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Resumo

Lavini-Ramos, C. Células mesenquimais humanas: bases moleculares da
atividade imunorreguladora in vitro. [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

As células tronco mesenquimais (MSC) tém capacidade imunossupressora
envolvendo diferentes mecanismos. No entanto, ainda ndo esta claro o que desencadeia as
diferentes vias de imunorregulagdo, ou mesmo o que determina a magnitude de sua
capacidade supressora. A nossa hipotese € que a intensidade da atividade supressora das
MSC esteja vinculada a sua capacidade de desencadear multiplas vias moleculares,
simultaneamente. Utilizamos uma estratégia experimental na qual testamos o efeito das
MSC humanas do tecido adiposo (AdMSC), derivadas de diferentes individuos, sobre a
proliferacdo de PBMC estimuladas, obtidas do mesmo individuo, visando relacionar o efeito
supressor com a ocorréncia simultdnea de modificagées imunomoleculares (expressao de
mRNA e proteinas), tanto nos linfocitos T como nas AdMSC. Foram comparadas as
correlagbes entre as modificagées de expressao génica e proteica nos ensaios com maior
(> 50% inibicdo de proliferagao de linfécitos T) ou menor (<50% de inibigdo) capacidade
supressora. A primeira novidade do nosso trabalho é que durante a atividade supressora
das AdMSC, multiplas moléculas sao acionadas, simultaneamente, nos linfécitos T (LT) e
nas préprias AAMSC, indicando a importédncia da agdo integrada de multiplas vias
moleculares. Varias dessas modificagbes de expressdo génica ocorreram de forma
dominante (em todos os experimentos), como o aumento da expressdo de IDO, ILB e
MMP2 nos LT e de diversas moléculas nas AdMSC (entre elas: IDO, HLAG, IL10, PDLA1,
SEMAD4, MMP9, FASL e véarias quimiocinas). Ademais, relatamos diversos novos
mecanismos potencialmente envolvidos na atividade supressora das AAMSC humanas,
entre eles, a diminuigdo do namero de células T efetoras ativadas, CD4 e CD8 expressando
ICOS e CD8 positivas expressando OX40, além do aumento do nimero de uma populagao
especifica de células T reguladoras (CD4+CD25"FOXP3+) expressando a ectoenzima
CD73, importante na geragdo de adenosina, molécula com atividade imunorreguladora.
Descrevemos também outras novas moléculas possivelmente envolvidas nos mecanismos
de imunossupressao das ADMSC como SEMA4D, MMP9, CCL22 e RUNX3, cuja expressao
aumentou nas AAMSC apoés o cocultivo e GARP, CTNNB1, IL1B e MMP2, nos LT.
Mostramos, pela primeira vez, um perfil imunomolecular diferencial nos ensaios de maior
capacidade supressora, com correlagdes positivas especificas entre os aumentos da
expressao génica, nos dois tipos celulares, envolvendo moléculas como HLAG e CCR4,
IL13, IL4, TLR10, IL1B, GARP, S1PR1 e CTNNB1 (B-catenina), nos linfécitos T e, nas
AdMSC, CCL22 com MMP9 e HLAG com FOXP3. Assim, sugerimos que a magnitude da
atividade supressora das AdMSC depende da combinagdo de mudltiplas vias moleculares
mobilizadas, simultaneamente, e relacionadas com a indugao de um perfil Th2, migracao e
sobrevida celular, bem como com a atividade imunorreguladora. Além de apontar novas
moléculas ao repertério imunomolecular da atividade supressora das AJMSC humanas,
trazemos uma contribuigdo importante, apresentando uma visao mais ampla da rede de
interagbes imunomoleculares envolvida na atividade supressora das MSC.

Descritores: Células-Tronco mesenquimais, Tecido adiposo, Imunorregulagado, Linfocitos ,
Mecanismos



Summary

Lavini-Ramos, C. Human mesenchymal cells: molecular bases of the
immunoregulatory activity in vitro. [dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

Mesenchymal stem cells (MSC) exhibit immunosuppressive activity operating by a variety of
mechanisms. However, it is still unclear what triggers the different immunoregulatory
pathways, or what determines the magnitude of their suppressive capacity. We hypothesized
that the magnitude of MSC suppressive activity may be related to their capacity to activate
multiple pathways, simultaneously. We used an approach in which we tested the effect of
different human MSC derived from adipose tissue (AdMSC) over T cell proliferation, using
PBMC obtained from a single donor. We determined the relationship between AdMSC
suppressive activity and the simultaneous occurrence of immunomolecular changes (MRNA
and protein expression) in both AAMSC and T cells, following AMSC/PBMC interactions.
Correlations of gene expression and protein modifications were compared in assays in which
AdMSC displayed high (>50% of T cell proliferation inhibition) and low (<50% inhibition)
immunosuppressive activity. The first novelty from our work is that multiple molecules are
simultaneously activated, in both AMSC and T cells, indicating the importance of an
integrated action of several molecular pathways. Many of these gene expression
modifications were dominantly (in all experiments) upregulated, namely: IDO, IL1B and
MMP2 in T cells and several molecules in AMSC such as: IDO, HLAG, IL10, PDLA1,
SEMAD4, MMP9, FASL, as well as many chemokines. We also report novel mechanisms
potentially involved in human AdMSC suppressive activity, such as the decrease in the
number of activated T cells, CD4 and CD8 cells expressing ICOS and CD8 positive cells
expressing OX40. We also found an increase in the numbers of a specific Treg
subpopulation (CD4+CD25“‘FOXP3+) expressing the ectoenzime CD73, important in the
generation of adenosine, a molecule displaying suppressive activity. Moreover, we report
other novel molecules possibly involved in ADMSC suppressive activity, once their gene
expression was upregulated in ADMSC (SEMA4D, MMP9, CCL22 and RUNX) and in T cells
(GARP, CTNNBH1, IL1B e MMP2), following AAMSC/PBMC interactions. We also show, for
the first time, a differential immunomolecular profile in the assays with high suppressive
activity, showing exclusive positive correlations among changes in gene expression,
involving multiple molecules, such as HLAG with CCR4, IL13, IL4, TLR10, IL1B, GARP,
S1PR1 and CTNNB1 (B-catenin) in T cells, and CCL22 and MMP9, with HLAG and FOXP3,
in AdMSC. We, therefore, suggest that the magnitude of AAMSC suppressive activity
depends on a particular combination of multiple immunoregulatory pathways simultaneously
activated and related with the induction of a Th2 profile, cell migration and survival, as well
as with immunoregulatory activity. Besides adding new players to the scenario of MSC
suppressive activity, we believe our data bring a major contribution to the field, by providing
a broader view of the interactive immunoregulatory molecular networks involved in MSC
immunologic activities.

Key words : Mesenchymal stem cells, Adipose tissue, Immunoregulation, T cells,
Mechanisms
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1. Introducao

O sistema imune mantém um delicado equilibrio entre a tolerancia ao
proprio € a resposta contra patégenos e antigenos nao préprios. Ele é formado
por uma complexa rede de diversos componentes celulares e humorais que
atuam de forma interconectada, na manutencdo da homeostase. Qualquer
desequilibrio decorrente de falta de resposta imune (imunodeficiéncias) ou
mesmo uma resposta exacerbada (autoimunidade e alergias) pode culminar
em um estado patolégico, revisado em (Kyewski e Klein, 2006).

A tolerancia imunolégica ao proprio é um estado fisioldgico, de nao
agressao aos tecidos, mantido pela interacdo do sistema imune com antigenos
proprios durante o desenvolvimento das células T e B tanto nos 6rgaos
linfides primarios quanto sencudarios, onde células autorreativas
potencialmente patolégicas sdo eliminadas. Este processo inicia-se durante o
desenvolvimento de células ainda imaturas no timo e medula éssea (tolerancia
central) e ocorre de forma continuada na periferia (Tolerancia Periférica). No
processo de maturagdo dos linfécitos T no timo, antigenos proprios, sao
apresentados principalmente por células epiteliais timicas por meio da proteina
codificada pelo fator de transcricdo AIRE (do inglés, “autoimmune regulator’ ou
regulador de autoimunidade), revisado em (Miller, 2011). Assim, caso a ligacao
entre o receptor TCR e o complexo peptideo-MHC seja de avidez intermediaria

esses clones sdo selecionados positivamente e sobrevivem (Miller, 2011).



Caso contrario, se a interagdo envolver uma ligacdo de alta avidez, esses
clones sdo selecionados negativamente e morrem por apoptose (Miller, 2011).
No entanto, essa delecdo nao € 100% eficiente e diversos clones autorreativos,
cuja interacao entre o receptor TCR e o complexo peptideo-MHC ocorreu com
alta avidez, podem escapar para a periferia (Miller, 2011), sendo encontrados
inclusive em individuos saudaveis (Danke et al, 2004). Os mecanismos de
tolerancia periférica inibem a agao desses linfocitos autorreativos contribuindo
para a manutencédo da homeostase e a consequente autotolerancia. Assim, os
principais mecanismos de tolerdncia que podem ou nao ocorrer
concomitantemente s&o: i) indugcdo de morte por apoptose, também chamada
de eliminagdo clonal; este processo se da apds repetida ativagdo pelo
antigeno, e interagdo entre as moléculas Fas/FasL (receptor e antigenos
envolvidos na inducdo de apoptose, também conhecidos como CD95/CD95L);
ii) inducao de um estado de anergia, onde ha incapacidade de ativacdo e
proliferagdo gerado pela falta de sinais coestimuladores nas APC ou pela
ligacdo a receptores inibidores como CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic T
Lymphocyte Antigen—4) durante o processo de reconhecimento do antigeno; iii)
ignorancia das células T, quando estas ndo encontram o antigeno; iv) inducao
de células T reguladoras (Treg) além da v) modificagdo do padréo de citocinas
secretadas, para um perfil mais imunorregulador, revisado em (Mueller, 2010).
Aqui, vale ressaltar que existem descritas diversas subpopulagdes de
Treg, como por exemplo: células CD4*CD25"Foxp3*, células Tr1, FOXP3- (cuja
supressao é mediada pela produgéo de IL-10), Th3 (cuja supressao é mediada
pela produgcdo de TGF-B (do inglés, Transforming Growth Factor B), células

supressoras T CD8", células NKT (do inglés, natural killer), células T CD4CD8



(revisado em TANG et al, 2008). As células Treg mais caracterizadas sao as
Tregs naturais, com o fenétipo CD4* CD25"Foxp3* originarias do timo durante
0S processos ontogenéticos, revisado em (Wing e Sakaguchi, 2010). Ja outras
Tregs podem ser induzidas a partir de células T “naive” na periferia, porém nem
todas expressam Foxp3 (Wing e Sakaguchi, 2010). As células FOXP3+
exercem supressao por diversos mecanismos, dependentes ou nao de contato
celular. Os dependentes de contato celular podem ser via CD39, CD73 ou
matando a célula apresentadora de antigenos via granzimas e perforinas.
Existem também mecanismos dependentes de fatores soluveis como IL-10,
TGF-B, IL-35, galectinas, ou mesmo por meio da privagado de citocinas, como
IL-2, necesséria para sobrevivéncia e expansao de células T efetoras, além da
adenosina (Wing e Sakaguchi, 2010). O catabolismo extracelular de ATP pelas
células T reguladoras gera adenosina, que se liga a receptores purinérgicos
acoplados a proteina G, presente em células T, inibindo assim a proliferacao
destas células (Deaglio et al., 2007).

Existem outras células diferentes das Treg, como as células dendriticas
CD8a-CD11b- que podem também auxiliar na manutencdo da tolerancia
periférica, ao adquirirem um fendtipo tolerogénico (Chung et al., 2005), além
dos macrofagos polarizados conforme estimulos especificos de ativagao para o
perfil M2 (Mills et al., 2000).

