foi realizado segundo a técnica descrita por Markees et al.
(1997), porém por nés modificada. Os camundongos doadores CBA foram sacrificados,
e com o auxilio do bisturi a pele da cauda foi removida, cortada em quadrados de 1 cm
de diametro sendo os cantos abaulados. A pele apods preparada foi mantida em solugao
salina tamponada (PBS) na placa de petri sobre gelo até o momento do uso. Os
camundongos receptores C57BL/6 foram anestesiados com 350 pL (via i.p.) da mistura
de cloridrato de ketamina (0,5%) e cloridrato de xilazina (0,3%) em PBS. Os animais
tiveram o dorso depilado, e fizemos a assepsia com etanol 70%. Uma pequena fissura
“leito” para o enxerto na regidao dorsal foi preparada removendo-se uma drea da
epiderme e derme até o nivel do musculo intrinseco, no tamanho do enxerto. Os
enxertos foram colocados no “leito”, suturados com fio de nylon 6.0 com agulha
triangular e cobertos com band-aid. A sobrevida do enxerto foi monitorada diariamente
apos o 7¢ dia do transplante por avaliacao visual. A rejei¢ao foi definida a partir do dia

em que 90% do enxerto apresentava-se necrosada.

3.5 Citometria de Fluxo

Imunofenotipagem de Células T Reguladoras

Inicialmente realizamos a marcagao das moléculas de superficie celular. A
suspensao celular obtida dos linfonodos foi primeiramente incubada com 80 pL de
FcBlock (clone 24G2D) por 30 minutos a 4 °C, posteriormente foi adicionado anticorpos
monoclonais especificos, CD4 (FITC) e CD25 (PE), incubados a 4 °C por mais 30
minutos. Apds isso adicionamos 500 uL de FACS buffer aos tubos e os mesmos
centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e os
tubos foram agitados no vértex por 5 segundos para desprender as células. Depois de

realizada a marcagao das moléculas de superficie, realizamos a marcacado intracelular do
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Foxp3 seguindo especificagoes do fabricante EBioscience®. Os dados foram analisados

usando o software Flow]O 7.5.

Citocina Intracelular

Os linfonodos obtidos dos animais transplantados foram macerados e a
suspensao celular obtida foi centrifugada a 1500 rpm 5 minutos para obtencao do botao
celular. Apds isso as células foram plaqueadas em placa de 96 pogos fundo U num
volume final de 200 mL. Foi adicionado na concentracao de 1uL/mL de brefeldina A,
acetato miristato de forbol e ionomicina por 6 horas em estufa a 37 °C 5 % CO2. Apods
estimulo as células foram marcadas com anticorpos de superficie como descrito
anteriormente e para marcagao das citocinas intracelulares utilizamos o Kit da BD
Bioscience. Os anticorpos para marcagao intracelular foram anti: IL-2 PE, IL-10 APC, IL-
17 PE e IFN-y FITC (Biolegend). Quando utilizamos os animais C57BL/6 Foxp3GFP*

utilizamos anti IFN-y PE (BD Bioscience).

3.6 PCR em Tempo Real
Extracdo de RNA

O RNA foi extraido pelo método descrito por Chomczynski et al., o qual se utiliza
a solugao de Trizol (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) para isolamento de
RNA total [134]. Trizol é uma solu¢ao monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina
que rompe as células mantendo a integridade do RNA. Foi adicionado 1 mL de trizol
para 1-4x10° células. Incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos esse
periodo foram adicionados 200 puL de cloroférmio RNAse free, puro, por ml de trizol.
Apos agitacdao e incubagdo por 3 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a
13000 g, por 15 minutos a 4 °C. Apos a centrifugacao ha uma separagao de fases e o
RNA se encontra localizado na fase aquosa. Essa fase foi transferida para um novo tubo

e precipitada com 1000 pL de alcool isopropil por mL de trizol. Incubou-se por 10
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minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se por 13000 g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi removido e adicionou-se 1 mL de etanol 70 %. Centrifugou-se a 13000
g por 5 minutos a 4 °C. O sedimento foi ressuspendido em 12 pL de dgua tratada com
DEPC q.s.p (Invitrogen, CA, USA). Desse estoque, 1 pL foi usado para a quantificacao
em espectrofotometro e 1 ul para andlise em gel de agarose 1,2%. Este material foi

mantido a -80 °C até o momento da transcrigao.

Quantificacido de RNA

Apds a extracado, o RNA obtido foi quantificado através de leitura em
espectrofotometro (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific Inc, USA) nos comprimentos
de onda (A) de 260 e 280 nm. O grau de pureza da amostra foi verificado através da
analise da relagao entre 260 e 280 nm. Sendo considerada uma boa extra¢ao aquela que

apresentou valores de razao maiores que 1,7.

Uma aliquota de RNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1,2 %,
RNAse free, para a visualizagao da integridade das amostras, observando as duas
subunidades do RNA ribossomico, 185 e 28S, e também possiveis contaminag¢des com
DNA. Como marcador de massa moléculas usou-se o High DNA Mass ladder
(Invitrogen, CA, USA). As amostras com RNA degradado foram descartadas e

recoletadas.

Tratamento com DNAase

As amostras de RNA foram tratadas com DNAase para que nao houvesse
interferéncia do DNA no PCR em tempo real. Foi usado 1 pL da enzima DNAase-I por
1 nug de RNA. Foram adicionados 3 pL. de DNAse, 3 uL de tampao 10 x RN Aase free e 3
ug de RNA, completando-se o volume com agua tratada com DEPC q.s.p para 30 puL. A

amostra foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Apos esse periodo,
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adicionou-se uma solugao de EDTA para bloqueio, misturou-se e incubou-se por 10

minutos a 65 °C.

Transcrigcdo reversa

Ap0s a constatacao da qualidade e pureza do RNA, a transcrigao reversa foi feita
com 3 ug de RNA total utilizando-se a enzima transcriptase reversa (Super-script II™
Reverse Transcriptase, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para este protocolo foi
adicionado ao RNA 1uL de oligo dT (500 pg/mL), 1uL de dANTP (2,5 mM de dATP,
dCTP, dGTP e dTTP, resultando em uma concentracao final de 10 mM) e dgua 20 pL.
Esta mistura foi aquecida a 65 °C por 5 minutos em termociclador (Eppendorf EPS
Gradient, USA). Em seguida, foram adicionados ao tubo de reagao 4 pL de tampao de
transcricao 5 x 2 uL. de DTT 0,1 M e 1 uL de inibidor de RNAse (40 U/uL) (RNAse
OUT™, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram, entao, colocadas em
termociclador a 42 °C por 2 minutos, nessa etapa fez-se uma pausa para a adi¢do da
enzima transcriptase reversa (200 U/uL). Apds essa pausa a reacao continuou a 42 °C

por 50 minutos seguidos de 70 °C por 15 minutos.

Reagdo de PCR em tempo real

Os genes IL-2, IL-6, IL-10, IL-17, Foxp3, HO-1, IFN-y e TGF-f foram
quantificados quanto a sua expressao através de PCR em tempo real, em aparelho ABI
PRISM 7300 sequence detection system (Applied Biosystem, EUA). Cada amplificacao
foi preparada com 5 ug de cDNA. A amplificacdo foi realizada em um volume final de
10 pL contendo 1 pL de cDNA a uma concentragao de 5 ng/uL, 0,5 uL de sonda, 4 pL
TagMan® PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) e 3,5 uL de
agua livre de DNase/RNase (Sigma). As condi¢oes de amplificacdo foram padronizadas
para cada transcrito. Uma relagao comparativa entre os ciclos da reagao (ct) foi usada

para determinar a expressao génica, em relagao ao controle HPRT (gene housekeeping,
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calibrador). Dessa maneira, niveis arbitrdrios de mRNA foram expressos como uma
diferenca de “n” vezes em relacao ao calibrador. Para cada amostra, os valores (ct) dos
genes alvo foram normalizados e o valor usado para demonstrar a expressao relativa
dos genes alvo do grupo tratado em relacdo ao nao tratado foi calculado utilizando a

expressao 244°T (Previamente descrita por K. Livak — PE - Applied Biosystems;

Sequence Detector User Bulletin 2) [135].

Tabela 1: Referéncia das sondas utilizadas neste protocolo.

HPRT Mm 00446968_m1 FOXP3 Mm 00475156_m1
IL.-2 Mm 00434236_m1 HO-1 Mm 00516004_m1
IL6 Mm 00446190_m1 IFN-y Mm 00801778_m1

IL-10 Mm 99999062_m1 TGF-B Mm 03024053_m1

IL-17 Mm 00439619_m1
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3.7 Isolamento das células T CD4+

As células T CD4* foram isoladas do linfonodo drenante dos animais utilizando
microesferas magnéticas que se ligam a molécula CD4 (Miltenyi, EUA) nos linfdcitos T.
Os linfonodos foram macerados utilizando laminas histologicas esmerilhadas e
posteriormente a suspensao celular foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos para
obtengao do botao celular. Desprezamos o sobrenadante e ressuspendemos em 5 mL de
uma solugao PBS 1 % + 0,5 % BSA +2 mM EDTA (Tampao separagao). Contar as células
e obter uma suspensao celular de 107 células/mL, adicionar 10 pL das microesferas
magnéticas/mL de suspensao, incubar por 20 minutos a 4 °C. Lavar as células com PBS 1
% + 0,5 % BSA + 2 mM EDTA e centrifugar a 1500 rpm 5 minutos e ressuspender em 1
mL do tampao separacao e iniciar o preparo da coluna LS (Miltenyi, EUA). Ja no campo
magnético lavar a coluna com 5 mL do tampao (ndo deixar a coluna secar) e iniciar a
selecdo negativa colocando a suspensao de células na coluna. Aos poucos ir
adicionando 10 mL do tampao até lavar bem a coluna, retirar a coluna do campo
magnético e lavar a coluna (selecao positiva) com 10 mL do tampao e subseqiiente com
a ajuda do émbolo remover toda a amostra. Centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos e
ressuspender o botdo celular em 2 mL de DMEM suplementado (descrito acima) e

reservar para o uso.