Como pode ser observado, hd uma complexa e diversa rede de células e
mecanismos envolvidos na manutencdo da toleréncia periférica, na qual
multiplos caminhos podem ser acionados durante a imunorregulacao
controlando a autorreatividade potencialmente patoloégica. Devido a essa gama

de recursos dos quais 0 sistema imune se utiliza para manter o equilibrio,



levantamos a hipdtese de que outras células imunossupressoras, como as
células tronco mesenquimais (MSC, do inglés mesenchymal stem cells), com
sua atividade imunorreguladora possam ser integrantes desse complexo
sistema, na manutencédo da tolerancia periférica. No entanto, até o momento,
elas ainda nao foram classificadas como tal.

As células tronco mesenquimais sao células imunorreguladoras
(Bartholomew et al., 2002) capazes de interagir, in vitro, com diversas células
do sistema imune dentre elas, linfocitos, mondcitos, células NK,
desencadeando respostas supressoras potentes e diversas conforme o
microambiente ao qual sdo apresentadas, e contribuindo para a tolerancia e
manutengdo da homeostase. Essas células tém sido amplamente estudadas e
estdo fortemente conectadas com o sistema imune, fazendo-nos acreditar no
seu potencial e importante papel na manutencao da tolerancia periférica.

O que caracteriza uma célula tronco é o seu estado de indiferenciacao e
sua capacidade de se autorrenovar além de originar outros tipos celulares mais
especializados revisado em (Lemoli et al., 2005). Em vertebrados, as células
tronco estdo presentes tanto em estagios embrionarios, possuindo o carater
pluripotente, gerando qualquer tipo tecidual presente em um organismo, quanto
em diversos nichos do organismo adulto, sendo capazes de manter uma
constante  plasticidade e regeneracdo, 0 que caracteriza sua
multipotencialidade (Beyer Nardi e Da Silva Meirelles; Krampera et al., 2006).

As MSC citadas anteriormente sdo um dos tipos de células tronco
adultas com uma capacidade especial que € sua capacidade imunorreguladora.
Elas sdo ceélulas progenitoras de origem estromal, inicialmente isoladas da

medula 6ssea (Friedenstein et al, 1966), mas, atualmente, encontradas em



todos os tecidos estudados até o momento, tanto em tecidos adultos, como
medula 6ssea, rim, figado, tecido adiposo (Beyer Nardi e Da Silva Meirelles,
2006), assim como em tecidos fetais (Campagnoli et al, 2001), cordao
umbilical (Erices et al., 2000) e placenta (lgura et al., 2004). Uma possivel
explicacdo para a sua localizagdo em todos os tecidos estudados até o
momento, é a sua possivel origem perivascular (Covas et al., 2008; Zannettino
et al., 2008). Os pesquisadores que defendem essa idéia acreditam que as
células progenitoras mesenquimais atuem como um reservatério de MSC
indiferenciadas que podem suprir a necessidade de regeneragao celular de
tecidos do seu microambiente, adquirindo assim, caracteristicas fenotipicas
relevantes aquele microambiente (Da Silva Meirelles et al., 2008).

A caracterizagdo fenotipica e funcional das MSC mostra que elas
apresentam uma heterogeneidade, conforme sua origem e relacionada aos
métodos de obtencao e expansao aplicados in vitro. Até 0 momento, ndo existe
qualquer marcador especifico que possa discriminar as MSC. Utiliza-se,
portanto, um conjunto de moléculas de superficie cuja expressao é positiva nas
MSC, mesmo nao sendo exclusivas delas, e outras usadas para eliminar
contaminagdes com outras subpopulagbes celulares. Estas células néao
expressam marcadores de superficie celular de células tronco hematopoiéticas
(CD34, CD54) nem marcadores de mondcitos (CD14) e linfocitos (CD3, CD45);
no entanto, apresentam a expressao das seguintes moléculas: moléculas de
adesao vascular, CD105 (SH2, endoglina, expressa em células mesenquimais
humanas e células de medula 6ssea), CD73 (5°ecto-nucleotidase, ligada a
membrana, expressa também em subpopulacdes de células B e T), CD106

(VCAM-1, molécula de ades&o vascular celular, do inglés, vascular cell



adhesion molecule-1, expressa principalmente em células endoteliais); além de
moléculas de adesao intercelular como CD44 (glicoproteina de superficie,
expressa em macréfagos, linfécitos, granulécitos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais), CD90 (Thy-1 expressa em neurdnios e timdécitos),
CD29 (betal integrina, expressa em leucécitos) (Dominici et al., 2006). Essas
moléculas citadas anteriormente sdao comumente analisadas nas MSC, no
entanto, ha uma gama maior que ja foi analisada nas mesenquimais originarias
de tecido adiposo (Locke et al., 2009).

Assim, os critérios que definem e caracterizam as MSC in vitro s&o: a
sua aderéncia ao plastico, a sua capacidade prolongada de proliferagdo e seu
potencial de diferenciagdo em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos, quando
cultivadas (Dominici et al., 2006). Apesar de ser um painel amplamente usado
para caracterizar as MSC, ha discussdes a respeito desse perfil
imunofenotipico. Algumas moléculas sdao moduladas (CD29, CD90, CD73),
tendo sua porcentagem de positividade aumentada conforme aumentam o
numero das passagens das AdMSC cultivadas in vitro (Mitchell et al., 2006).
Ademais, a auséncia de um marcador especifico que permita a sua localizacao
in vivo, e a dificuldade de se provar a caracteristica “tronco” in vivo, levaram o
Comité da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISTC, do inglés
International Society for Cellular Therapy) a sugerir que a nomenclatura mais
adequada a ser adotada € de "células mesenquimais estromais”, ao invés de
“células tronco mesenquimais” (Horwitz et al., 2005). No entanto, como esse
assunto ainda vem sendo bastante discutido, diversos grupos de
pesquisadores continuam a usar MSC em suas publicagées, assim como nos

manteremos essa nomenclatura no decorrer desta dissertacéo.



Além do perfil imunofenotipico citado anteriormente, outras moléculas
também foram descritas nas MSC, como receptores de quimiocinas e citocinas,
além de fatores solluveis como citocinas pré e antiinflamatérias, fatores de
crescimento e quimioatracao (Figura 1). Essa variedade de moléculas contribui
para as distintas funcées que essas células podem exercer na angiogénese,
como antiapoptoética, antifibrética, quimiatratora, imunorreguladora e reparadora
(Figura 1), mostrando amplo espectro de interagdo com outras células do
organismo, assim como do sistema imune. Essa complexa rede de fung¢des
mostra uma importante multifuncionalidade das MSC. Essas atividades n&o séo
todas realizadas ao mesmo tempo, mas sado acionadas conforme o
microambiente para o qual essas células sado recrutadas. Além disso, essas
moléculas ndo sado apenas expressas constitutivamente, elas estdo sendo
continuamente moduladas pelas interacbes com os outros tipos celulares e
moléculas presentes no microambiente, como por exemplo, LIF (do inglés,
Leukemia inhibitory factor), IL-6, IL-11 tém sua expressdo aumentada ou
induzida, na presenca de citocinas proinflamatérias, como IL-13 (Haynesworth
et al., 1996).

Essa multiplicidade nos faz pensar que para cada funcao exercida pelas
MSC, distintos mecanismos moleculares podem ser acionados
simultaneamente e que os mesmos podem variar conforme a intensidade da

atividade executada.
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Figura 1- Moléculas secretadas pelas MSC e sua acao paracrina sobre diversas células
do sistema imune — Agao imunomoduldora, antiapoptética, angiogénica, antifibrética, quimioatratora e
de suporte para diferenciagéo de células progenitoras A imunorregulagcdo das MSC consiste na inibicao
da proliferagdo de células T CD4+, CD8+, NK (do inglés, natural killer), supressdo da produgédo de
imunoglobulinas pelas células B, inibicdo da maturagdo de células dentricas (DC, do inglés, dendritic
cells), e indugdo da proliferagdo de outras células reguladoras. A secregdo de fatores solUveis como
contribuem para esse efeito imunorregulador, dentre eles: PGE2 (do inglés, prostaglandin E2), HLA-G5
(do inglés, human leukocyte antigen G5), HFG (do inglés, hepatocyte growth factor), INOS (do inglés,
inducible nitric oxide synthase), IDO (do inglés, indoleamine-2,3-dioxygenase), TGF-B (do inglés,
transforming growth factor 8, LIF ( do inglés, leukemia-inhibitory factor e IL-10 (do inglés, interleukin (IL)-
10). As MSC também inibem o processo de apoptose, principalmente por meio dos fatores: HGF, TGF-3,
VEGF (do inglés, vascular endothelial growth factor), IGF-1 (do inglés, insulin-like growth factor 1),
stanniocalcina 1, e GM-CSF (do inglés, granulocyte macrophage colony—stimulating factor). A
angiogénese é estimulada por meio da secregdo de moléculas da matriz extracelular (MEC) como ,
VEGF, IGF-1, PIGF (do inglés, phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F protein ), MCP-1 (do
inglés, monocyte chemoattractant protein), e IL-6. Elas também estimulam a mitose de células tronco
tissulares por meio da secregcdo de SCF (do inglés, stem cell factor), M-CSF (do inglés, macrophage
colony-stimulating factor), SDF-1 (do inglés, stromal cell-derived factor) LIF e angiopoietina 1. Além
disso, HGF, bFGF (e possivelmente adrenomedulina) produzidas pelas MSC contribuem para inibicao da
fibrose. Além disso 15 quimiocinas produzidas pelas MSC podem induzir a migragéo de leucécitos para a
area da injuria. Adaptado de (Singer e Caplan, 2011).

Por essas caracteristicas biolégicas, por seu facil acesso e sua rapida
expansao, in vitro, além da sua preservacao funcional ap6s criopreservacao
por longos periodos, as MSC tém sido utilizadas em diversas terapias

(Parekkadan e Milwid, 2010). Elas tém sido testadas na clinica para regenerar
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tecidos danificados como ésseo, cartilaginoso (Djouad et al., 2007), cardiaco,
revisado em (Grigoropoulos e Mathur, 2006), e como fonte celular para
engenharia tecidual de valvas cardiacas (Batten et al., 2006), em terapias em
diferentes contextos de doencas cardiacas, diabetes, leucemias e canceres,
doencas neuroldgicas, como esclerose lateral amiotréfica (Mazzini et al., 2009),
doenca de Parkinson e doenca de Huntignton, entre outras, revisado em (Stoltz
et al., 2006). As MSC tém sido usadas, também, para tratar pacientes com
osteogenesis imperfecta (Le Blanc et al., 2005) e GVHD grave avangada (do
inglés, Graft versus Host Disease) (Le Blanc e Ringden, 2007). Com essas
terapias resultados promissores tém sido encontrados uma vez que essas
células foram localizadas no enxerto e geraram células diferenciadas em 0sso
em fetos com osteogenesis imperfecta (Le Blanc et al., 2005). Em outro estudo,
foram encontradas no sistema nervoso dos pacientes que tiveram uma melhora
clinica da esclerose lateral amiotréfica, além de terem modulado o sistema
imune apenas 24 horas ap06s sua injecao, sugerindo uma acao sistémica
(Karussis et al., 2010). Por outro lado, alguns estudos mostram apenas a
seguranca do tratamento (Mazzini et al,, 2009) mas nao a eficacia, deixando
algumas duvidas quanto a possibilidade do uso terapéutico das MSC.
Resultados negativos também ja foram apontados, onde o grupo placebo
apresentou melhora acima do esperado, e o estudo, nesse caso para
tratamento de doenga de Crohn e GVHD foi interrompido ja em fase Ill, estudo
da Osiris Therapeutics, INC. Esse atual contexto, no qual encontramos 195
estudos para o termo “mesenchymal stem cells” em www.clinicaltrials.gov, nos

faz pensar que estd ocorrendo um avanco demasiadamente rapido para
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aplicagédo das MSC na clinica, uma vez que os mecanismos de acdo dessa
célula ainda sao desconhecidos e precisam ser melhor aprofundados.