3.8 Ensaio de Resposta linfoproliferativa

A reacgao mista de leucocitos (MLR) foi realizada conforme a técnica padronizada
e implantada no nosso laboratdrio. Células dendriticas foram obtidas de esplendcitos
totais utilizando microesferas magnéticas (descrito acima) do doador alogénico (CBA-])
e foram irradiadas (3000 rads) e reservadas. As células T CD4+ obtidas acima foram
marcadas com CFSE. As células foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e

ressuspensas em PBS 1 % BSA na proporc¢ao de 1 x 10%/mL e posteriormente adicionou-
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se 1uL/mL de CFSE e incubamos por 10 minutos a 37 °C em banho-maria. Apds isso
adicionamos 5 vezes o volume com meio DMEM gelado e incubamos por 5 minutos em
gelo. Subseqiiente centrifugamos as células a 1500 rpm por 5 minutos e o botao celular
foi ressuspenso em meio suplementado. Para o ensaio, plaqueamos as células em placa
de 96 pogos fundo U (Costar, Cambridge, MA, EUA) na proporcao 1:1 (2 x 10°) num
volume final de 200 uL de meio de cultura suplementado. No ensaio de supressao foi
acrescida 1 x 104, 1 x 10° e 2 x 10° respectivamente de ADSC. As células foram cultivadas
em triplicata por 96 horas dias em incubadora a 37 °C com 5% de CO:. No final do
periodo de incubagado, as células foram recolhidas e a proliferagdo estudada quanto
divisao e perda da intensidade de fluorescéncia em citometro de fluxo BD FACSCanto™

II.

3.9 Ensaio de citocinas por Bioplex

Os sobrenadantes coletados para a andlise no Bioplex foram congelados a - 80 °C
até o momento do uso. O painel usado foi o Mouse Th1/Th2 (Bio Rad, Hercules, CA)
para deteccao de citocinas: 11-2, IL-4, 11-5, IL-10, IL-12, GM-CSF, IFN-y e TNF-a. O ensaio
foi desenvolvido de acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, 20 pL. do soro
dos animais foi diluido em 60 pL “Bioplex Mouse Serum Diluent” (Bio Rad, Hercules,
CA). O filtro da placa multiwell 96 foi lavado com Bioplex Assay Buffer (Bio Rad). Em
seguida, foram adicionados os beads conjugados com anticorpos anti-citocinas, lavados
com Bioplex Wash Buffer, sendo posteriormente adicionados sobrenadantes diluidos.
Seguido de uma incubacao de 2 horas, a placa foi novamente lavada com o Bioplex
Wash Bulffer, sendo entao adicionado a cada pogo o anticorpo biotinilado de deteccao
para um epitopo diferente da citocina, formando entdo um sanduiche de anticorpos,
incubado por 1 hora. Apos esse periodo, novas lavagens com o Bioplex Wash Buffer
foram realizadas, sendo entdo adicionado Streptavidin conjugada com PE, que se liga

ao anticorpo biotinilado, por 30 minutos. Novas lavagens foram realizadas com Bioplex
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Wash Buffer, e os beads foram ressuspensos com Bioplex Assay Buffer e analisados no
Bioplex 200 Suspension Array System/ Luminex (Bio Rad, Hercules, CA) através do
Software Bio-Plex Manager, versao 4.1 (Bio Rad, Hercules, CA). Os dados observados

sao referentes a no minimo 100 beads por citocina.

3. 10 Analise Histologica

Apos retida do enxerto, o material foi fixado em formol tamponado a 10% até a
montagem do bloco de parafina. Os cortes foram processados pelo técnico em histologia
Paulo Albe e depois corados com hematoxilina-eosina (H.E). Para os ensaios de Picro-
sirius as laminas foram enviadas para a Patologista Profa. Rosana Rosa Corréa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro que fez o processo de coloracao e também
avaliou os cortes de H.E. A microscopia foi realizada em microscopio optico Leica e

analisadas pelo software Leica Qwin.

3.11 Analise estatistica

Para os dados da sobrevida adotamos o Logrank Test e para as analises
comparativas entre os grupos, foi empregado o teste t de Student (Mann Whitney test)
para comparacao entre duas varidveis e o Anova (Kruskal-Wallis test) juntamente ao
Teste de Dunn (Multiple Comparison Test) para comparar todos os grupos. Para todos
os testes, foi estabelecido um nivel de significancia de 5%, rejeitando-se a hipdtese da
nulidade quando p < 0,05. Os resultados também foram apresentados como média +

erro padrao SEM.
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4 RESULTADOS

Conforme proposto por Friedenstein e colegas em 1970, as ADSC tém como
caracteristicas sua aderéncia ao plastico e a diferenciacdo para distintos tipos celulares,
como: ostedcitos, adipdcitos, condrocitos, midcitos, entre outros. Para tanto,
primeiramente, obtivemos as células do tecido adiposo dos animais e as caracterizamos

como descrito anteriormente para posterior utilizagcao nos experimentos [136].

4.1 Caracterizacao in vitro das ADSC: potencial de diferenciacao

As CTM estao distribuidas por todo o organismo, tendo em cada drgao
vascularizado precursores que, quando submetidos a diferentes estimulos, podem se
diferenciar para outros tipos celulares [137]. Aqui, o tecido escolhido para o isolamento
das CTM foi a gordura por ser de facil obtengao e por gerar um maior rendimento de
células apds o cultivo. Assim, camundongos da linhagem CBA/J foram utilizados para
retirada do tecido adiposo da regidao abdominal e subseqiiente obtencao das ADSC.
Depois de obtidas, as células foram cultivadas conforme descrito na secgao de Material
e Métodos até o momento do uso. Na 5% passagem, as células permaneciam aderidas ao
plastico com morfologia caracteristica fibroblastdide, avaliadas em microscdpio Optico
(Figura 1). Apds esta etapa, foi induzida a diferenciagao para adipocitos, osteocitos e

condrdcitos.

Figura 1: ADSC de camundongos isoladas do abdémen de camundongos CBA/]. As células foram
retiradas do tecido adiposo abdominal apds digestdao com colagenase II foram colocadas em
cultura e na quinta passagem foram observadas em microscopio Optico, onde é possivel
observar células com morfologia de células-tronco mesenquimais. Aumento 40 X.
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Na figura 2B, podemos observar a diferenciagdo das ADSC para adipdcitos.
Especificamente, visualizamos vesiculas de gordura (coradas em laranja) no interior das
células, por meio do corante Oil-Red, apos 14 dias de diferenciagdo, o que nao foi

observado nas células controle que nao receberam o estimulo (Figura 2A).

Figura 2: ADSC de camundongos CBA/J diferenciadas para Adipocitos. Em A, ADSC controle mantidas
em cultura por 14 dias, ndo incubadas com meio de diferenciagdo para adipdcito, coradas com
hematoxilina. Em B, ADSC diferenciadas para adipdcitos e, em laranja, vesiculas adiposas
coradas com Oil Red e contracoradas com Hematoxilina. Essas células foram submetidas a
meio de cultura suplementado com insulina, dexametasona, IBMX e indometacina, e mantidas
em cultura por 14 dias. Aumento de 200x.
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Na diferenciacdo para ostedcitos, observamos a presenca de colonias celulares
com tonalidade marrom, apds coloracao pela prata (Von Kossa), evidenciando a
presenca da fosfatase alcalina, 21 dias apos o inicio da diferenciagao (Figura 3B). As

células nao diferenciadas ndo apresentaram esta coloracao (Figura 3A).

Figura 3: ADSC de camundongos CBA/J diferenciadas para Ostedcitos. Em A, ADSC controle, nao
incubadas com o meio de diferenciagdo para ostedcito e mantidas em cultura por 28 dias,
coradas com Hematoxilina. Em B, ADSC diferenciada para ostedcito, seta em branco,
demonstrando a presenca de células contendo calcio. Essas ADSC foram mantidas em cultura
por 28 dias, incubadas em meio contendo dexametasona, acido ascérbico e B-glicerofosfato.
Elas foram coradas pela técnica de Von Kossa, demonstrando depdsitos de calcio em marrom
(seta branca), e contracorados com Hematoxilina. Aumento de 200x.
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Finalmente, foi induzida a diferenciacdo para condrécitos e observamos feixes
caracteristicos de tecido cartilaginoso. Essas fibras foram evidenciadas pela coloragao

com Safranina O (Figura 4B), nao sendo observadas nos controles (Figura 4A).

Figura 4: ADSC de camundongos CBA/J diferenciadas para Condrdcitos. Em A, ADSC controle, nao
incubadas com o meio de diferenciagao para condrdcitos, e mantidas em cultura por 28 dias.
Em B, ADSC diferenciadas para condrocitos. Essas ADSC foram mantidas em cultura por 28
dias, incubadas em meio contendo insulina, TGF-f e acido ascérbico. Elas foram coradas com
Safranina O, demonstrando a formagao de feixes e o grande depdsito de glicosaminoglicanos
corados em vermelho, e condroblastos (seta branca). Aumento de 200x.
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4.2 Caracterizacao in vitro das ADSC: fenétipo celular

Apos a diferenciagao, caracterizamos fenotipicamente as ADSC. Assim, usamos
células na 2% e na 5% passagem. Para tanto, utilizamos um painel de marcadores que
abrangem os critérios minimos exigidos pela Sociedade Internacional para Terapia
Celular, sendo essas células positivas para CD73, CD90 e CD105 e negativas para CD34,
CD45, CD11b, CD19 E HLA-DR [138].