A propriedade imunossupressora das MSC também tem sido verificada
em modelos animais, e em estudos clinicos e preclinicos relacionados a
doencas autoimunes e rejeicbes de transplantes. Nestes estudos é descrito
que as MSC sao capazes de inibir uma resposta imune proinflamatéria. Em
modelos animais, elas foram utilizadas juntamente com células beta das ilhotas
pancreaticas transplantadas em camundongos, propiciando a tolerancia ao
enxerto (ITAKURA et al, 2007). No transplante de pele em camundongos,
melhorando o GVHD e a vascularizagdo do enxerto (Aksu et al., 2008; Tian et
al., 2008) entre outros. Também, apds tratamento com MSC, camundongos
com encefalomielite experimental autoimune (EAE do inglés, experimental
autoimune encephalomyelitis) mostraram uma melhor neuroprotecao,
remielinizacdo e neuroregeneracao (Zappia et al., 2005). Apesar da eficacia de
seu uso, in vivo, as vias de acdo pelas quais as MSC atuam ainda sao
controversas. Além disso, em fungdo da busca pelos mecanismos de acao
dessas células in vivo em modelos experimentais, os estudos preclinicos
precisam ser mais aprofundados, uma vez que alguns estudos clinicos para
GVHD, por exemplo, ndo se mostraram eficazes quando comparados aos
grupos placebo, revisado em (Parekkadan e Milwid, 2010), ou mesmo
mostraram resultados n&o satisfatorios, incluindo infecgdes recorrentes,
quando uma avaliagao a longo prazo foi realizada (Von Bahr et al., 2011) .

Analisando as MSC in vitro, células de diferentes espécies, roedores
(Ren et al, 2008), primatas ndo humanos (Bartholomew et al, 2002) e

humanos (Le Blanc, Tammik, Sundberg et al., 2003) podem suprimir uma
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resposta proliferativa e inflamatoria mediada por linfécitos T frente a diferentes
estimulos, tanto policlonais, quanto especificos (Di Nicola et al., 2002; Le
Blanc, Tammik, Sundberg et al., 2003; Rasmusson et al., 2005). Apesar da
resposta inibidora ser semelhante, os mecanismos pelos quais as MSC
exercem essa imunossupressao podem variar conforme o estimulo utilizado
experimentalmente. Por exemplo, em uma reacado linfocitaria mista, ha
aumento de IL-2 e IL-10 nas coculturas, ao passo que utilizando-se um
estimulo nao especifico, outras modificagdes distintas sdo observadas
(Rasmusson et al., 2005). A capacidade supressoras ndo é dependente do
MHC, uma vez que os mesmos resultados foram obtidos usando-se MSC com
haplétipos do MHC diferentes das células respondedoras dos doadores (Le
Blanc, Tammik, Rosendahl et al., 2003).

Dessa forma, as MSC inibem a proliferacdo de células T CD4 e CD8
(Krampera et al., 2006) por diversos mecanismos que serdo abordados mais
adiante. Foi observado que as células T estimuladas na presenca das MSC
ficam retidas na fase G1 do ciclo celular sugerindo uma indugcdo da anergia
(Glennie et al., 2005). Percebemos, portanto, a diversidade de mecanismos
que sao acionados pelas MSC durante a sua atividade supressora e que uma
modulacao diferencial de moléculas pode ocorrer conforme o microambiente.
Mas € possivel que diferentes mecanismos também possam ser
diferencialmente acionados conforme a capacidade supressora de cada célula
em questdo, conforme seu potencial supressor.

As MSC também agem sobre outras células do sistema imune, como
linfécitos B, células NK e células apresentadoras de antigenos. O efeito sobre

as células B ainda é controverso, uma vez que diferentes condi¢cdes de cultivo
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(Comoli et al., 2008) podem afetar o resultado, mostrando uma inducao
(Traggiai et al., 2008) ou inibicdo (Corcione et al., 2006) da proliferacao e
diferenciacdo das células secretoras de anticorpos, na presenca das MSC.
Sobre as células NK, ha inibicao da proliferagdo induzida por IL-2 das células
NK nao ativadas, via PGE2 e IDO (Spaggiari et al., 2008) e inibicdo de sua
acao citolitica, via HLA-G (Selmani et al., 2008), apesar de ainda ser um pouco
controverso. Ja sobre as células apresentadoras de antigenos, as MSC agem
principalmente inibindo a diferenciacdo dos mondcitos em células dendriticas,
impedindo que as mesmas entrem no ciclo de divisao celular (Ramasamy et al.,
2007). Dessa forma, pode-se perceber a ampla acdo das MSC sobre as
distintas células do sistema imune.

Tem-se atribuido a atividade imunossupressora das MSC a diversas
moléculas. Sao elas: prostaglandina E2 (PGE2) (Aggarwal e Pittenger, 2005;
Krampera et al., 2006), indolamine-2,3-dioxygenase (IDO) (Meisel et al., 2004),
LIF (Nasef, Chapel et al., 2007), HLA-G (Nasef, Mathieu et al., 2007; Selmani et
al., 2008), TGF-B , L-10 (Klyushnenkova et al., 2005; Nasef, Chapel et al.,
2007) e PDL1 (Augello et al., 2005). Moléculas de adesdo como ICAM-1 and
VCAM-1 s&o importantes para interagao entre linfocitos T e MSC, contribuindo
para a sua capacidade supressora (Ren et al., 2010). As MSC também podem
induzir a geragao Treguladoras (Batten et al., 2006; Selmani et al., 2008) que
atuam inibindo a diferenciagéo de células T CD4+ naive em células do subtipo
Th17 e Th1 e induzindo um fendétipo Th2.

Um outro mecanismo importante no contexto da imunossupressao
exercida pelas MSC € através da indoleamina 2-3 dioxigenase (IDO) (Delarosa

et al., 2009). Ela é uma das moléculas induzidas por IFN-y capazes de
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controlar a inibicdo das células T e B (Krampera et al., 2006), NK (Spaggiari et
al., 2008). Nesse contexto, a IDO pode ser produzida pelas MSC, catalisa a
conversao do triptofano em kinurenina e inibe a proliferacao de células T, uma
vez que a falta desse animoacido, exerce um importante papel na supressao
da proliferacao celular (Krampera et al., 2006).

No entanto, o aumento da citocina IFN-y pode estar relacionado também
com o aumento de outras moléculas além IDO, como por exemplo, TGF- e
HGF (Di Nicola et al., 2002). Essas moléculas possuem agao sinérgica sobre a
inibicdo da proliferacao de células T (Di Nicola et al., 2002). No entanto, no
contexto de supressao pelas MSC os mecanismos pelos quais o TGF- age
como imunossupressor ainda nao foram estudados. Apesar disso, o TGF- tem
efeitos imunorreguladores sobre outras populagdes celulares, como nas células
T reguladoras (Treg), decorrente da interacao das células T com as DC. Tal
interacao promove a diferenciagdo de T efetoras em T reguladoras, além de
induzir e estabilizar a expressdo de FOXP3*" em células Treg (Tang e
Bluestone, 2008).

Outro mediador soluvel secretado pelas MSC e importante
imunorregulador é a PGE, (Aggarwal e Pittenger, 2005; Krampera et al., 2006).
Na presenca de indometacina, um inibidor de PGE2, ha um restabelecimento
parcial da proliferacdo celular (Aggarwal e Pittenger, 2005; Spaggiari et al.,
2006). No entanto, se tratada juntamente com um inibidor da IDO, o
restabelecimento da proliferagdo é mais eficaz, mostrando a sinergia de
atuacdo entre essas 2 moléculas durante a imunossupressdo (Aggarwal e
Pittenger, 2005; Spaggiari et al., 2006). Além disso, a PGE, é potente

moléculas lipidica, podendo estar envolvidas em etapas essenciais da
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imunorregulacdo, favorecendo uma resposta polarizada para Th2 com
producdo de IL-4, IL-5 e IL-10 (Harris et al., 2002). No entanto, a acdo das
PGE, em conjunto com outras moléculas, poderia ser mais estudada no
contexto da imunorregulagao pelas MSC, para melhor compreender a interacao
desta, com outras moléculas que sinergicamente contribuiriam para um
desfecho inibitério mais eficaz.

O HLA-G é um tipo de molécula HLA de classe | ndo classica que pode
estar expressa tanto na membrana celular (HLA-G1) como na forma soluvel
(HLA-G5) (Carosella et al., 2008). Em ambas as formas, esta molécula exerce
atividades tolerogénicas. Essas propriedades tém sido descritas pela sua
interacdo com receptores inibidores presentes em células NK, T e APC
(Carosella et al., 2008). A isoforma soluvel da molécula de HLA-G foi
primeiramente descrita como tolerogénica na interface materno-fetal (Hunt et
al., 2005), mas ainda pouco se estuda no contexto das MSC. Esta molécula foi
encontrada em baixa expressao na superficie das MSC, mas também pode ser
uma molécula secretada pelas MSC (Nasef, Mathieu et al., 2007). A forma
soluvel pode ser relacionada com um papel imunorregulador, pois ao se utilizar
87G, um inibidor de HLA-G, nas co-culturas foi obtido um bloqueio de 35% da
supressdo da proliferagdo das células T (Nasef, Mathieu et al., 2007). Além
disso, a isoforma soluvel, HLA-G5, secretada pelas MSC ap6s o estimulo com
IL-10, pode também inibir a atividade citotdxica das células NK e CD8, polarizar
para uma resposta Th2 e induzir a expansao de células T reguladoras (Selmani
et al.,, 2008).

O envolvimento de oOxido nitrico (NO), por meio da inibigdo da

fosforilagdo de STATS5, foi descrito em modelos de camungondos na supressao
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mediada pelas MSC (Sato et al., 2007). Apesar disso, comparando-se com
experimentos envolvendo contato direto, e a condicdo sem contato, foi
observado que a menor inibicdo na condicado sem contato ocorreu por NO ser
instavel e perder sua atividade antes de entrar em contato com as células T. No
entanto, num ambiente inflamatério, na presenca de IFN-y, juntamente com
outras citocinas proinflamatérias como TNF-a, IL-1B, ou IL-1a, ha a ativagao
das MSC que passam a produzir altos niveis de quimiocinas (CXCL9, CXCL10,
CXCL11) juntamente com iNOS (Ren et al., 2008). Estas quimiocinas atratoras
favorecem o contato celular, levando a uma migracdo das células T para a
proximidade das préprias MSC, onde a resposta proliferativa de T € inibida pelo
NO (Ren et al., 2008).

Recentemente, tem sido bastante discutido que o “milieu” proinflamatério
pode aumentar a capacidade supressora das MSC via IFN-y (Dazzi e Marelli-
Berg, 2008) ou via TNF-q, IL-1a, e IL-1B (Ren et al., 2008) ( Figura 2). Mas, é
importante salientar que, dependendo do estimulo, ou do conjunto que
moléculas que compde este microambiente, a reposta das MSC sera distinta
em termos de producao protéica e expressao génica (Crop et al., 2010), e até
mesmo de intensidade de inibicdo (Le Blanc, Tammik, Sundberg et al., 2003;
Rasmusson et al.,, 2005). Isso nos mostra que a variabilidade funcional das
MSC pode ser dependente, dentre outros fatores, do estimulo utilizado e da
heterogeneidade celular. Por exemplo, a expressdao de PDL-1 e IDO,
moléculas essas envolvidas na inibicao exercida pelas MSC pode ser induzida
por IFN-y, e ndo por TNF-a, ao passo que prostaglandina pode ser induzida por
ambas citocinas, mas ndo se mostrou essencial para a imunossupressao

(English et al., 2007). Por outro lado, a produgéo de quimiocinas como CXCL10
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e CXCL9 e de iNOS, importantes para imunossupressao, pode ser induzida na

presenca de IFN-y juntamente com TNF-a, IL-1a, e IL-1B (Ren et al., 2008).
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Figura 2- Esquema representativo da hipotese da necessidade da ativacdo das células
mesenquimais em um nicho proinflamatério. As MSCs recrutadas sdo prontamente ativadas
citocinas proinflamatérias secretadas por linfécitos e macrofagos, e liberam fatores
imunorreguladores como IDO, PGE2, HLA-G e NO. Adaptado de (Shi et al., 2010).

CROP e colaboradores (2010a) também mostram que as mesmas
AdMSC quando cultivadas sob estimulos distintos, um alogeneico e outro
composto por um coquetel de citocinas proinflamatérias, exibem um perfil dos
mecanismos que sao diferencialmente acionados. Assim, mais uma vez €
nitida a importancia dos fatores e células presentes na proximidade das MSC e
que podem afetar diferentemente a atividade das MSC, ativando distintas vias
de imunorregulacao (Crop et al., 2010; Kronsteiner et al., 2011). No entanto, as
interacbes entre esses mecanismos, e quais estdo sendo sinergicamente
acionados e quais determinam uma maior supressao ainda precisam ser

melhor elucidados.



18

Apesar da grande maioria dos pesquisadores da area atribuir aos fatores
soluveis o papel imunossupressor predominante, como mencionado acima, o
contato celular tem se mostrado bastante importante para o desfecho da
inibicdo da resposta imune (Gonzalez-Rey et al., 2010; Ren et al., 2010). A
necessidade de se entender onde esses fatores sollveis atuam e que outras
moléculas eles poderiam induzir nas células do sistema imune, durante a
atividade supressora das MSC, trouxe a tona um novo foco nos estudos, as
moléculas de adesdo na imunossupressao.

As moléculas ICAM-I e VCAM-| foram recentemente descritas como
necessdarias para a interacdo e adesdao entre AAMSC e linfécitos T e,
consequentemente, para a imunossupressao mediada pelas AMSC, além de
ser também moléculas moduladas positivamente por um estimulo
proinflamatério como IFN-y, TNF-q, IL-1a (Ren et al., 2010). A migragao das
AdMSC para os sitios de inflamagcdo onde exercem sua funcao
imunossupressora também é dependente de CD44, MMP9 (metaloproteinase-
9) e VCAM-1, moléculas essas que sdo moduladas positivamente pela acao de
NF-kappaB sob a influéncia de TNF-a (Bocker et al., 2008).

Além de fatores soluveis e moléculas de adesao, a reposta imune celular
€ controlada por diversas outras interagdes moleculares que podem levar a
uma inibicdo de sinais de ativagdo como por meio de CTLA-4 (CD152)/B7
(CD80) ou B7-2 (CD86) e Fas (CD95)/FasL (CD178), entre outros. O
envolvimento de PD-1 (do inglés, ligand programmed death receptor-1), uma
molécula homologa as moléculas B7, e seus ligantes PD-L1 (pouco expresso
constitutivamente na membrana das MSC) e PD-L2, na imunorregulagéao

exercida pelas MSC constitui uma descoberta recente (Augello et al., 2005). A
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ativacdo da via de PD-1 leva a inibicdo da proliferacdo de células T e a
secrecao de citocinas como o TGF- e IL-10 (Augello et al., 2005). As MSC
podem aumentar a expressao de PD1-L em sua superficie na presenca de um
estimulo como IFN-y e, juntamente com IDO, contribuir para o desfecho da
imunorregulacao (English et al, 2007). Assim, a via de PD-1 na
imunossupressdo nao tem sido um mecanismo dominantemente observado,
havendo a possibilidade que outras vias além da IDO possam estar atuando
em conjunto, sinergicamente, o que explicaria alguns resultados controversos
da literatura.

Assim, o desfecho de uma resposta imunorreguladora envolve um
equilibrio qualitativo e quantitativo de diversos tipos celulares e fatores soluveis
presentes num determinado microambiente. A atividade supressora exercida
pelas MSC parece envolver uma variedade de mecanismos que podem
depender tanto da heterogeneidade das populacbes de MSC, como da
natureza do estimulo antigénico, do microambiente e de fatores solUveis nele
presentes. Porém, essa diversidade de resposta pode também revelar
principalmente os multiplos caminhos para a imunorregulacdo que sao
diferencialmente acionados conforme a maior ou menor poténcia inibitéria de
cada MSC. Acreditamos que uma analise simultdnea de um painel de
moléculas envolvidas na resposta imune, pode nos fornecer informacdes
importantes sobre os multiplos fatores envolvidos na interacdo de células do
sistema imune com as AdMSC, e que sejam responsaveis pela magnitude de

sua atividade supressora.
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2. Objetivo

O nosso objetivo foi determinar a relacdo entre a intensidade da
capacidade supressora das células mesenquimais humanas, in vitro, e a

modulagao simultanea de moléculas relacionadas a resposta imune.

2.1.0bjetivos especificos

- Identificar um perfil de expressdo génica predominante das células
mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo (AdMSC) induzido com a
sua atividade imunorreguladora

- Identificar um perfil de expressao génica predominante dos Linfocitos T
induzido com a atividade imunorreguladora das células mesenquimais.

- Determinar o efeito da atividade supressora das ADMSC nas diferentes
subpopulagbes de células T reguladoras e na expressdo de moléculas da

resposta imune, nos linfécitos T e nas AAMSC.
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3.1 Delineamento Experimental
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Figura 3- Desenho experimental desde a coleta até os ensaios funcionais.
P= passagem célula; AdMSC= Células mesenquimais de tecido adiposo; CBA= Cytometric
Bead Array;FACS= Citometria de Fluxo; aCD3= anticorpo soluvel anti-CD3; PBMC= células

mononucleares periféricas.
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3.2 Sujeitos de Pesquisa

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina (Protocolo n° 0765/09) e pela Comissao Cientifica da Fundagéo Pro-
Sangue (Projeto n° 005/2009), o que nos permitiu a coleta das amostras de
gordura de lipoaspiracao (n=11) e de células mononucleares provenientes do
filtro leucocitario da doacdo de plasmaferese. Todo o material foi coletado
apenas apoés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Dos doadores de gordura, 73% eram do sexo feminino e 27% do
masculino. Calculamos o indice de massa corpérea (IMC) dos doadores de
acordo com a férmula peso/altura® e os classificamos da seguinte forma:

IMC < 18,5 = abaixo do peso; 18,5 > IMC < 25 = normal;

25 > IMC < 30 = acima do peso; IMC > 30 = Obeso

A idade média das mulheres foi de 40 anos (variando de 28 a 67 anos),
e a maioria encontrava-se acima do peso. Ja a idade média dos homens foi de

41 anos (variando de 34 a 49 anos) e a maioria foi classificada como obeso.

3.3 Obtencao, Cultivo e Expansao das Células Mesenquimais de Tecido
Adiposo
Para isolar as células mesenquimais do estroma do tecido adiposo
humano, cada 20ml do material obtido nas cirurgias foram digeridos com uma
solugcéo contendo 20ml de meio de cultura com baixo teor de glicose (ALPHA
MEM Low Glucose, Gibco, Rockville, MD, EUA) acrescidos de 20mg de
colagenase |A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 200mg de albumina sérica

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 20ul do antibidtico gentamicina
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(40mg/ml) (Novafarma, GO, BR) e em seguida, incubado a 37°C por 30
minutos, com agitagdo constante. Apds esse periodo, as enzimas foram
inativadas adicionando-se 5ml de soro fetal bovino (FBS, do inglés, fetal
bovine serum, Hyclone, South, Logan, UT, USA). Em seguida, a preparacao
centrifugada a 400g por 15 minutos, e o precipitado de alta densidade formado
foi ressuspendido em 20ml ALPHA MEM (Gibco, Rockville, MD, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Hyclone, South, Logan, UT,
USA). Posteriormente, 10ml da suspenséao celular foram plaqueados em uma
placa (Jet Biofil, Guangzhou, China) de 100mm? e armazenadas em estufa a
37°C com 5% de CO».

Durante trés dias seguidos, a cada 24 horas, cada placa foi
cuidadosamente lavada com tampéao fosfato de sédio preparado em nosso
laboratério (PBS, do inglés, Phosphate Buffered Saline), e teve o meio de
cultura trocado, de forma a remover gradativamente as hemacias e debris
celulares oriundos da extracdo. Apds esses trés dias, o meio de cultura foi
trocado a cada 72h. Quando as células alcancaram 80% de confluéncia, as
placas foram tripsinizadas (0,25% tripsina-0,025% versene, ATV, Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil) e a cultura expandida para garrafas de 175mm?.
Entdo, as células foram expandidas em cultura até a passagem 2 (P2) e
congeladas em N liquido.

Para a realizacdo de nossos experimentos descongelamos as células e
as cultivamos até a P4-P6. As células foram mantidas em niveis
subconfluentes quando plaqueadas (no maximo 80%) para minimizar
processos de diferenciagdo espontaneos. A tripsinizagao consiste no seguinte

protocolo: lavagem da garrafa com tampdo DPBS (do inglés - Dulbecco’s
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Phosphate Buffered Saline) (Gibco, Rockville, MD, USA) para retirada do meio
de cultura; adicdo de 7 ml de tripsina (0,25% tripsina-0,025% versene, ATV,
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil) por garrafa de 175cm?; incubagao por 3
min a 37°C; agitacdo da garrafa para descolamento das células aderentes e,
por fim, adicdo de meio com soro bovino fetal para inativacdo da tripsina. As
células foram colocadas em um tubo de 12 ml para centrifugacdao a 600g por 8
minutos e, apds esta centrifugacao, foram contadas em Camara de Neubauer e
plaqueadas nas devidas concentragbes e condicbes de cultivo. Este
procedimento foi repetido 4 vezes para obtencdo de uma populagédo celular
mais homogénea. Todos os outros ensaios foram realizados com essa

populacao celular.

3.4 Congelamento e Descongelamento Celular

As AdMSC foram congeladas na P2 para posterior expansao até a P4 e
realizacao dos experimentos. As suspensdes de AdMSC foram centrifugadas a
600g por 8 minutos e ressuspensas (2,5 a 5 x 10° células/ml) em solugdo de
congelamento contendo 90% de soro fetal bovino inativado
(Hyclone,South,Logan,UT,USA), e 10% DMSO (dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). Aliquotas de 1 ml foram distribuidas em tubos de
congelamento previamente resfriados, deixando-as, primeiramente, em um
recipiente contendo alcool isoprorilico, que permite o gradativo congelamento
das células a -80°C e, posteriormente, armazenado-as em nitrogénio liquido.

Para o descongelamento, os tubos foram transferidos do nitrogénio
liquido para o banho-maria a 37°C, por alguns segundos. Esta suspenséo de

células foi transferida para outro tubo contendo 10 ml de meio RPMI (Roswell
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Park Memorial Institute, Gibco, Rockville, MD, USA) enriquecido com 2 mM de
L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1 mM de piruvato de sédio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 40 ug/ml de gentamicina (HC-USP, SP,
Brasil), 20ug/ml de cefalosporina (Peflacin®, Rhodia, SP, Brasil) e 10% de soro
fetal bovino inativado (SBFi, Hyclone, South, Logan, UT, USA). Ap6s duas
centrifugagbes a 600g por 8 minutos, a viabilidade celular foi determinada
através do corante vital Azul de Tripan (MCB Manufacturing Chemists Inc.,
Cincinnati, OH, EUA). Para os ensaios posteriores apenas utilizamos as células

com viabilidade maior do que 85% ao ser descongelada.