Aqui, na 5% passagem, nos utilizamos para caracterizar as ADSC o CD73 e o
CD44, comumente utilizado na caracterizagaio de ADSC de camundongos, e como
controle negativo as marcagdes para as moléculas CD11c, CD31, CD34, CD45, CD80,
CD86, F4/80 e MHC de classe 1I.

[lustramos na figura 5 os resultados obtidos com os marcadores citados acima,
assim como os controles isotipicos. As ADSC foram positivas para CD73 (21,95%) e
CD44 (22,61%) (painel B e C). Destacamos também que nao observamos a presenca de
contaminantes celulares como células-tronco hematopoiéticas (CD34*), células
dendriticas (CD11c*), células da linhagem linféide (CD45*), macréfagos (F4/80%), e
células endoteliais (CD31") (painel D, E, F, G, H).
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Figura 5: Caracterizacdo fenotipica das ADSC. As células na 5° passagem foram analisadas pro
citometria de fluxo para os marcadores de superficie: CD11c, CD31, CD34, CD44, CD45, CD73.
Em tamanho (FSC) por granulosidade (SSC), procuramos uma populagao celular grande e com
grande complexidade intracelular. Em A, observamos o “gate” de células selecionadas para
analise (P1).Em cada ensaio foram obtidas 50 mil eventos de (P1). De (B) a (H), temos a analise
das células em histograma, analisados para intensidade fluorescéncia, (deslocamento para
direita). A linha cinza compreende as ADSC marcadas com controle isotipico e a linha preta as
ADSC marcadas com os anticorpos monoclonais de interesse. Os valores estdao em forma de
porcentagem mostrados em forma de gate (trago) comparando o que é expresso ao controle. As
amostras foram obtidas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto II (BDBioscience). Os dados

foram analisados no programa Flow]O.
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Adicionalmente na figura 6, as ADSC apresentavam uma baixa expressao de

moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 e MHC-II (painel A, B, C).
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Figura 6: Avaliacio de moléculas co-estimulatérias nas ADSC. As células na 5? passagem foram

analisadas pro citometria de fluxo para os marcadores de superficie: CD80, CD86 e MHC-II.
As células selecionadas foram as mesmas acima citadas. De (A) a (C), temos a analise das
células em histograma, analisados para intensidade fluorescéncia, (deslocamento para direita).
A linha cinza compreende as ADSC marcadas com controle isotipico e a linha preta as ADSC
marcadas com os anticorpos monoclonais de interesse. controle isotipico. Os valores estdo em
forma de porcentagem mostrados em forma de gate (trago) comparando o que € expresso ao
controle. As amostras foram obtidas em citdbmetro de fluxo BD FACSCanto II (BDBioscience).
Os dados foram analisados no programa Flow]O.

A tabela 2 ilustra um comparativo das marcagdes obtidas com as células na 22 e na

5% passagem, evidenciando que apods algumas passagens obtivemos uma populacao

mais pura de ADSC.

Tabela 2: Porcentagem de expressdo dos marcadores de superficie na 22 e 5

passagem.

| Marcador I T I =

CD31-FITC 0,36% 0,18%
CD34-FITC 0,47% 0,20%
CD44-PE 34,09% 22,61%
CD45—PerCP 1,74% 0,46%
CD73-PE 9,19% 21,95%
CD11c- PE-Cy5 0,39% 0,83%
CD80-FITC 10,58% 5,81%
CD86- PE 0,45% 0,18%
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4.3 Anadlise da sobrevida do enxerto de pele apds tratamento com

diferentes populacdes celulares

Apos obtencao e caracterizagao das ADSC, iniciamos os experimentos in vivo no
intuito de evidenciar um papel supressor numa resposta alogenéica a um enxerto. Em
2006, o grupo da Katarina Le Blanc demonstrou a capacidade de CTM inibir a doenca

do enxerto contra o hospedeiro em pacientes transplantados de medula dssea [139]. A

tigura 7 ilustra o nosso protocolo experimental.
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Figura 7: Protocolo experimental utilizado para realizacdo dos transplantes e inoculagdo ou nao com as

ADSC.
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Nos transplantes isogénicos ISO, observamos o aceite do tecido transplantado
por 100 dias (Figura 8A). Realizamos o transplante da pele da cauda de um doador
alogénico (CBA/] H-2¥) em animais C57BL/6 receptores (H-2¢). Os animais que nao
receberam nenhum tratamento, grupo ALO, apresentaram uma média de sobrevida do

enxerto de 13 dias (Figura 8, painéis A, B e C) (linha preenchida).

Posteriormente, investigamos se a fracao mononuclear da medula éssea (FMMO)
de animais CBA/] poderia aumentar significativamente a sobrevida do enxerto
proveniente do mesmo doador (Grupo ALO/FMMO). Neste grupo, um dia apds o
transplante, os animais receptores receberam 2 x 10° células da FMMO por via
intraperitoneal, porém nao foi observado aumento significativo na sobrevida do enxerto

comparado ao grupo nao tratado (média de sobrevida de 14 dias) (Figura 8B).

Subseqiiente, a esses resultados, realizamos os experimentos com as ADSC de
animais CBA/J], como caracterizadas anteriormente. Os animais transplantados com pele
alogenéica receberam no dia +1, 2 x 10° células por via intraperitoneal, e foram
acompanhados diariamente. Esse grupo apresentou uma média de sobrevida de 16 dias
e meio, apresentando significancia estatistica quando comparado ao grupo ALO (p <

0,001) (Figura 8C) e também quando comparado ao grupo FMMO (p = 0,01) (Figura 8D).



55

RESULTADQOS
1004 A 100+
o ° | B
T 5
é - ALO é -~ ALO
° & 150 o B ALOFMMO
< e C
< 504 S 504
-; ';
(9] 7]
Tl Tl
2 B
(=} o
(2] [7>]
R R
C ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1 C ) )
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 5 10 15
Dias Dias
- .t
S 100+ S 100+83 D
§ -~ ALO §
2 S ©- ALO/ADSC
< 504 & 50-
-; ';
(9] 7]
Pl Tl
2 B
(=} (=]
(5] (7]
R R
C T ) 1 C 1 1 L= ]| 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Dias Dias

Figura 8: Sobrevida do enxerto de pele isogénico e alogénico com ou sem administracdo de células.
Camundongos C57BL/6 (H2b) foram transplantados com a pele da cauda do doador alogénico
CBA/J (H2¥), e monitorados diariamente até o momento da rejeigao que foi considerada quando
90% do enxerto apresentava um aspecto necrosado. A figura A ilustra os grupos controles do
nosso estudo, onde camundongos C57BL/6 foram transplantados com a pele do doador
alogénico (®) ou singénico (A). A figura B mostra grupo alogénico comparado ao grupo que
recebeu 2x10° da fracdo mononuclear da medula Ossea via peritoneal (dia +1), grupo
ALO/FMMO (o). A figura C ilustra o grupo alogénico comparado ao grupo ALO/ADSC (0) que
recebeu via intraperitoneal 2x10°de ADSC (dia +1) "Log-rank (Mantel-Cox) Test". *** p < 0,001, *

p <0,05.



RESULTADOS 56

4.4 Estudo histoldgico do enxerto apds o transplante alogenéico nos

animais tratados ou nao com ADSC

Como vimos um aumento na sobrevida do enxerto, investigamos os aspectos

morfologicos do enxerto, relacionados a esse aumento da sobrevida nos tempos de 3

dias e 10 dias, nos grupos ALO e ALO/ADSC.

A figura 9 ilustra andlise morfométrica do enxerto 3 e 10 dias apds o transplante.
Nao observamos uma diferenca quanto a espessura da derme e da epiderme entre os
grupos de estudo. Quantificamos, porém um discreto infiltrado de neutrofilos no grupo
tratado com ADSC no 3° dia (Figura 9, painéis A e E). No 10° dia ap0s o transplante,
este infiltrado aumentou e obtivemos uma diferenca estatisticamente significativa

(Figura 9 E) (p = 0,03).

Um dado importante evidenciado foi a distribui¢do da deposigcao de colageno,
identificada por coloracao de Picrosirus, mostrando que os animais tratados com as
ADSC tiveram uma melhor orientagdao do coldgeno, corado em vermelho (Figura 10,
painéis E, F, G e H), tanto em 3 quanto em 10 dias (p = 0,03) (Figura 9C), e que esse
coldgeno estava apresentado de forma mais organizada. Conjuntamente, os animais
tratados com as ADSC apresentaram uma menor hiperplasia (Figura 9B) e também uma

menor area necrotica (Figura 9D), embora sem diferenga estatistica.

A tigura 10 A, B, C e D ilustram os cortes nos tempos de 3 e 10 dias corados com
hematoxilina-eosina. Deste modo podemos dizer que as ADSC aumentam a sobrevida
do enxerto e que esse aumento estava vinculado a um melhor aspecto morfoldgico do

tecido.
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Figura 9: Analises histopatologicas do enxerto 3 e 10 dias pods-transplante. Os camundongos foram
transplantados e nos dias 3 e 10 pos-transplante tiveram o enxerto retirado para andlise dos
cortes histoldgicos. Estdo representados quatro grupos de estudo: tempo 3 dias - tratados com
células ADSC (barra preta) n=5 e nado tratados (barra branca) n=5 e tempo 10 dias - tratados com
células ADSC (barra preta) n=10 e ndo tratados (barra branca) n=10. A figura (A) representa
espessura da derme e epiderme, (B) presenca de hiperplasia, (C) orientagao de colageno, (D)
tecido necrosado e (E) infiltrado de neutrdfilos. Os resultados estdo apresentados como média +
desvio padrao; "Mann Whitney test" * p <0,05.
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Figura 10: Avaliacdo dos cortes histolégicos do enxerto ap6s o transplante alogénico. Os animais
C57BL/6 foram transplantados com a pele do doador alogénico CBA/], e nos tempos de 3 e 10
dias observamos os cortes histologicos. As figuras (A) ilustra o corte do grupo alogénico néo
tratado 3 dias 100x, (B) grupo tratado com as ADSC 3 dias 100x, (C) ndo tratado 10 dias 100x,
(D) tratado com as ADSC 10 dias 100x coradas com HE. A figura (E) ilustra enxertos de
camundongos nao tratados 3 dias 400x, (F) tratados com ADSC 3 dias 400x, (G) ndo tratados
10 dias 400x, e (H) tratados com ADSC 10 dias 400x corados com Picrosirius. Para analise de
HE foi utilizado microscdpio Optico comum, e para andlise do Picrosirius utilizamos
microscopia de luz polarizada evidenciando a orientagdao do coldgeno em vermelho. Para as
analises utilizamos microscopio acoplado a computados com sistema interativo Leica Q-win
V3.
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4.5 Caracterizacdo do perfil de citocinas e de moléculas relacionadas ao
fendtipo de células T reguladoras presentes na pele e nos linfonodos

drenantes no dia da rejeicao

Neste primeiro painel de experimentos, avaliamos, tanto no enxerto quanto nos
linfonodos drenantes, as citocinas produzidas e as moléculas relacionadas ao fendtipo
de células T reguladoras. Usando a metodologia de PCR em tempo real, analisamos a
expressao de mRNA de IL-2, IFN-y e Foxp3. A expressao génica foi normalizada com o
controle enddégeno HPRT. A expressao relativa foi calculada em relacdo aquela do

grupo nao tratado (Grupo ALO), conforme descrita no Material e Métodos.

Ao analisarmos a expressao nos linfonodos, nao observamos diferenca na
amplificacdo dos genes de IL-2 e IFN-y (Figura 11, painéis C e E). Também nao notamos

diferenca na expressao de Foxp3 (Figura 11 A).

Quando estudamos a expressao desses mRNA no enxerto, observamos uma
inversao no padrao de expressao das citocinas IL-2 e IFN-y, conforme descrito
anteriormente para os linfonodos drenantes, embora a expressao da citocina IL-2 nao
apresentasse diferenca estatistica entre os grupos (Figura 11F). Em relacao ao IFN-y,
observamos uma supressao desta citocina no grupo tratado com as ADSC,
estatisticamente significativa (p = 0,01), em relagdo ao grupo nao tratado (Figura 11D). A
expressao da molécula Foxp3 no enxerto foi similar entre grupos experimentais (Figura

11B).
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Figura 11: Expressao génica relativa de Foxp3, IFN-y e I1-2 no dia da rejeicao por q-PCR. Camundongos
C57BL/6 (H2P) foram transplantados com a pele da cauda do doador alogénico CBA/] (H2¥) e
tratados com ADSC (ALO/ADSC) ou nao (ALO). Para tanto foram analisadas as moléculas:
Foxp3 (A), IL-2 (C) e IFN-y (E) nos linfonodos drenantes e Foxp3 (B), IL-2 (D) e IFN-y (F) no
enxerto de pele no dia em que os animais rejeitaram o enxerto. Estdo representados dois
grupos de estudo: tratados com células ADSC (barra preta) n = 10 e ndo tratados (barra
branca) n = 10. A expressao relativa foi calculada em relagao a média global do grupo nao
tratado. A expressao foi normalizada pelos niveis de expressao de HPRT mRNA e calculado
pela férmula 224t Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao; "Mann

Whitney test" * p <0,05.
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4.6 Analise da expressdo de citocinas e de moléculas relacionadas a
regulacao da resposta imune nos linfonodos drenantes, 3 e 10 dias ap0s o

transplante.

Apds avaliarmos as citocinas e moléculas relacionadas a regulacdo da resposta
imune no dia da rejei¢cao, decidimos estudar sua cinética, enfatizando um momento
precoce, correspondendo ao estabelecimento da resposta imune adquirida, e um
momento mais tardio, onde a rejeigao do enxerto ja pode ser visualizada (considerado

por nos como uma fase efetora).

Neste primeiro painel de experimentos, nos linfonodos drenantes, avaliamos as
citocinas IL-10, IFN-y, o fator de transcricao Foxp3 e a molécula HO-1. A expressao de
Foxp3 ndo apresentou diferenga entre os grupos, tanto 3 dias quanto em 10 dias apds o
transplante (Figura 12A). O mesmo perfil foi observado para a molécula HO-1, ja a IL-
10 se apresentou mais expressa nos animais tratados (p = 0,008) (Figura 12, painéis B e
C). Como observado no dia da rejeicao, os animais do grupo tratado com as ADSC
apresentaram uma maior expressao, estatisticamente significativa (p < 0,05), nos niveis

de mRNA para a citocina IFN-y, no dia 10 ap06s a cirurgia (Figura 12D).
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Figura 12: Estudo cinético da expressdao génica relativa de Foxp3, IL-10, HO-1 e IFN-y nos linfonodos
drenantes. Camundongos C57BL/6 (H2P) foram transplantados com a pele da cauda do
doador alogénico CBA/J (H2) e tratados com ADSC (ALO/ADSC) ou nao (ALO) e nos dias 3 e
10 pés-transplante tiveram linfonodos drenantes retirados para analise. Estao representados
quatro grupos de estudo: tempo 3 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n = 10 e ndo
tratados (barra branca) n =10 e tempo 10 dias - tratados com células ADSC (barra preta)n=10e
nao tratados (barra branca) n = 10. A expressao relativa foi calculada em relagao a média
global do grupo nao tratado, Foxp3 (A), IL-10 (B), HO-1 (C) e IFN-y (D). A expressao foi
normalizada pelos niveis de expressao de HPRT mRNA e calculado pela formula 224¢t, Os
resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo; "Mann Whitney test" * p < 0,05;
"Kruskal-Wallis test" ** p < 0,005.
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4.7 Analise das citocinas relacionadas a diferenciacao de células Th17 nos

linfonodos drenantes.

Conforme descrito anteriormente, as células Th17 foram descritas como uma
nova populacao de células T capazes de secretar grandes quantidades de IL-17,
dependente do estimulo de TGF-f e IL-6, em modelos murinos [140]. Recentemente, foi

revisto o papel das citocinas IL-17 e IFN-y na rejeicao a transplantes [141].

Portanto, quantificamos estas citocinas (MRNA) apos o transplante. Trés dias
apos a cirurgia, nao foi observado diferenca na expressdao génica das citocinas IL-6 e
TGF-B quando comparados os dois grupos (Figura 13 A e B). No 10° dia pos-
transplante, também nao notamos nenhuma diferenca na expressao dessas duas
citocinas (Figura 13, painéis A e B). Este mesmo padrao foi observado para a citocina IL-

17, tanto no tempo de 3 dias e 10 dias (Figura 13 C).
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Figura 13: Estudo cinético da expressao génica relativa de IL-6, TGF-§ e IL-17 nos linfonodos
drenantes. Camundongos C57BL/6 (H2P) foram transplantados com a pele da cauda do
doador alogénico CBA/J (H2) e tratados com ADSC (ALO/ADSC) ou nao (ALO) e nos dias 3 e
10 pés-transplante tiveram linfonodos drenantes retirados para analise. Estao representados
quatro grupos de estudo: tempo 3 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n = 10 e ndo
tratados (barra branca) n =10 e tempo 10 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n=10e
nao tratados (barra branca) n = 10. A expressao relativa foi calculada em relagao a média
global do grupo nao tratado, IL-6 (A), TGF-B (B) e IL-17 (C). A expressao foi normalizada
pelos niveis de expressao de HPRT mRNA e calculado pela formula 224¢t. Os resultados estao
apresentados como média + desvio padrao.
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4.8 Andlise da expressao de citocinas e moléculas relacionadas a

regulacao da resposta imune no enxerto, 3 e 10 dias ap0s o transplante

Os mesmos genes estudados anteriormente nos linfonodos drenantes foram
quantificados no enxerto nos tempos de 3 e 10 dias ap0s o transplante. Em relacao ao
Foxp3 (Figura 14A), ndo observamos diferenca entre os grupos em nenhum dos pontos
estudados. O mesmo perfil foi observado em relagao a HO-1 e a citocina IL-10 (Figura
14 B e C). Embora no linfonodo tivéssemos observado uma diferenca no 10° dia na
producao de IFN-y, no enxerto nao constatamos diferenca em nenhum ponto estudado

(Figura 14D).
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Figura 14: Estudo cinético da expressdo génica relativa de Foxp3, IL-10, HO-1 e IFN-y no enxerto.
Camundongos C57BL/6 (H2b) foram transplantados com a pele da cauda do doador
alogénico CBA/J] (H2k) e tratados com ADSC (ALO/ADSC) ou nao (ALO) e nos dias 3 e 10
pos-transplante tiveram o enxerto de pele retirado para andlise. Estdao representados quatro
grupos de estudo: tempo 3 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n =10 e néo tratados
(barra branca) n = 10 e tempo 10 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n = 10 e nao
tratados (barra branca) n = 10. A expressao relativa foi calculada em relagdo a média global
do grupo néo tratado, Foxp3 (A), IL-10 (B), HO-1 (C) e IFN-y (D). A expressao foi
normalizada pelos niveis de expressao de HPRT mRNA e calculado pela férmula 224¢t, Os

resultados estdo apresentados como média + desvio padrao.
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4.9 Analise das citocinas relacionadas a diferenciacao de células Th17 no

enxerto

Apos analisarmos os linfonodos drenantes, decidimos estudar o padrdao de
moléculas relacionadas a polarizagao para o fenétipo Th17 também no local da resposta
imune ao enxerto. Inicialmente, avaliarmos os niveis das citocinas IL-6 e TGF-f3 e nao
notamos diferengas nos animais do grupo tratado com as ADSC em relagao ao grupo
nao tratado (Figuras 15, painéis A e B). Ao analisarmos os niveis da citocina IL-17,
notamos que esta citocina estava muito menos expressa nos animais do grupo tratado
com as ADSC no 3° dia, apresentando diferenga estatistica (p < 0,05), o que nao foi
observado no 10° dia (Figura 15C). Esses dados nos levam a crer que haja uma
supressao precoce da resposta imune alogenéica pelas ADSC no local da lesao, o que

nao foi evidenciado nos linfonodos.
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Figura 15: Estudo cinético da expressdo génica relativa de IL-6, TGF-B e IL-17 no enxerto.