3.5 Caracterizacao Imunofenotipica das AdMSC — Citometria de Fluxo
(FACs)

Para caracterizar as AdMSC imunofenotipicamente, utilizamos os
marcadores celulares descritos na (Tabela 1). Foram utilizadas ao menos
200.000 células obtidas por tripzinizacdo (conforme metodologia descrita
anteriormente) para cada condicao testada (17 condicdes com marcagodes FITC
(isoticianato de fluoresceina, do inglés, fluorescein isothiocyanate) PE
(ficoeritrina, do inglés, phycoerythrin) ou PE-CY5 (ficoeritrina Cy5, do inglés,
phycoerythrin CY5). O ensaio foi desenvolvido da seguinte maneira: as células
foram adicionadas na placa de 96 pogos e centrifugadas a 600g por 5 minutos
para eliminar o meio de cultura. Posteriormente, adicionamos 200ul em cada
poco de tampao de lavagem de citometria (PBS+ 2% Soro Bovino Fetal +
0,02% Azida Sodica) e a placa novamente centrifugada. Este procedimento foi
realizado 2 vezes. Logo em seguida, adicionamos 25ul de cada anticorpo (BD,

Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA), previamente titulado, ja marcado
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com fluorescéncia nos devidos pogos da placa. Os anticorpos foram incubados
por 30 minutos no escuro no gelo, quando entdo adicionamos 150ul de tampao
de lavagem e centrifugamos a amostra retirando-se o sobrenadante por
inversdo. A lavagem foi repetida e as amostras passadas para tubos de
citometria e adquiridas no citdbmetro FacScalibur (BD, Becton, Dickinson and
Company, NJ, EUA). Foram adquiridos 20.000 eventos na regido selecionada
por tamanho e granulosidade, conforme estratégia de analise exemplificada na
(Figura 4). Realizamos a andlise utilizando o programa FlowdJo (Tree Star, Inc.
Ashland, OR) considerando tanto da intensidade de mediana de fluorescéncia
(MFI) quanto a porcentagem de positividade celular para cada molécula,

individualmente.
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de fluxo para a
caracterizacao imunofenotipica das AMSC

Anticorpos Marcacao Moléculas identificadas/células Resultado
Fluorocromo expressas Esperado
CD90 (5E10) FITC Thy-1 — neurdnios, timécitos, MSC +
PE molécula MHC de classe | - todas células +

HLA-ABC (G46-2.6) nucleadas, MSC

CD49e (lIA1) PE a5 integrina (VLAS) - diversas células como +
mastocitos, timocitos, células T ativadas e
células B, MSC

CD13 (WM15) PE Aminopeptidase N — mondcitos, granuldcitos +
e cels endoteliais, MSC

CD73 (AD2) PE 5’ecto-nucleotidase ligada a membrana — +
nerénios, células T ativadas, MSC

CD29 (MAR4) PE al- integrina - leucécitos +

CD44 (G44-26) FITC Pgp-1, Hermes — leucécitos e hemacias +

CD105 (266) PECY5 SH2, endoglina — células mesenquimais +
humanas, células de medula, macréfagos

CD106 (51-10C9) PE VCAM-1 - linfécitos, basdfilos, células +/-
dendriticas foliculares e MSC

CD14 (M5E2) PE Proteina com dominios de leucina - -
Mondcito, macréfagos, neutréfilos e
polomorfonucleares

CD31 (WM59) FITC PECAM-1 - plaquetas, monacitos, -
granuldcitos, linfécitos B, células endoteliais

CD51/61 (23C6) FITC CD51 subunidade da b Integrina -plaquetas, -
cels endoteliais, leucocitos e megacariocitos
CD61 subunidade da a Integrina- plaquetas
e megacariécitos

CD133 (AC133) PE Glicoproteina Promininal — precursores -
hematopoiéticos de medula, células sangue
de corddao umbilical, células sangue
mobilizado.

CD45 (HI30) PE Tirosina fosfatase - linfécitos T e B -

HLA-DR(G46-6) PE molécula MHC de classe Il — macréfagos, -
linfocitos B e células dendriticas

CD34 PE glicoproteina de membrana- precursores -

hematopoiéticos, células estromais de
medula

Os ensaios foram realizados com marcagdes simples para cada condigdo. Foram utilizados 16 anticorpos
(BD, Becton, Dickinson and Company,NJ,EUA) marcados para caracterizar a populagdo de MSC, e uma
condigéo de controle negativo utilizando apenas células ndo marcadas.
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Figura 4 - Exemplo da analise realizada para imunofenotipagem das AdMSC. Foram
adquiridos 20.000 eventos na regido R1 mostrado no grafico de tamanho por granulosidade
(FCSxSSC). Cada fluorescéncia € analisada individualmente por histograma, tanto pela
porcentagem de positividade quanto para mediana de intensidade de fluorescéncia. Acima esta
exemplificado da esquerda para direita, o controle negativo (somente célula, sem fluorocromo),
células positivas para CD13 e negativas para CD14.

3.6 Diferenciacao das AdAMSC em adipdcitos e ostedcitos

As AdAMSC foram submetidas a protocolos para diferenciagdo em
ostedcitos e adipécitos, visando preencher os critérios de caracterizacao,
juntamente com sua capacidade de aderéncia e caracterizacao
imunofenotipica. O meio utilizado para a indugcdo da diferenciacdo em
adipocitos foi o a-MEM (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 15% SBF,
suplementado com 10 uM de dexametasona (Decadron injetavel, Prodome,
Campinas, SP, Brasil), 10 ug/mL de insulina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA) e 100 mM de indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Para a
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diferenciagdo em ostedcitos usamos o meio o a-MEM (Gibco-BRL, Grand
Island, NY, USA), 7,5% SBF suplementado com 10 uM de dexametasona
(Decadron injetavel, Prodome, Campinas, SP, Brasil), 100 uM de &cido
ascérbico e 10 mM de B glicerolfosfato (Reagem, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Para a avaliacdo da morfologia das células apds a diferenciacdo, fizemos
coloragdes do tipo: Oil Red e Von Kossa para adipécitos e ostedcitos,

respectivamente.

3.7 Separacao de células mononucleares de sangue periférico

A separagao das células mononucleares de sangue periférico (PBMC,
do inglés, peripheral blood mononuclear cells) foi realizada a partir do material
do filtro para remocao de leucécitos, proveniente da doacao de plaquetas por
plasmaferese. As amostras foram diluidas 1:20 em solugao salina isotonica e
separadas em gradiente de Ficoll-Hypaque (densidade 1.077g/l, Ficoll:
Pharmacia Biotech, Sweden e Hypaque: Urografina 370, Schering, Brasil).
Ap6s a centrifugacao a 600g por 25 minutos, as células mononucleares foram
coletadas, ressuspensas com salina e centrifugadas a 700g por 10 minutos.
ApoOs a centrifugacdo, o sedimento celular foi lavado duas vezes. Nessas
lavagens, as células eram ressuspensas em meio RPMI (Gibco-BRL, Grand
Island, NY, USA) e centrifugadas novamente a 600g por 8 minutos. As células
foram ressuspendidas em 10 ml de meio RPMI e centrifugadas a 300g por 8
minutos para a remoc¢ao de plaquetas. As células foram ressuspensas em 3 ml
de RPMI (Roswell Park Memorial Institute) enriquecido com 2 mM de L-
glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1 mM de piruvato de sédio

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 40 ug/ml de gentamicina (HC-USP, SP,
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Brasil), 20ug/ml de cefalosporina (Peflacin®, Rhodia, SP, Brasil) e 10% de soro
fetal bovino inativado. A concentragao celular foi determinada por contagem em
camara de Neubauer, e a viabilidade com vital Azul de Tripan (MCB
Manufacturing Chemists Inc., Cincinnati, OH, EUA).

As PBMC foram congeladas, conforme método ja descrito anteriormente,
em tubos contento 40 x 10° células/ml, e utilizadas como respondedoras em
todas as co-culturas. Ao serem descongeladas, apena as células com
viabilidade maior do que 85% foram utilizadas nos ensaios de cocultivo que

serao descritos mais adiante.

3.8 Marcacao de PBMC com CFSE

Para os ensaios de proliferacdo celular induzida pelo anti-CD3 e
avaliacao do efeito supressor das AAMSC, marcamos as PBMC com CFSE,
(do inglés, carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl Ester, Succinil, Ester)
(Molecular Probes, Eugene, OR), e avaliamos por citometria de fluxo. O CFSE
difunde passivamente para dentro das células e somente apos a clivagem de
seu grupo acetato pelas esterases intracelulares e a reagédo do radical livre
succidinimil éster com as aminas intraceulares € que a fluorescéncia é liberada.
Esse conjugado fluorescente permanece nas células durante seu
desenvolvimento e mitose. As células (10’cells/ml) foram, entao,
ressuspendidas em PBS e incubadas a 37°C, por 10 minutos, com CFSE a
uma concentracdo de 2,5uM. O processo de marcacao foi bloqueado
adicionando-se meio de cultura RPMI (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)
gelado contendo 10% de SBFi, e deixando-as por 5 minutos no gelo.

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e ressuspensas em meio
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de cultura contendo 10% de SBFi. Essas células marcadas foram utilizadas
para realizar os ensaios funcionais de inibicdo da proliferacdo das PBMC
estimuladas com anti-CD3 (OKT3, Janssen-Cilag BV, Tilburg, The Netherlands)

e cultivadas com as AAMSC, conforme sera descrito no préximo item.

3.9 Cocultivo de ADMSC e PBMC para ensaios funcionais

3.9.1 Ensaio para avaliar efeito das AdAMSC na proliferacao celular de LT
Este ensaio foi realizado para avaliar o efeito das AdMSC sobre a
proliferagdo de PBMC, e producgao de citocinas, frente a um estimulo policlonal,
anti-CD3 (OKTS3, Janssen-Cilag BV, Tilburg, The Netherlands). As condi¢des

utilizadas foram as seguintes:

1. PBMC
2. PBMC * (marcada com CFSE)
3. PBMC*+anti-CD3

4. PBMC*+anti-CD3 + AAMSC (em diferentes concentracoes)

Utilizamos 5 concentracdes diferentes de AAMSC para avaliar se a
supressao da proliferacao dos linfocitos T era dose dependente. Sendo assim,
as proporgoes utilizadas de MSC: PBMC foram de 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 e 1:100.

As condi¢des foram montadas em triplicatas em placas de 24 pogos. As
AdMSC foram plaqueadas em 1ml de meio AphaMEM (Gibco-BRL, Grand
Island, NY, USA) acrescido de 10% SBFi (Hyclone, South, Logan, UT, USA

conforme proporcdo estudada (2x10°, 0,4 x10°, 0,2x10°, 0,04 x10°, 0,02x10°),
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24 horas antes das PBMC para que aderissem a placa. Posteriormente,
utilizamos 2x10° de PBMC previamente marcadas com CFSE, como descrito
na sec¢ao anterior, mantidas em 1ml de meio RPMI (Gibco-BRL, Grand Island,
NY, USA) completo com 10% de SBFi (Hyclone, South, Logan, UT, USA); este
cocultivo ficou em estufa umida com 5% de CO,, por 5 dias.

O sobrenadante foi coletado nos dias 1, 3 e 5, e imediatamente
congelado a —80°C, onde permaneceu até o momento da realizagdo da
dosagem das citocinas. As células marcadas com CFSE (Molecular Probes,
Eugene, OR) foram coletadas (as triplicatas foram juntadas) centrifugadas a
600g por 8 minutos e lavadas com PBS, para assim, serem marcadas com o
anticorpo anti-CD3PECy5 (BD, Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA). A
marcagao com este anticorpo foi realizada apéds fixacao e permeabilizagdo das
células com o Kit Cytofix/Cytoperm (BD, Becton, Dickinson and Company, NJ,
EUA). Este protocolo foi realizado uma vez que ha competicdo entre o
anticorpo soluvel usado em cultura e o anticorpo usado na citometria, nao
mostrando nenhuma marcacao para CD3 com o protocolo usual de marcacao
de superficie. A compensacgao 6tima de cada experimento foi determinada a
partir das células ndo marcadas e daquelas marcadas individualmente com
anticorpos conjugados a diferentes fluorocromos.

Para as analises posteriores, sempre procuraremos associar nossos
outros resultados a este ensaio funcional de efeito das AdMSC sobre a

proliferagéo dos LT.
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3.9.1.1  Anadlise da proliferacao celular por FACs

Apo6s realizarmos a marcagao com anti-CD3 PE-CY5 , 30.000 eventos
foram adquiridos para cada amostra, selecionados na regido de linfécitos, no
citbmetro FacScalibur (BD, Becton, Dickinson and Company,NJ,EUA). No
ensaio de proliferacdo com CFSE observa-se diminuicao da intensidade de
fluorescéncia conforme ocorre divisdo celular, e o numero de células que
proliferaram é contado dentro das células CD3* na regido CFSE"", conforme
exemplificado na (Figura 5). Somente consideramos validos aqueles
experimentos cujo indice de estimulacao (%CFSE°"PBMC
estimuladas/%CFSE“PBMC n&o estimuladas) foi maior do que 2. Para
verificarmos a porcentagem de inibicdo da proliferagdo apds o contato com as
AdMSC usamos o seguinte célculo:
[(%CFSE""PBMC estimuladas - %CFSE"*PBMCestimuladas+AdMSC)/

%CFSE"™" PBMC estimuladas]*100.
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Figura 5 — Estratégia de analise da proliferacdo com marcacao CFSE. Foram
adquiridos 30.000 eventos na regido R1 de linfocitos, delimitada por FSC x SSC, e o
experimento foi validado se o indice de estimulagao (IE) era maior do que 2,0. Esse indice
foi calculado % células CFSE™ PBMC estimuladas/ % células CFSE® PBMC nao
estimuladas. Apresentamos as condigdes células PBMC marcadas com CFSE, mas sem
estimulo com anti-CD3; com o estimulo; com o estimulo e apds contato com as AMSC.

3.9.2 Avaliacao do efeito da interacao AdMSC/PBMC na expressao celular
de proteinas da resposta imune e em diferentes subpopulacoes de
linfocitos T— FACS
Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar se a interagdo com as

AdMSC induziu alguma modulagdo da expressao de proteinas relacionadas a

resposta imune, presentes tanto nas AMSC quanto nas PBMC. Utilizamos

placas de 6W. Plaqueamos 0,3x10® de AAMSC e deixamos em 1ml de meio

Alpha MEM (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) acrescido de 10% de SBFi

por 24 horas na estufa umida a 37°C e 5% CO. para que as AdMSC

aderissem. No dia seguinte, descongelamos as PBMC (Pe5) e plagueamos
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3x10® sobre as AJMSC, mantendo a proporcdo 1:10. Em 4ml de meio RPMI
acrescido de 10ml de SBFi (Hyclone, South, Logan, UT, USA).

As condicbes plaqueadas foram:

1. PBMC + anti-CD3
2. PBMC +anti-CD3 +AdMSC

3. AAMSC + anti-CD3

Apo6s 3 dias de cultura dos ensaios de cocultivo de PBMC e AdMSC,
avaliamos as subpopulagdes de células ativadas e de células T reguladoras e
algumas moléculas da resposta imune (Tabela 2). Para isso usamos o0s
seguintes anticorpos: CD90 FITC, CD90 APC, HLADR PE-Cy5, CD80 PE,
CD86 FITC, PDL1 PE, CXCL10 PE, CD105 PE-Cy5, CD73 APC, CXCR3 PE-
Cy5, CD25 FITC, CD4APC, CD4 PE-Cy5, CCR5 PE-Cy5, CCR4 PE-Cy7,
CCR7 PE-Cy7, CD8 FITC, ICOS PE, OX40 PE-Cy5 (todos da BD, Becton
Dickinson and Company, NJ, EUA), FOXP3 PE (eBioscience, San Diego, CA,
USA), CCL5 APC (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA), LAP PE

(Biosource, Camarillo, CA).
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Tabela 2- Painel de proteinas avaliadas nos LT e nas AAMSC por Citometria de
Fluxo
Célula

avaliada Fenotipo Funcao

CD90'LAP* Imunorregulacao

AdMSC CD90"PDL1* Imunorregulacao
CD90*HLADR*CD80*CD86" Ativacao
CD90"CXCL10"CCL5" Quimioatracao Treg
CD3+CD4*CD25"Foxp3*CD73* Treg - adenosina
CD4"CD25"Foxp3"CXCR3* Treg Th1

LT CD4*CD25*Foxp3"CCR4"CCR5"  Treg Tx

CD4"CD25*Foxp3*CCR7* Treg linfonodo

CD3+CD4'CD8*ICOS"OX40* Ativagao

As moléculas acima descritas foram avaliadas nas AMSC cultivadas sozinhas com anti-CDS3,
assim como nas PBMC com anti-CD3, e em ambas populagdes apds o cocutivo, apds 3 dias.

As amostras foram adquiridas (300.000 eventos) no citobmetro de fluxo
FASCanto, (BD, Becton Dickinson and Company,NJ,EUA) utilizando-se o
programa BD FACSDiva Software (Becton & Dickinson Immunocytometry
Systems, NJ, EUA), e analisadas no programa FlowJo (Tree Star, Inc.
Ashland, OR). Utilizamos a estratégia de analise das (Figuras 6, 7 e 8) para

cada subpopulagdo em estudo.
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Figura 6 — Estratégia de analise das subpopulacoes de células Treguladoras. Foram
adquiridos 300.000 eventos na regidao de linfécitos determinado por SSC-A x FCS-A. Para
andlise inicialmente selecionamos as células Unicas, pela regidao em “singlets”; posteriormente
delimitamos a regido dos linfocitos; desta selecionamos as células CD4+; desta as CD25
diferenciadas em CD25HI (alta expressdo do fluorocromo) CD25low (baixa expressao do
fluorocromo) e CD25neg (expressdo negativa do fluorocromo). Em cada uma dessas
populagdes analisamos a porcentagem de positividade para FOXP3. Somente dentro das
FOXP3+ analisamos o nimero de células positivas para CXCR3 (apresentada no grafico), bem
como CCRY7, e as duplo positivas para CCR4 e CCR5. Além da porcentagem de positividade
avaliamos também a mediana de intensidade de fluorescéncia. Para a analise de CD73+
fizemos uma regido nas células CD3+ antes das CD4+.
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Figura 7 — Estratégia de analise de células T ativadas. Foram adquiridos 300.000 eventos
na regido de linfécitos determinada por SSC-A x FCS-A. Para andlise inicialmente
selecionamos as células Unicas, pela regido em “singlets”; posteriormente delimitamos a regiao
dos linfocitos; desta selecionamos as células CD3+; desta as CD4+ e CD8+. Em cada uma
dessas populagdes analisamos a porcentagem de positividade para ICOS e OX40. Além da
porcentagem de positividade avaliamos também a mediana de intensidade de fluorescéncia.
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FSC-A CD90 PDL-1
Figura 8- Estratégia de analise AMSC. Foram adquiridos 300.000 eventos na regido das
AdMSC determinada por SSC-A x FCS-A. Para andlise inicialmente selecionamos as células
CD90+; desta as PDL-1 positivas. Além da porcentagem de positividade avaliamos também a
mediana de intensidade de fluorescéncia. Fizemos a mesma andlise para as outras moléculas
avaliadas: CD80, CD86, HLADR, LAP e para as células duplo positivas para CXCL10 e CCL5.
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3.9.3 Ensaio para avaliar efeito da interacao AdMSC/PBMC na producao

de citocinas nos sobrenadantes da co-culturas

Avaliamos a producdo de citocinas no sobrenadante da cultura do
cocultivo utilizado no ensaio de proliferagcao (item 4.8.1) correspondente a
cada condicao de periodo estudado, nos primeiro, terceiro e quinto dias.
Dosamos as citocinas IL-10, IFN-y, TNF-a IL-4, IL-5 e IL-2. Para o ensaio
utilizamos o teste comercial ‘Cytometric Bead Array (CBA Th1/Th2)”, (BD,
Becton, Dickinson and Company,NJ ,EUA). Neste método, 50 ul de uma
mistura de 6 tipos de microesferas com intensidade distintas de fluorescéncia
e recobertas com anticorpos especificos para cada citocina foram adicionados
para cada tubo de amostra e da curva-padrdo. Em paralelo, foi preparada a
curva-padrdo com uma mistura das 6 citocinas com concentracoes
conhecidas. A seguir, foram adicionados 50 ul de uma mistura de anticorpos
anti-citocinas marcados com ficoeritrina (PE) a cada tubo de amostra e da
curva-padrdo. Por ultimo, adicionamos 50 ul das amostras e da curva,
adicionamos 1 ml de tamp&o de lavagem a cada tubo e centrifugamos a 200 x
g por 5 minutos. O sobrenadante foi, entdo, descartado e as esferas foram
ressuspendidas em 300 pl de tampéao de lavagem. Em seguida, as amostras
foram adquiridas no citémetro de fluxo FASCanto Il, (BD, Becton, Dickinson
and Company,NJ ,EUA) utilizando-se o programa BD FACS DIVA™ Software
no BD CBA Software (BD, Becton, Dickinson and Company,NJ ,EUA). Para a
analise, foi realizado um ajuste do aparelho com esferas-padrdo marcadas
com fluoresceina (FITC) e PE (Ficoeritrina). Foram adquiridas e analisadas

5.000 esferas por amostra. A andlise da concentragdo das citocinas de cada



42

amostra foi calculada a partir da curva-padréo de cada citocina. (FCAP Array
Software BD- Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA). Foram
considerados positivos todos os valores entre os limites de deteccao do teste
(5 - 5000 pg/ml) para cada citocina. Quando as amostras apresentaram
concentracado abaixo do limite inferior da curva padréo, consideramos o valor
logo abaixo do limite de deteccao para aquela determinada amostra (por
exemplo, 4,9 pg/ml para o limite de 5,0 pg/ml), para o célculo de producao

induzida.

3.9.4 Ensaio para avaliar o efeito da interacao AdMSC/PBMC na
expressdo génica de um painel de moléculas da resposta imune —
Real time PCR
Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar se apds a interacao
AdMSC/PBMC houve modulacdo da expressdao de genes relacionados a
resposta imune, presentes tanto nas ADMSC quanto nos LT. Utilizando placas
de 6W plaqueamos 0,25x10° de AAMSC e deixamos em 1ml de meio Alpha
MEM (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) acrescido de 10% de SBFi por 24
horas na estufa umida a 37°C e 5% CO, para que aderissem. No dia seguinte,
descongelamos as PBMC (Pe4) e plagueamos 2,5x10° sobre as AdMSC,
mantendo a proporgéo 1:10.em 4ml de meio RPMI acrescido de 10ml de SBFi
(Hyclone, South, Logan, UT, USA)
As condic6es plaqueadas foram:
1. PBMC + anti-CD3
2. PBMC +anti-CD3 +AdMSC

3. AdMSC + anti-CD3
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Apoés 3 dias de cocultivo de PBMC e AdMSC, realizamos a purificagcao
dos LT das 2 condigdes e a purificagdo das AJMSC da condi¢ao do cocultivo ,
que sera especificada na proxima secao, para posterior extracdo de RNA e

analise da expressao génica

3.9.41 Separacao das células apos o cocultivo para extracao de RNA

A partir das condigdes iniciais de cultivo citadas anteriormente,
separamos os LT e as AAMSC utilizando esferas magnéticas) (Miltenyi Biotec
GmbH Bergisch Gladbach, Germany).

Da condicdo do cocultivo, primeiramente coletamos as PBMC que
estavam em suspensédo, lavamos as AdMSC aderidas com DPBS (Gibco,
Rockville, MD, USA), sempre coletando o lavado para nao perder células e
soltamos as células mesenquimais usando Tryple Select (Gibco, Rockville,
MD, USA), um reagente similar a tripsina, mas menos agressivo as células;
utilizamos o mesmo protocolo citado anteriormente. Juntamos todas as células
e centrifugamos a 600g por 10min. Lavamos mais uma vez com DPBS e
marcamos primeiramente, todas as células com as esferas do kit PanT
(Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, Germany). Dessa forma,
obtivemos as células T e as AMSC por um sistema de isolamento indireto,
selecdo negativa. Esse kit possui esferas magnéticas biotiniladas conjugadas
aos anticorpos: CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, and CD235a
(glycophorin A), de forma que células ndo T, como os mondcitos, NK, células
B, eritrocitos, granulécitos e células dentriticas, ficam retidas na coluna, e as

células T e as ADMSC que nao possuem nenhuma das moléculas acima, séo
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selecionadas negativamente. Posteriormente, essas células foram incubadas
simultaneamente com esferas do Kit CD4+ (Miltenyi Biotec GmbH Bergisch
Gladbach, Germany) e CD8+(Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach,
Germany). selecionando positivamente os LT, e indiretamente as AMSC Com
essa estratégia obtivemos uma populacado de células mais puras de LT e de
AdMSC. Optamos por usar a selegcdo negativa por PanT (Miltenyi Biotec
GmbH Bergisch Gladbach, Germany), uma vez que as células em cultura
foram estimuladas com anti-CD3 (OKT3, Janssen-Cilag BV, Tilburg, The
Netherlands) e as esferas de sele¢éo positiva para células CD3+ ndo grudam
nas células T, mesmo sendo anticorpos monoclonais originarios de clones
diferentes.