Camundongos C57BL/6 (H2b) foram transplantados com a pele da cauda do doador alogénico
CBA/] (H2) e tratados com ADSC (ALO/ADSC) ou nao (ALO) e nos dias 3 e 10 pds-
transplante tiveram o enxerto de pele retirado para analise. Estao representados quatro grupos
de estudo: tempo 3 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n = 10 e ndo tratados (barra
branca) n = 10 e tempo 10 dias - tratados com células ADSC (barra preta) n = 10 e nao tratados
(barra branca) n = 10. A expressdo relativa foi calculada em relagdo a média global do grupo
nao tratado, IL-6 (A), TGF-B (B) e IL-17 (C). A expressao foi normalizada pelos niveis de
expressao de HPRT mRNA e calculado pela férmula 224¢t. Os resultados estao apresentados
como média + desvio padrao; "Mann Whitney test" * p <0,05.
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4.10 Identificacao das citocinas secretadas pelas células T CD4+ presentes
nos linfonodos drenantes e células T reguladoras por citometria de fluxo

Para tentar confirmar os dados obtidos por PCR em tempo real nas analises dos
linfonodos, avaliamos as citocinas produzidas pelas células T CD4* presentes nos
linfonodos drenantes por citometria de fluxo. Estudamos as citocinas 1L-2, IL-10, IL-17,
IFN-y e o fator de transcri¢ao Foxp3. Confirmando os dados obtidos com o PCR em
tempo real, ndao observamos nenhuma diferenca na expressao de IL-2, IL-10, IL-17 e
IFN-y (Figura 16, painéis B, C, D e E). Para analise da molécula Foxp3 fizemos um “gate”
inicial nas células CD4* e selecionamos as células CD25*Foxp3*, e observamos que elas

estavam mais presentes nos animais tratados com as ADSC (Figura 16A).

O mesmo perfil de citocinas foi estudado apds 10 dias de transplante. Neste
periodo apos o transplante, nao observamos diferenca na porcentagem de células
CD4*CD25*Foxp3* (Figura 17A) e na expressao de IL-2, IL-10, IL-17 e IFN-y (Figura 14B,
C, D e E). Estes dados corroboram aqueles obtidos anteriormente por PCR em tempo

real.



RESULTADOS 70

=
&3]
J

=
o
1

% de células CD25+F0xp3+

>
o
9
=

=
al
1

CD4" IFN-y
[
o
1

54
0.5
0 0.0
AlO ADSC AlO ADSC
1.04 0.104
-
0.8 0.08+
o —— =
0.6 4 0.06-
- e
+¢ +¢
A 0.4- A~ 0.041
v O
0.2 0.02-
0.0 T 0.00
AlO ADSC AlO ADSC
0.84 E
0.6
5 e —
=
+ 0.44
<
o]
o
0.2
0.0
AlO ADSC
Figura 16: Estudo das citocinas IL-2, IL-10, IL-17 e IFN-y e da molécula Foxp3, 3 dias pos-transplantes

nos linfonodos drenantes. Os camundongos foram transplantados e no 3° dia as células dos
linfonodos foram fenotipadas. Para andlise das células T reguladoras, as células foram
marcadas externamente com anticorpo monoclonal anti - CD4 (PerCP) e anti - CD25 (PE) e
internamente com anticorpo monoclonal anti - Foxp3 (APC). As células reguladoras foram
selecionadas inicialmente com um “gate” nas células T CD* e posteriormente analisadas
quanto a expressao de CD25*Foxp3* (A). Para andlise das citocinas as células foram incubadas
por 6 horas com brefeldina, PMA e ionomicina, e marcadas com anti-CD4 (PerCP),
permeabilizadas e marcadas com anticorpos anti - IFN-y (FITC) (B), anti - IL-2 (PE) (C), anti -
IL-10 (APC) (D) e anti — IL-17 (PE) (E). As amostras foram obtidas em citometro de fluxo BD
FACSCanto II (BDBioscience). Os dados foram analisados no programa Flow]O. Os resultados
estao apresentados como média + desvio padrao; "Mann Whitney test” * p <0,05.
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Figura 17: Estudo das citocinas IL-2, IL-10, IL-17 e IFN-y e da molécula Foxp3, 10 dias pos-transplantes
nos linfonodos drenantes. Os camundongos foram transplantados e no 10° dia as células dos
linfonodos foram fenotipadas. Para andlise das células T reguladoras, as células foram
marcadas externamente com anticorpo monoclonal anti - CD4 (PerCP) e anti - CD25 (PE) e
internamente com anticorpo monoclonal anti - Foxp3 (APC). As células reguladoras foram
selecionadas inicialmente com um “gate” nas células T CD* e posteriormente analisadas
quanto a expressao de CD25Foxp3+* (A). Para analise das citocinas as células foram incubadas
por 6 horas com brefeldina, PMA e ionomicina, e marcadas com anti-CD4 (PerCP),
permeabilizadas e marcadas com anticorpos anti - IFN-y (FITC) (B), anti - IL-2 (PE) (C), anti —
IL-10 (APC) (D) e anti — IL-17 (PE) (E). As amostras foram obtidas em citometro de fluxo BD
FACSCanto II (BDBioscience). Os dados foram analisados no programa Flow]O. Os resultados
estdo apresentados como média + desvio padrao.
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411 Avaliacdo da resposta linfoproliferativa frente ao estimulo

alogenéico.

Uma vez demonstrada a capacidade das ADSC em aumentar a sobrevida do
enxerto alogenéico, investigamos se esta maior sobrevida era relacionado a capacidade
das células em suprimir a proliferacio de células T aloespecificas. Dessa forma,
realizamos um ensaio de cultura mista, onde adicionamos células dendriticas maturas
de animais CBA/J e linfocitos T CD4* de C57Bl/6, como descrito na seccao de Material e

Métodos.

As células T CD4* proliferam normalmente frente ao estimulo alogénico (Figura
18A). De forma interessante, quando adicionamos ADSC em concentragdes crescentes a
co-cultura, esta proliferacao foi reduzida (Figura 18, painéis B, C e D). Para confirmar se
as ADSC nao apresentam propriedades imunogénicas, fizemos um ensaio onde elas
foram adicionadas as células T CD4*, na auséncia de células dendriticas, e, como

esperado, as células T CD4* nao proliferaram (Figura 18 E e F).

A figura 18G ilustra a sobreposicao das proliferacdes de todos os grupos,
demonstrando que as células ADSC possuem um potencial de suprimir a resposta dos
linfocitos alogenéicos. A figura 18H somente reforca os dados, onde analisando pelo
software Flow]O, obtivemos o indice de proliferacao, mostrando mais uma vez que

essas células suprimem a proliferacao dos linfdcitos T.
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Figura 18: Avaliacdo da supressdo da resposta leucocitaria mista (MLR) por ADSC. Para realizagdo do
ensaio foram utilizadas 2 x 10° células dendriticas de animais CBA/] obtidas por beads
magnéticas e colocadas em contato com células T CD4* 2 x 105 de animais C57BL/6 obtidas por
beads magnéticas e marcadas com CFSE. Nesse ensaio foi adicionado ou nao concentragoes
diferentes de ADSC. A figura (A) representa a citometria do MLR de células CD4/DC, (B)
mesmo numero de CD4/DC + 1 x 10* ADSC, (C) CD4/DC + 1 x 10° ADSC, (D) CD4/DC + 2 x 105
ADSC, as figuras (E, F) ilustram as T CD4 juntamente com as ADSC sem diferentes
concentragdes 1 x 10° e 2 x 10° respectivamente. A figura (G) ilustra a sobreposi¢ao das
amostras, a figura (H) ilustra em barras o indice de proliferacdo calculado através de software

Flow]O.
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412 Quantificacdo das citocinas produzidas no ensaio de

linfoproliferacao

Estudarmos as citocinas presentes no sobrenadante dos ensaios de
linfoproliferacao e observamos que nos pogos onde nao foram adicionadas as ADSC
houve uma maior producao de IL-2 (Figura 19A), se associando com uma maior
proliferacdo das células, embora ndo estatisticamente significativo. Além disso,
verificamos uma redugao na secrec¢ao das citocinas pro-inflamatdrias, IL-12 (Figura 19C)
e IFN-y (Figura 19D) nas condi¢des onde as ADSC estavam presentes. E importante
destacar que a citocina IL-10 (Figura 19B) também se encontrava reduzida na presenca
de ADSC, nos levando a crer que esta citocina nao tenha um papel importante em nosso

modelo de estudo.

Finalmente, questionamos se as ADSC seriam capazes de inibir a secre¢ao de IL-
17 por linfécitos T CD4* num ensaio de linfoproliferagdo. Como demonstrado na figura
20, notamos que a adigao de ADSC a cultura promoveu uma inibi¢ao da producao tanto
de IL-17 como de IFN-y (Figura 20B) quando comparados aos ensaios sem ADSC
(Figura 20A). Esse dado indica que as células ADSC sao capazes de inibir a resposta
imune tanto de padrao Thl como de Th17. As figuras 20D e 20E esbocam os dados
obtidos de supressao da IL-17 e IFN-y pelas ADSC na forma de histograma.
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Figura 19: Avaliacdo das citocinas produzidas no sobrenadante da cultura da proliferagio. Os
sobrenadantes foram recolhidos e as citocinas estudadas no BIOPLEX. Neste ensaio foram
estudados dois grupos experimentais. A barra branca representa as citocinas do
sobrenadante das culturas células CD4/DC, e a barra preta representa o as citocinas do
sobrenadante da cultura CD4/DC + 2x105 ADSC. A figura (A) ilustra IL-2, (B) ilustra IL-10,
(Q) ilustra IL-12 e (D) ilustra o IFN-y. Os resultados estdao apresentados como média + desvio

padrao.
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Figura 20: Ensaio de resposta linfoproliferativa mista (MLR) para analise de citocinas. Para realizacido

do ensaio foram utilizadas células dendriticas 2 x 105 de animais CBA/J obtidas por beads
magnéticas e colocadas em contato com células CD4* 2 x 105 de animais C57BL/6 obtidas por
beads magnéticas. Nesse ensaio foi adicionado ou nao ADSC. A figura (A, B) representa a
citometria do MLR de células CD4/DC e a figura (C) CD4/DC + 2 x 105 ADSC. Essas células
foram incubadas por 96 horas. Para andlise das citocinas as células foram nas ultimas 6 horas
de incubagao adicionou-se brefeldina, phorbol, ionomicina e apds isso marcadas com anti-CD4
(PerCP), permeabilizadas e marcadas com anticorpos anti-IFN-y (FITC) e anti — IL-17 (PE). As
figuras (D, E) ilustram por barras os valores obtidos. Os dados foram analisados no software
Flow]O. Os resultados estao apresentados como média + desvio padrao. *p<0,05.



DISCUSSAO 77

5 DISCUSSAO

A literatura mundial se refere ao transplante como a melhor terapia substitutiva
para a fun¢ao de um 0Orgao, levando em conta uma melhora na sobrevida global e na
qualidade de vida do paciente [142-145]. Estes resultados sao traduzidos pela reducao
na taxa de mortalidade de 6,3 para 3,8 para cada 100 pessoas ao ano, em pacientes
submetidos ao transplante, no caso especifico, o renal [146]. Desde a década de 50,
quando os primeiros transplantes com sucesso foram realizados, a taxa de transplante
sofre uma grande variacdo, indo de 0,3 pmp em Bangladesh a 61 pmp na Catalunha na
Espanha [147]. Dados da ABTO mostram que em 2008 foram realizados 3.780
transplantes renais no Brasil, o que equivale a uma taxa de 20,1 pmp. Apesar destes
numeros, ainda existem 34.789 pacientes em lista de espera [148]. Entre os anos de 1995
a 2003, foi registrado no Brasil um crescimento de 81,7% na taxa de transplantes 1.
Porém, os ultimos anos foram de uma frustrante estagnacdo ou até mesmo de
decréscimo na incidéncia dos transplantes renais no pais. Este fato explica o niimero
crescente de pacientes em lista de espera. Assim, a busca de esforgos para equilibrar o
balango entre a oferta e a procura de érgaos deve ser continua. Estes esfor¢os envolvem
desde as iniciativas para o aumento no niimero de captag¢des e na qualidade dos 6rgaos,
até fatores que aumentem a sobrevida do enxerto renal. Apesar da descoberta de novas
drogas imunossupressoras, a perda cronica do enxerto continua a ser um problema,
onde a maior parte dos tecidos transplantados perde sua funcionalidade e sao rejeitados
ao longo dos anos, tornando necessaria novas intervengoes cirurgicas. Considerando
todas as informagoes acima, o estudo para entender melhor os mecanismos envolvidos
na rejeicao, assim como novas formas alternativas que possam prolongar a sobrevida do

enxerto, e quem sabe induzir tolerancia sao fundamentais.
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Neste sentido, recentemente foi demonstrado que as CTM eram capazes de
reverter a rejeicao aguda em transplantes de medula Ossea e de pele [116, 149].
Associado a este fato, surgiram evidéncias que elas modulam a resposta imune, em
parte por possuirem baixos niveis de expressdao de MHC de classes I e II, de moléculas
co-estimuladoras (CD80, CD86) e também por produzirem uma variedade de agentes
soltveis imunorreguladores (revisto por Krampera 2006) [150]. Portanto, o objetivo do
nosso estudo foi avaliar a capacidade das ADSC em promover um aumento na
sobrevida do transplante e associar a inibi¢ao da rejei¢do com um balango entre células

T reguladoras e T efetoras in vivo.

O transplante de pele é um pouco diferente de outros tipos de transplante
vascularizados como o de coragao, figado, pancreas e rim. Acredita-se que a presenca
em grande numero de células dendriticas especificas presentes na pele, as células de
Langerhans, descobertas em 1878 por Paul Langerhans [151], torne o enxerto muito
imunogénico. Entretanto, este é um modelo largamente utilizado para o estudo de
mecanismos de rejeicdo e de indugao de tolerancia. O ideal seria que os resultados
obtidos com este modelo fossem re-constatados em modelos de transplantes
vascularizados como o de coragao, para comprovacao dos achados. De acordo com a
hierarquia demonstrada por Murray em 1971, onde a pele se mostrou a mais antigénica
entre varios orgaos e tecidos [152], a vascularizacao tardia do enxerto de pele exerce
uma grande influéncia na cinética do infiltrado celular. Num estudo de transplante de
membros, o qual é composto por pele, musculo, osso e cartilagem, a pele foi a que teve

uma rejeicao mais acelerada [153].

Sendo assim, sem o uso de imunossupressores os Orgaos transplantados sao
rapidamente rejeitados pelo sistema imune do receptor. As terapias imunossupressoras
atuais reduzem eficientemente a resposta imune aos aloantigenos, resultando numa

menor incidéncia de rejeicao. A maior parte das drogas imunossupressoras tem como
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alvo os sinais intracelulares envolvidos com a ativa¢do de células T e da apresentagao
de antigenos. Porém, as terapias de longa duragao com imunossupressores levam a
ocorréncia de inimeros efeitos colaterais que contribuem para a redugao da sobrevida

do 6rgao transplantado [154].

Varios autores ja tentaram induzir a tolerancia imunoldgica em transplantes
experimentais de orgaos, usando as prdprias células do sistema imune modificadas.
Billinghan e colaboradores em 1953 foram os primeiros a descrever o papel da indugao
de quimerismo em um modelo de transplante de células hematopoiéticas para
camundongos neonatais, que resultava no aceite do transplante de pele quando adultos,
mas estes animais rejeitavam a terceira parte proveniente de outro camundongo [155].
Pesquisadores chineses mostraram que animais tratados com de extrato de ervas
medicinais apresentavam uma diminui¢ao de moléculas como MHC de classe 1I, CD80
e CD86 nas células dendriticas, o que acarretava em um aumento na sobrevida do
transplante de intestino [156]. Um outro estudo usando camundongos deficientes de
células T reguladoras naturais mostrou que, células dendriticas em estado quiescente
carregando antigenos do doador eram capazes de mediar a tolerancia ao transplante,
diferente do que acontecia quando as células dendriticas estavam ativadas [157]. A
tolerancia ao enxerto esta relacionada com a geracdao de Treg na periferia, como
mostrado com Fazekasova e colaboradores em 2009, onde primeiro eles demonstraram
que as células dendriticas tratadas com dexametasona (um potente corticosterdide)
induziam a inibicdo da expressdo génica de IL-12 e aumentavam a expressdao de IL-2.
Em seguida, eles realizaram ensaios in vitro onde demonstraram que as células
dendriticas tratadas com dexametasona induziam a proliferagdo das células T
CD4*CD25*, mas nao das T CD4*CD25; porém, quando adicionavam anti-IL-2 a essa co-

cultura, a proliferacdao era inibida. Os autores sugeriram entao que a propriedade
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imunomoduladora das células dendriticas tratadas com dexametasona estava envolvido

com a produgao de IL-2, contribuindo para expansao de Treg [158].

Em nosso trabalho, nao usamos drogas imunossupressoras como uma terapia
adicional, apenas direcionamos nossa observagao para o efeito das células-tronco na
sobrevida do enxerto. Isto explica a rejeicio precoce ao enxerto no grupo que nao
recebeu o tratamento com as células-tronco, semelhante ao observado em outro

trabalho, cujos autores usaram esta mesma combinag¢ao de MHC [159].

Um dos nossos primeiros objetivos foi verificar se as células-tronco poderiam
aumentar a sobrevida do enxerto, ou mesmo induzir tolerancia. Do ponto de vista
operacional, a tolerancia ao enxerto de pele é observada quando o enxerto sobrevive por
mais de 100 dias, na auséncia de imunossupressao [85]. Logo, as células-tronco foram
usadas com a intencdo de induzir tolerancia aos aloantigenos, com as mesmas
caracteristicas imunomoduladoras evidenciadas em modelos in vivo de EAE [160], de
transplante de medula o6ssea [139], de ilhotas pancreaticas [161] e de pele [116], e

também por sua capacidade de suprimir a ativagao in vitro de linfécitos T e B [162, 163].

Distribuidas por todo o organismo e tendo precursores em cada oOrgao
vascularizado [137], no nosso estudo utilizamos células-tronco derivadas do tecido
adiposo, as ADSC, as quais possuem todas as caracteristicas de uma CTM como as da
medula 0ssea. Seguindo o mesmo conceito, Zhu e colegas recentemente demonstraram
que as ADSC possuem mecanismos imunossupressores semelhantes as CTMs [164]. Em
2002, dados publicados por um grupo dos EUA mostrou a capacidade de um
lipoaspirado humano se diferenciar em midcitos [165]. No mesmo ano, este grupo foi o
primeiro a descrever o tecido adiposo como uma fonte potencial de CTMs [127],

tornando atraente a idéia de usar as ADSC em nosso modelo.
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Inicialmente, antes do uso em nossos estudos, as ADSC foram caracterizadas conforme
descrito pelo Comité de Células-tronco Mesenquimais e dos Tecidos da Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT) [138]. A identificagao das ADSC se baseia na
presenca ou auséncia de alguns marcadores de linhagens linféides e hematopoiéticas,
assim como a sua diferenciagdo sob determinados estimulos in vitro para tecidos de

origem do mesoderma, endoderma e ectoderma [100, 166].