Realizamos todo o protocolo em gelo e, para minimizarmos a morte
celular, utilizamos um meio chamado Hibernate A (Gibco, Rockville, MD,
USA), suplementado com 10% SBFi a cada lavagem da célula em que 0 uso
do meio de cultura nao prejudicasse o procedimento (apds a tripsinizacao,
para contagem celular, apés a separacdo celular). Logo ap6s o fim do
procedimento, contamos as células, e quando possivel, uma aliquota foi
separada para verificarmos a pureza e viabilidade das células, por citometria
de fluxo. As amostras foram centrifugadas mais uma vez e ressupendidas em
RNAprotect® Cell Reagent (Qiagen, AMBION, Inc, Austin, Texas, USA)
armazenadas no freezer -80°C para posterior extragdo do RNA.

Na etapa de verificacdo da pureza, utilizamos marcacdo direta com
anticorpos CD4+ e CD8+ para verificarmos a pureza dos LT, e anticorpo CD90
para verificarmos a pureza das AdMSC, e iodeto de propideo para

verificarmos morte celular.
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3.9.4.2 Extracdo de RNA
Para cada experimento, processamos as amostras armazenadas em
RNAprotect® Cell Reagent (Qiagen, AMBION, Inc, Austin, Texas, USA) nas

seguintes condigdes:

1. LT purificados das PBMC (cultivadas sem o contato das AAMSC)

2. LT purificados do cocultivo (PBMC cultivadas com o contato com as
AdMSC)

3. AdMSC sozinhas (cultivadas sem o contato com as PBMC)

4. AAMSC purificadas do cocultivo (cultivadas com o contato das

PBMC)

Realizamos a extracdo de RNA utilizando o kit RNeasy® Plus Mini
(Qiagen, AMBION, Inc, Austin, Texas, EUA), conforme especificacbes do
fabricante (Figura 9). De forma bem simplificada, as células foram lisadas e
homogeneizadas e, posteriormente, passadas em uma coluna especifica para
eliminacdo do DNA genémico. Apos a adigdo de alcool o RNA fica retido em
outra coluna para, assim, ser eluido e quantificado.

Apo6s a extragdo, o RNA obtido foi quantificado através de leitura em
espectrofotdmetro (Beckman, DU530, Fullerton, CA, USA) nos comprimentos
de onda (A) de 260 e 280 nm. O grau de pureza da amostra foi verificado
através da analise da relagéo entre 260 e 280nm. Sendo considerada uma boa
pureza aquela que apresentou valores de razdo entre 1,8 a 2,0. Para o célculo

da concentracdo da amostra considerou-se que a densidade o6tica (DO) igual a
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1 corresponde a 40 pg de RNA/ ml no comprimento de onda de 260 nm
(Sambrook & Russel, 2001). Uma aliquota de RNA foi submetida a eletroforese
em gel de agarose RNAse free 1% para visualizagdo da integridade do RNA,
observando-se as duas subunidades do RNA ribossémico, 18S e 28S, e
também possiveis contaminagées com DNA, com a presenga de um arraste no

gel, ou mesmo acumulo de material genémico no poco.

Células

Misturar com oreagente
RNAprotect Cell

Dissolver o botdo celular no
tampao RLT plus

Genomic DMNA ~ A
Remog¢dao do DNA gendomico

Tatal
RMA&

Adicionar etanol

<~ amf) <) ) — &t <) &b

Tl Ligacdodo RNA a coluna
RMA

) <) i)

Lavagem

9 @

Eluicao

V- Eluted

RIA

Figura 9- Representacéo da extracdo de RNA pelo RNeasy Protect Cell Mini Kit, retirado
do protocolo do produto
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3.9.4.3 Transcricao Reversa para Obtencao do cDNA
Foi utilizado o Kit comercial (RT? First Strand Kit, SuperArray Bioscience
Corporation, Frederick, USA) para a obtencdo do cDNA. O protocolo foi
seguido de acordo com as especificacdes do fabricante. Brevemente, 3 ug de
RNA total, acrescidos de 2 ul do tampao para eliminacao de DNA genbémico e
agua estéril g.s.p. 10 ul, foram incubados a 42°C por 5 minutos, de forma a
remover as estruturas secundarias, e colocadas imediatamente em gelo por
pelo menos 1 minuto. Logo apds, foi adicionado o segundo coquetel que
contém o iniciador Random hexameros e oligodT, um controle externo da
reagcao e a transcriptase reversa, em um volume final de 10ul. Esta mistura foi
colocada novamente no termociclador a 42°C por 15 minutos e a 95°C por 5
minutos, para promover a desnaturacdo de estruturas hibridas (CDNA-RNA).
Ao final foram adicionados mais 91ul de H.O a cada tubo, e as amostras
armazenadas a -20°C.
Como controle da reacdo de transcricao, realizamos uma reagao de
PCR para todas amostras, para o gene de controle interno HPRT. Esta enzima
HPRT (HPRT, do inglés, “hypoxanthina phosphoribosyl! transferase”) tem papel
importante na sintese de nucleotideos e esta presente ubiquitariamente nas
células, tendo sido utilizada como controle da reagdo de transcricdo do RNA
em cDNA. Assim, utilizamos 1ul do cDNA transcrito, 2 pl do tampéo 1x para
PCR (200 mM Tris-HCI e 500 mM KCI) (Invitrogen CA, USA); MgCl, 1,5mM
(Invitrogen CA, USA); dNTP 250 uM (Invitrogen CA, USA); primers 5 e 3’ a 0,3
uM ( ver sequéncia tabela 3) (Invitrogen CA, USA); e Taq polimerase 1U
(Invitrogen CA,USA). Esta reacdo foi processada em termociclador por 30

ciclos que compreendem: desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, seguida de
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anelamento a 58°C por 30 segundos e uma extensdo a 72°C por 1 minuto,
completados por uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. O produto desta
reacao foi carregado em gel de agarose 1,5%, corado com Brometo de Etideo

(0,5ug/mL) e submetido a corrida eletroforética a 100 V, durante 40 minutos.

Tabela 3: Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados na reacido de
PCR para HPRT

"Primers" » Sequéncia em nucleotideos
HPRT 5’ > CCT GCT GGA TTA CAT CAAAGC ACTG?®
HPRT 3° * AGG ACC CCA CGAAGT GTTGGA ¥

3.9.4.4 Escolha e validacao dos primers

Os genes foram por nés escolhidos, sendo 30 para serem avaliados nas
AdMSC e 30 nos LT separadamente, além de 2 genes de controle enddégeno
(GAPDH e ACTB). Ha genes com carater imunorregulador, proinflamatério, de
ativacao, diferenciacao e morte celular (Figura 10 e 11). No entanto, o desenho
e sintese dos primers (iniciadores) utilizados nas reagdes de amplificacao
foram realizados pela SABiosciences (SuperArray Bioscience Corporation,
Frederick, USA) de forma a permanecerem em dois exons distintos para evitar
a amplificacéo errbnea de DNA genémico no lugar do cDNA.

A especificidade dos primers foi avaliada pela curva de dissociagdo. Para
isso, apds a reacdo de PCR em tempo real, a placa foi submetida a um

segundo programa: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 95°C por 1 minuto.
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A curva de dissociagdo consiste na monitorizacdo da fluorescéncia das
amostras em relagdo ao aumento de temperatura. A fluorescéncia das
amostras decresce com 0 aumento da temperatura, pois nha medida em que as
pontes de hidrogénio, que mantém as duplas fitas unidas, se rompem (devido
ao aumento de temperatura), o SYBR-Green € liberado. A fluorescéncia é
emitida somente quando o DNA esta em dupla fita. Assim, quando observamos
somente um pico de fluorescéncia em uma dada temperatura, significa que
houve amplificagdo de um produto especifico. Esta temperatura é a

temperatura de anelamento (Tm) do produto de amplificagdo (amplicon).

3.9.4.5 Analise da expressao de fatores de transcricao por qRT-PCR
(PCR em tempo real)

O cDNA obtido pela técnica acima foi utilizado como molde para a
reacao de amplificacdo para esta etapa. Foi utilizada também uma solugao
comercial que contém todos os reagentes necessarios para a reacao de
PCR (RT Master Mix contendo SYBR Green, SuperArray Bioscience
Corporation, Frederick, USA), além de iniciadores especificos para cada
gene a ser estudado, em triplicata. O sistema usado sera o RT? Prolfiler PCR
Array customizado (SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, USA).
Assim, as reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96
pocos, sendo uma placa para cada tipo celular (ADMSC e LT), e o
equipamento para corrida “Perkin-Elmer ABI Prism 7500 Sequence Detection
System”. A reacgdo foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1

minuto a 60°C, de acordo com o manual de instru¢gées do fabricante ABI
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PRISM 7500. A determinacdo da intensidade de fluorescéncia na reacgéo foi
feita pelo calculo do ARn (ARn = Rn+ - Rn-), onde Rn+ = intensidade de
emissdao do SYBR Green / intensidade de emissdo do ROX em um dado
momento da reagdo, e Rn- = intensidade de emissdao do SYBR Green /
intensidade de emissao do ROX, antes da amplificagdo. O composto ROX é
utilizado como controle interno passivo, pois a fluorescéncia que emite tem
intensidade constante durante toda a reacdo. Durante os ciclos iniciais da
reacdo nao ha acumulo de produtos de amplificacdo e os valores de ARn
permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROX > SYBR Green). Na
fase logaritmica da reacao ocorre o acumulo dos produtos de amplificagcéo e
a ARn ultrapassa a linha de base. Para a quantificagdo relativa, foi
estabelecido um valor de ARn, que seria uma linha de corte (Threshold) para
cada curva de amplificacdo de um dado par de primers. O niumero do ciclo
em que a ARn cruza o threshold corresponde ao Ct (cycle threshold) da
amostra. O valor de Ct é preditivo da quantidade de mRNA alvo presente na
amostra. Foi realizada uma analise usando-se o ACt para uma comparacao
entre as condicbes com e sem AdMSC (para os LT) e com e sem PBMC
(para as ADMSC). Nesse caso, quanto menor o valor, maior a expressao do
RNAm. O calculo da quantificagcao relativa (QR) foi realizado utilizando-se
como gene de referéncia o GAPDH, e a seguinte formula:

2"44Ct gy 21 ((Ct gene alvo - Ct gene enddgeno)pss cocutivo — (Ct gene alvo
- Ct gene end6geno) pura). Consideramos significante todo o valor de QR 2 2

(expressao relativa aumentada) ou QR < 0,5 (expressao relativa diminuida).
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Apés a corrida (thermal cycler protocol |- amplificacdo), a placa foi
submetida ao thermal cycler protocol Il para a obtengdo das curvas de
dissociacgao.

Os dados foram analisados com o auxilio do software ABI Prism 7700

Detection Systems Software — v1.6.4.

3.9.4.6 Critérios de validacao das reacoes de PCR em tempo real

Os critérios de validagao interna das reacdes de PCR em tempo real
foram: (i) presenca de controles brancos adequados, sem amplificacdo ou
considerada indetectavel, (ii) curva de amplificacdo com padrao exponencial e
platd, e com o0 seu inicio de aumento antes de CT de 30, (iii) curva de
dissociacao adequada com pico Unico, (iv) ocorréncia de amplificacdo do gene
de interesse com CT de até 35, (v) triplicatas do ensaio com diferengas entre
elas < 1 CT. Nos casos em que uma das triplicatas ndo atendeu os critérios de
validagéo, ela foi excluida e as andlises realizadas com as médias dos outros

dois Cts, desde que dentro dos critérios de validacao.