Nossos resultados mostram que quando estimuladas in vitro essas células se
diferenciaram para adipdcitos, osteocitos e condrdcitos, assim como descrito na
literatura [167]. Sendo assim, partimos para uma andlise fenotipica evidenciando que
estas células eram positivas para o marcador CD73, uma ecto- 5 -nucleotidase vinculada
a proliferacao celular e adesdao, e também para CD44, molécula relacionada com
migracgao celular. Sendo negativa para todos os outros marcadores como CD11c, CD31,
CD34, CD45, e F4/80. Também analisamos a expressao de moléculas de co-estimulagao
como CD80 e o CD86, e a expressao de MHC de classe II (H-2%), sendo todas estas
pouco expressas, corroborando com os dados na literatura [138]. Como um resultado
complementar, pudemos observar que com o cultivo mais prolongado as expressoes
das moléculas contaminantes regrediram como visto na comparagao entre a 2° e a 5a

passagem.

Uma vez terminada a caracterizagdo, a nossa proxima pergunta foi se estas
células eram capazes de aumentar a sobrevida de um enxerto de pele totalmente
alogenéico. Em um experimento prévio onde transferimos a fragao total de células
mononucleares da medula dssea, nao identificamos nenhum aumento na sobrevida do
enxerto, comparado com o grupo alogenéico. Sabemos que a quantidade de células-
tronco presentes nesta fragao é reduzida, menos de 0,05% das células dentro da medula

Ossea. As CTMs residem em nichos dentro da medula dssea, portanto é necessario a sua
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retirada e expansao in vitro, para a obtencdo de um numero substancial de células,

suficiente para serem transplantadas [104].

Ao administrarmos as ADSC, observamos um significante aumento na sobrevida
do enxerto em relacdo aos animais ndo tratados, ou sobre aqueles que receberam a
fracao total de células mononucleares da medula dssea, deixando evidente a capacidade
dessas células em suprimir uma resposta alogenéica. Entretanto, ndo observamos uma
sobrevida indefinida. Renner e colegas demonstraram em um modelo de transplante
heterotdpico de coragao, que animais transplantados tratados com 2x10° CTM por via
intravenosa, 4 dias antes do transplante, apresentavam uma rejei¢ao acelerada (média 6
dias) [168]. Um outro grupo, usando o mesmo modelo animal de transplante de
coragao, mostrou que quando o tratamento com as CTM uma semana antes, no dia e 3
dias subseqiientes ao transplante, a sobrevida do enxerto aumentava para 12 dias, em
media [157]. Um terceiro grupo demonstrou que quando as CTM eram no inoculadas
no 1° ou 3° dia apos transplante, estas células eram capazes de aumentar a sobrevida do
enxerto de pele em babuinos de 7 para 11 dias [116]. Portanto, o naumero de células e o
tempo de tratamento parecem influenciar a sobrevida do enxerto. Dados nao
apresentados do nosso grupo mostraram que o tratamento com altas doses (5x10° ou
1x10°) nao levavam a uma imunossupressao maior, ou seja, maior tempo de sobrevida
do enxerto. Juntos, nossos resultados indicam que o tratamento com as células CTM
aumentam a sobrevida, mas ndo geram tolerancia ao enxerto. Acreditamos que por
causa da persisténcia do antigeno e também pela disparidade do MHC entre
receptor/doador, talvez houvesse a necessidade de um namero maior de
administragdes, ou mesmo que o ndmero infundido nao fosse suficiente. Dados
publicados pelo grupo da Profa. Katarina Lé Blanc mostraram que as células-tronco
aumentavam a sobrevida do enxerto de coracdo, porém depois de um tempo ele

apresentava sinais de rejei¢ao, necessitando de um tratamento novamente [169].
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Concomitante ao aumento na sobrevida do enxerto, nds observamos uma
melhora histoldgica na morfologia da pele transplantada desde a fase inicial,
perdurando até o 10° dia apos o enxerto, mostrando uma necrose e hiperplasia reduzida
no grupo tratado, onde foi possivel observar uma melhor orientacdao e deposicao de
colageno. Observamos também um maior infiltrado de neutrdfilos. Alguns trabalhos
mostram que essas células poderiam contribuir para rejeicao do enxerto [170, 171],
confirmando os achados de Morita e colegas (2001) demonstrando que a deplecao de
neutrofilos resultava no aumento da sobrevida de enxertos cardiacos alogénicos de 8-10
dias para 21 dias [172]. Em 2008, Larocca e colaboradores, em um modelo de
transplante de pele singenéico usando camundongos geneticamente selecionados para
uma alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) resposta inflamatdria aguda, caracterizado pelo
grande ou baixo infiltrado de neutrdfilos respectivamente, observaram que o baixo
infiltrado neutrofilico estava associado com uma pior aceitagao do enxerto de pele [173].
Portanto, é possivel que a presenca destas células seja benéfica e nao somente deletéria
ao tecido. Existem trabalhos que mostram a importancia dos neutrofilos para a neo-
vascularizagao e reparo de tecidos lesionados [174, 175]. Nossos dados sugerem que as
ADSC possuem uma capacidade maior de recrutar neutrofilos, e que essas células,
dentro deste contexto, parecem ajudar na angiogénese tecidual por meio da liberacao de
agentes troficos como o VEGF, importantes no processo de vascularizagao do tecido

[176].

Os mecanismos participantes na modulagao da resposta imune pelas ADSC
envolvem a secregao de diversos fatores troficos que podem regular a resposta imune e
aumentar a regeneragao tecidual. Dentre os fatores troficos descritos aqui destacamos:
TGF-B, IDO, HGF, prostaglandina E2 e dxido nitrico [117, 177, 178]. O TGF-f ganha um
destaque especial por ser descrito como um importante agente imunomodulador,

envolvido com a geragao de células T reguladoras. AS células T CD4* estimuladas in
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vitro na presenca de TGF-f expressam uma alta quantidade da molécula Foxp3 na sua
superficie [179]. Recentemente, mostrou-se que o Foxp3 ¢ um fator crucial no
desenvolvimento e para a funcionalidade das células T reguladoras CD4*CD25* [180,
181]. Animais com deficiéncia para Foxp3 apresentam uma grave doenga
linfoproliferativa com caracteristicas de autoimunidade [182], também encontrada em
humanos com a sindrome de Imunodesregulacdo Poliendocrinopatia ligada ao
cromossomo-X (IPEX, do inglés Immunedysregulation Polyendocrinopathy X-linked

syndrome) [183].

Os diversos tipos de mecanismos de agao dessas células vém sendo estudado por
diversos grupos de pesquisa. Dentre eles, um grupo mostrou que a indugao de
tolerancia por estas células era dependente de contato com uma resposta especifica ao
TCR [184]. Outros trabalhos mostraram o papel de varias citocinas soltiveis como IL-10,
TGF-B, e IL-35 [185] e a importancia do contato célula-célula nos trabalhos que

descrevem a capacidade das células Treg produzirem perforina e granzima A [82, 90].

O potencial terapéutico dessas células em prevenir a rejeicao de transplantes tem
gerado um grande interesse na comunidade cientifica. Essas células podem ser
manipuladas e geradas in vitro e desta forma poderiam ser infundidas nos receptores de
transplante, aumentando a sobrevivéncia do tecido enxertado [97]. Em um modelo
experimental de indugao de tolerancia ao enxerto de pele, foi demonstrado o papel das
células T reguladoras em promover a sobrevida indefinida do enxerto, por meio de
mecanismos supressores dependente de IL-10 e de CTLA-4. Experimentos realizados
com anticorpos anti-IL-10 e anti-CTLA-4 mostram a neutralizacao do efeito protetor das
células Treg e confirmam a importancia de ambas na modula¢do da resposta imune in

vivo [85].
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Antigamente a ideia de que era possivel induzir essa populagao de células Treg
na periferia era inconcebivel, uma vez que era consenso geral que essas células eram
selecionadas no timo, conhecidas como células Treg naturais. Hoje sabemos que é
possivel induzir células Treg na periferia, iTreg, [186] seja na presenca de citocinas
como TGEF- [187] ou através de contato com células como células dendriticas imaturas
[188] e, mais recentemente, com as CTM [189]. Em 2005, pesquisadores demonstraram
in vitro que as CTM produziam prostaglandina E2 e viram que esse micro-ambiente

tolerogénico levava a um aumento das células reguladoras T CD4*CD25* [117].

De volta aos nossos resultados, observamos que o aumento no tempo de
sobrevida no grupo que recebeu o tratamento com as ADSC, estava associado com o
aumento na expressao de Foxp3 nas células dos linfonodos drenantes nas primeiras 72
horas, porém depois a expressao se igualava ao grupo nao tratado. Uma hipodtese é a de
que essas células teriam migrado para o enxerto, porém nao notamos diferenca no
tecido dos grupos estudados. Ainda em relacao as andlises dos linfonodos drenantes,
nds observamos um aumento na expressao das citocinas IL-2 e IFN-y. Até recentemente,
acreditava-se que a citocina IFN-y estava exclusivamente ligada a uma resposta imune
efetora, porém trabalhos mais recentes mostraram a sua participagdo como um agente
imunoregulador [190], e como um possivel mecanismo de indugao de tolerancia
induzido pelas ADSC. Neste trabalho, os pesquisadores mostraram no modelo de
GVHD que a inoculagao de CTM de animais nocautes para o receptor de IFN-y ou da
enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) nao induziam tolerancia, como visto nos
animais tratados com CTM competentes. Em 1998, Markees e colegas ja haviam
demonstrado a importancia do IFN-y no aumento da sobrevida do enxerto de pele. Os
autores observaram que o transplante de pele em animais nocautes para IFN-y, ou
mesmo em um modelo que utilizava anticorpos neutralizantes para IFN-y essa

sobrevida era reduzida, além disso, eles fizeram uma conexao entre esta citocina e a
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molécula CTLA-4 [191]. Atualmente, dez anos apds esse achado o grupo da Kathryn J.
Wood e colegas mostraram a importancia do IFN-y na tolerancia ao enxerto de pele e
sua ligacdo com as células reguladoras. Neste trabalho os autores sugerem a
participacao do fator de transcricdo STAT-1, na indugao de uma populacao de células
Treg dependente de IFN-y [192]. Sawitzki e colegas em 2005 descreveram o papel do
IFN-y durante o desenvolvimento de tolerancia operacional mediado pelas células Treg
para aloantigenos do doador in vivo [193]. Esses dados corroboram com 0s nossos
resultados e podem indicar o possivel mecanismo de imunomodulagao neste modelo de

transplante de pele.

A IL-2 é um importante fator tréfico para os linfécitos T CD4" efetores, bem como
para as células Treg [194]. A importancia desta citocina na biologia das células Treg
pode ser evidenciada pela reducdo de células T CD4*Foxp3* nos animais deficientes
para a cadeia alfa do receptor da IL-2 e para propria IL-2 [195]. Mesmo apresentando
uma participagao na indugao de células reguladoras, o uso clinico de inibidores do
receptor (cadeia alfa) da IL-2, como o Daclizumab® e Basiliximab®, tem sido usado na
pratica clinica para uma melhor sobrevida do transplante [196]. Isso se deve a alguns
fatores como a reduzida freqiiéncia de células reguladoras no universo total de células T
CD4* e a necessidade de um microambiente favoravel para indugao de células Treg.
Aqui ndés assumimos que esta citocina é importante para a geragao, expansao e
manutencao de células T reguladoras na periferia [197]. Recentemente Renner e colegas
demonstraram a necessidade da interagao entre a IL-2 com o IFN-y para as CTM

induzirem uma tolerancia in vitro [168].

Outro mecanismo de supressao das células Treg é através do metabolismo de
adenosina onde a molécula CD39 que quebra ATP em ADP e ADP em AMP. O AMP é
rapidamente degradado a nucleotideo pelo CD73. A adenosina gera seus efeitos

supressores ao se ligar em receptores purinérgicos acoplados a proteina G (A2A),
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presente nas células T, inibindo assim a proliferacao dos linfocitos T [95]. Uma vez que
as ADSC possuem o CD73, este poderia ser o possivel mecanismo utilizado por essas

células para induzir a supressao.

A participacao da IL-10 no processo de indugdo de tolerancia mediado pelas
ADSC é controversa. Os nossos resultados mostram uma maior expressao de IL-10 nos
linfonodos drenantes do grupo tratado com as ADSC. Por outro lado, Puissante e
colaboradores demonstraram que as citocinas IL-10 e TGF-B parecem nao estar
vinculados aos mecanismos de supressao das células ADSC [130]. Neste estudo, eles
avaliaram a capacidade de células-tronco derivadas do tecido adiposo ou da medula
Ossea provenientes de humanos em suprimir uma resposta proliferativa mista, e nao
notaram a presenga dessas citocinas no sobrenadante da cultura. Corroborando com
estes dados, nds observamos uma supressao na secre¢cao de IL-10 no co-cultivo de
células T CD4* com células dendriticas, no grupo de animais tratados com as ADSC.
Esses resultados nos levam a inferir que as ADSC exer¢cam uma supressao global da
resposta imune e ndo especifica. Semedo e colegas observaram um padrao de inibicao
global de citocinas de padrao Thl e Th2, sistemicamente, num modelo de inflamagao

renal [198].

Classicamente, as células T CD4* eram divididas em dois grupos separados de
acordo com o padrao de citocinas que produzem: as que secretavam IFN-y, padrao Thl,
e as que secretavam IL-4, padrao Th2 [15]. Sendo que, o balanco entre essas duas

populagdes celulares era dependente do microambiente inflamatdrio [199].

Um trabalho realizado em animais nocautes para a subunidade p40 da IL-12
mostrou que estes animais eram resistentes ao desenvolvimento da EAE, enquanto que
animais nocautes de IFN-y eram mais sensiveis. A identificacaio da IL-23, que ¢é

constituida pela subunidade p40 da IL-12 em conjunto com a cadeia p19, levou a varios
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questionamentos a respeito do real papel da IL-12 e das células Thl no
desenvolvimento da EAE [200]. Foi verificado, posteriormente, que a IL-23 desempenha
um papel central na inducao da EAE devido a sua relacdo com a IL-17, e um novo

subtipo de célula T foi identificada, a célula T CD4* Th17 [201, 202].

Até o momento sdao poucos os trabalhos que estudam o papel das células Th17
em transplantes. Apesar das dificuldades em encontrar referencias na literatura, nos
decidimos avaliar a participacdo destas células no nosso modelo. Ao analisarmos a
expressao do mRNA nos linfonodos drenantes, nao observamos diferenca entre os
grupos, em nenhum dos tempos estudados. Como outras subpopula¢des de células T
CD4, a diferenciacao para Th17 necessita de algumas citocinas produzidas pelas células
apresentadoras de antigenos, como a IL-6 e o TGF-B, e também da IL-21, citocina
produzida pelas proprias Th17 em modelos murinos. Foi demonstrado que as células
humanas necessitam de IL-6, IL-1 e IL-23 para uma diferenciagao em Th17 [140, 179,
203]. A andlise de citocina no nosso modelo nao mostrou diferenca na expressao de
TGF-B. Porém, nos linfonodos drenantes no grupo que recebeu o tratamento com as
ADSC, observamos uma maior expressao de IL-6, sugerindo que esta citocina pode ser
importante no processo de angiogénese e de reparo tecidual, uma vez que Klassen e
colaboradores (2003) demonstraram que apds uma lesdo da medula espinhal, células-
tronco do tecido medular eram capazes de produzir IL-6 em resposta aos estimulos
inflamatdrios [204]. Além disso, foi demonstrado que a IL-6 impede a “explosao”
respiratoria nos neutrdfilos deixando-os em um estado quiescentes [205]. Isso explicaria

a nao agressao dos neutrofilos ao tecido transplantado.

Ao analisarmos a expressao de citocinas no enxerto, observamos que no 3° dia
havia uma maior expressao de IL-17 nos animais nao tratados, mas nao na expressao de
IL-6 e TGF-B. Ja no 10° dia ndao observamos nenhuma diferenca estatistica, muito

embora o grupo nao tratado apresentasse uma maior expressao de IL-17. Varios estudos
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tém demonstrado a participagao das células Th17 no processo inflamatério, com um
papel importante na quimiotaxia para neutréfilos [206]. Mesmo assim, nossos dados
demonstraram que o infiltrado neutrofilico foi menor no grupo nao tratado, o qual
apresentava uma maior expressao de IL-17. Recentemente foi visto que dependendo da
concentracao de IL-17 no foco inflamatdrio, pode ocorrer a morte precoce por apoptose

dos neutroéfilos [207], o que poderia explicar os nossos dados.

Outro ponto importante do nosso trabalho foi o estudo in wvitro onde
conseguimos mostrar em um ensaio de resposta antigenos especifica que a adi¢ao das
ADSC suprimiam a indugao da IL-17 e IFN-y [208], confirmando assim os nossos dados
obtidos in vivo no local da lesdo, sugerindo que estas células estejam realmente atuando
no enxerto. Com o auxilio da técnica de Fish, onde se buscou o cromossomo X e Y de
célula humanas, Kerkis e colaboradores demonstraram em um modelo de distrofia
muscular em caes que quando as CTMs eram inoculadas via intraperitoneal elas

migravam para o local lesionado [209].

A capacidade das CTM em inibir a maturagdo, migracao e apresentagao de
antigenos por células dendriticas foi demonstrado por English e colegas. O co-cultivo de
células dendriticas como as CTM levava a uma incapacidade destas células em
expressar CD80, CD86 e MHC de classe II apds um estimulo com TNF-a. Também, a
presenca de CTM implicava em uma reduzida expressao de CCR7, CCL19 e E-caderina
nas células dendriticas, importantes para o seu processo de migracao [208]. Nossos
dados ndo permitem ir muito além para afirmarmos quais as células que estdao a ser
diretamente inibidas pelas CTMs; células dendriticas e/ou linfécitos T. Uma vez que
trabalhos in vitro demonstraram a supressao de células T estimuladas com mitdgenos

em co-cultivo com as CTM [118, 119, 177].
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Deste modo, podemos sugerir que as ADSC inibem in vivo a participagao precoce
das células Th17 no modelo de transplante de pele, e em contrapartida induzem uma
imunomodulacgao associada com o IFN-y. Esse balango leva a um aumento da sobrevida
do enxerto e abrem novas perspectivas para o estudo da imunobiologia dos
transplantes na pesquisa basica e futuramente como uma atraente ferramenta para uso

na pratica clinica.
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6 CONCLUSOES

Com base nos nossos resultados, nés podemos concluir que as ADSC:

1. Aumentam a sobrevida do transplante de pele alogenéico;

2. Induzem nas primeiras 72 horas apos o transplante uma populagao de células T

CD4+CD25* expressando o fator de transcri¢ao Foxp3;

3. Apos o transplante, nas primeiras 72 horas suprimem a expressao de I1-17 no

enxerto;
4. Induzem uma maior expressao de IL-10 e IFN-y nos linfonodos em 10 dias,

5. Suprimem a proliferacao de linfocitos T CD4* in vitro frente ao estimulo

alogenéico; e

6. Inibem a producdo de IL-17 e IFN-y in vitro pelas células T CD4* frente ao

estimulo alogenéico.
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