3.9.4.7 Classificacdo das alteracoes de expressao génica

Para facilitar a andlise das modificacoes de expressdo génica,
classificamos 0s genes analisados em predominantemente
imunorreguladores ou proinflamatérios. De acordo com o valor da
quantificacdo relativa (QR = 2 expressdo relativa aumentada ou QR < 0,5
expressao relativa diminuida) classificamos as modificagdes de expressao
génica como sendo REGULA (aumento da expresséo relativa de moléculas
predominantemente imunorreguladoras ou diminuicdo da expressdo de

moléculas proéinflamatérias) e INFLAMA (aumento da expressao relativa de
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moléculas predominantemente préinflamatdrias ou diminuicdo da expressao de
moléculas  imunorreguladoras). Também, inicialmente  classificamos
qualitativamente as alteracbes de expressao génica quando nao pudemos
calcular a QR (amostra da co-cultura ou da condicdo sem contato Ct
indetectavel ou Ct >35). As alteracdes qualitativas foram entdo inicialmente
classificadas como inducao (quando na amostra da condi¢ao da co-cultura o Ct
foi <35 e no na amostra da condicdo sem contato, o Ct foi >35). No entanto,
para posteriormente quantificarmos essa indug&o, utilizamos a seguinte
estratégia: quando o Ct da amostra da condicdo sem contato foi indetectavel ou
mesmo quando o valor determinado foi maior que 35, substituimos os Ct por
35 (que é o valor limite maximo considerado de expressdo génica, pelos
critérios de validagédo). Esta estratégia foi obtida do proprio programa de

analise fornecida pela SABiosciences.

3.9.5 Testes estatisticos

Para a analise da producdo de citocinas na presenca das AdMSC
utilizamos o teste t Mann Whitney além de realizar também o teste t pareado
Wilcoxon. Para analisar a inibicao da proliferacdo bem como a modulacéao das
subpopulagbes celulares entre as condigbes com e sem AdMSC utilizamos o
teste pareado t pareado Wilcoxon, do programa Prism 5.0 (GraphPad Software
inc., CA, EUA).

Realizamos a analises de correlagdo da producdo de citocinas do
sobrenandante das co-culturas, bem como de expressdo de mRNA nas
AdMSC e nos LT entre os ensaios de maior e menor supressao da proliferacao

utilizando o teste de correlagdo de Sperman, do programa STATA 10.0.



Classificacdo . I . Refsequence Numero do
Predominante Simbolo Gene Nome inteiro Alias NCBI Catalogo RT2
Sphingosine-1-phosphate CHEDG1/D1S3362/ECGF1/EDG-
STPR1 aceptor 1 1/EDG1/ FLI58121/S1P1 NM_001400 PPHO1350
L9 Interleukin 9 HP40/IL-9/P40 NM_000590 PPH00693
. BCGF-1/BCGF1/BSF1/IL-
L4 Interleukin 4 4MGC79402 NM_000589 PPH00565
Nuclear factor of activated T-
NFATC2 cells, cytoplasmic, calcineurin- ~ NFAT1/NFATP NM_012340 PPH01471
dependent 2
IDO1 Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 CD107B/IDO/INDO NM_002164 PPHO01328
" CD290/MGC104967/MGC 126398/
TLR10 Toll-like receptor 10 MGC126399 NM_030956 PPHO01794
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 Bcl-2 NM_000633 PPHO00079
Terpi  jransforming growhfactor, beta oep/ppp1/TGFB/TGFbeta NM_000660 PPHO00508
. CSIF/IL-10/ MGC 126450/
IL10 Interleukin 10 MGC126451 /TGIF NM_000572 PPH00572
o i -
5 TICAMA Toll-like receptor adaptor MGC35334/PRVTIRB/TICAM NM_182919 PPH06044
a molecule 1 1/TRIF
<< AID/DIETER/IPEX/JM2/MGC1419
51 FOXP3 Forkhead box P3 61/MGC141963/PIDX/XPID NM_014009 PPH00029
8 CDw198/CKR-L1/ CKRL1/
o Chemokine (C-C motif) receptor CMKBR8/ CMKBRL2/CY6/GPR-
T CCR8 8 CY6/ MGC129966/ NM_005201 PPH00618
2 MGC129973/TER1
2 LRRC32 ;Z“C'”e rich repeat containing 14 saa3r/GARP NM_005512 PPH12836
GATA3 GATA binding protein 3 HDRMGC2346/MGC5199/MGC54 M _002051 PPH02143
Suppressor of cytokine ATOD4/CIS3/Cish3/MGC71791/S
SOCS3  Gignaling 3 0CS-3/SSH3/SSB NM_003955 PPH00763
HLA-G Major histocompatibility MHC-G NM_002127 PPH23053
complex, class |, G
. ALRH/BHR1/IL-13/ MGC116786/
IL13 Interleukin 13 MGC116788/MGC116789/P600 NM_002188 PPHO00688
Cytotoxic T-lymphocyte- CD152/CELIAC3/CTLA-
CTLA4 associated protein 4 4/GSE/IDDM12 NM_005214 PPH00834
LGALS1 ';zﬁ'é”légf'ac'°s'de'b'”d'"g' DKFZp686E23103/GAL1/GBP NM_002305 PPH19360
Catenin (cadherin-associated ~ CTNNB/DKFZp686D02253/FLJ25
CTNNBT 1 otein), beta 1, 88kDa 606/FLJ37923 NM_001904 PPH00643
CC-CKR-4/ CD194/ CKR4/
Chemokine (C-C motif) receptor CMKBR4
CCR4 4 /ChemR13/HGCN:14099/K5- NM_005508 PPHO0614
5/MGC88293
TNF Tumor necrosis factor (TNF 1y o r =210 ha TNFA/TNFSF2 NM_000594 PPH00341
superfamily, member 2)
)
g TBX21 T-box 21 T-PET/T-bet/TBET/TBLYM NM_013351 PPHO00396
[
<§( IFNG Interferon, gamma IFG/IFI NM_000619 PPH00380
<< -
3 Runt-related transcription factor AML2/CBFA3/FLJ34510/MGC160
LZL RUNX3 3 70/PEBP2aC NM_004350 PPH13428
5 IL1B Interleukin 1, beta IL-1/IL1-BETA/IL1F2 NM_000576 PPH00171
E IL1R2 Interleukin 1 receptor, type Il CD121b/IL1RB/MGC47725 NM_004633 PPHO00313
MGC129539/NR1F3/RORG/RZR-
RORC RAR-related orphan receptor C GAMMA/RZRG/TOR NM_005060 PPH05877
Matrix metallopeptidase 9
MMP9 (gelatinase B, 92kDa CLG4B/GELB/MMP-9 NM_004994 PPH00152
8 gelatinase, 92kDa type IV
c
5 Matrix metallopeptidase 2
o] MMP2 (gelaltlnase A, 72kDa CLG4/CLGAA/MMP-IVIMONA/TBE- NM_004530 PPH00151
gelatinase, 72kDa type IV 1
collagenase)
2 Glyceraldehyde-3-phosphat
& GAPDH yeeraidenyde-3-phosphale  3pp/GAPD/MGCE8685 NM_002046 PPH00150
5} dehydrogenase
‘O
a
E ACTB Actin, beta PS1TP5BP1 NM_001101 PPH00073
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Figura 10 - Genes selecionados para o Super Array- Genes selecionados para serem
analisados nos Linfécitos T. Os genes foram classificados de acordo com sua fungao

predominante.
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Classificacao . L . Refsequence Numero do
Predominante Simbolo Gene Nome inteiro Alias NCBI Catélogo RT2
HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; ¢tk iGrR/HPTA/SF NM_000601 PPH00163
scatter factor)
. ALRH/BHR1/IL-13/ MGC116786/
IL13 Interleukin 13 MGC116788/MGCH 16789/P600 NM_002188 PPHO00688
GDCF-2/HC11/HSMCR30/
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 MCAF/MCP-1/MCP1/MGC9434/  NM_002982 PPH00192
SCYA2/SMC-CF
IDO1 Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 CD107B/IDO/INDO NM_002164 PPHO01328
NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible HEP-NOS/INOS/NOS/NOS2A NM_000625 PPHO00173
VEGFA  Vascular endothelial growth factor A gn/c\a/g;oeog/ MVCDINVEGFVEGF- 1 003376 PPH00251
TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 CED/DPD1/TGFB/TGFbeta NM_000660 PPHO00508
BDCA4/CD304/DKFZp686A03134
NRP1 Neuropilin 1 /DKFZp781F1414/NP1/NRP/VEGF NM_003873 PPHO1152
165R
B7-H/ B7H1 /MGC 142294
CD274 CD274 molecule /MGC 142296/ PD- NM_014143 PPH21094
L1/PDCD1L1/PDCD1LG1/PDL1
. BCGF-1/BCGF1/BSF1/IL-
§ L4 Interleukin 4 4MGC79402 NM_000589 PPHO00565
3 LI Leukemia inhibitory factor (cholinergic ey njy pa NM 002309  PPH00813
8 differentiation factor)
E CCL1 Chemokine (C-C motif) ligand 1 1-309/P500/SCYA1/SISe/TCA3 NM_002981 PPHO00701
]
> H - . )
5 lypoxia inducible factor 1, alpha subunit HIF-1al .
. . X - pha/HIF1/HIF1-ALPHA
= HIF1A (basic helix-loop-helix transcription /MOP1/PASD8/bHLHe78 NM_001530 PPHO01361
factor)
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6) ﬁiggm/CDWB/CDQSUFASM NM_000639 PPH00142
A-152E5.1/ABCD-1/DC/B-
CCL22 Chemokine (C-C motif) ligand 22 CK/MDC/MGC34554/SCYA22/ST  NM_002990 PPHO00697
CP-1
HLA-G Major histocompatibility complex, class I, MHC-G NM_002127 PPH23053
. CD106/DKFZp779G2333/INCAM-
VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1 100/MGC99561 NM_001078 PPHO00623
AID/DIETER/IPEX/JM2/MGC 1419
FOXP3 Forkhead box P3 61/MGC141963/PIDX/XPID NM_014009 PPH00029
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 COX2; COX-2; PHS-2; PGG/HS;
PTGS2 (prostaglandin G/H synthase and PGHS-2; hCox-2; GRIPGHS; NM_000963.2 PPHO1136
cyclooxygenase) PTGS2
. CSIF/IL-10/ IL10A/ MGC 126450/
IL10 Interleukin 10 MGC126451/TGIF NM_000572 PPHO00572
. - A-152E5.3/ABCD-2/ MGC 138271/
CCL17 Chemokine (C-C motif) ligand 17 MGC138273/SCYA17/TARC NM_002987 PPHO00543
NF Tumor necrosis factor (TNF superfamily, -y e e ha/ TNFA/TNF SF2 NM_000594 PPH00341
member 2)
o IL17A Interleukin 17A CTLA8/IL-17/IL-17A/IL17 NM_002190 PPHO00537
~|°o_: IFNG Interferon, gamma IFG/IFI NM_000619 PPH00380
< Interleukin 12B (natural killer cell
<§( IL12B stimulatory factor 2, cytotoxic lymphocyte CLMF/CLMF2/L- NM_002187 PPHO00545
) . 12B/NKSF/NKSF2
% maturation factor 2, p40)
A - AML2/CBFA3/FLJ34510/MGC160
g RUNX3 Runt-related transcription factor 3 70/PEBP2aC NM_004350 PPH13428
Sema domain, immunoglobulindomain  C9orf164/CD100/FLJ33485/FLJ34
(lg), transmembrane domain (TM) and 282/FLJ39737/FLJ46484/M-sema-
SEMA4D short cytoplasmic domain, (semaphorin) G/ MGC169138/ NM_006378 PPH22884
4D MGC169141/SEMAJ/coll-4
Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B,
0 MMP9 92kDa gelatinase, 92kDa type IV CLG4B/GELB/MMP-9 NM_004994 PPHO00152
g collagenase)
'é THY1 Thy-1 cell surface antigen CD90/FLJ33325 NM_006288 PPH02406
POUSF1  POU class 5 homeobox 1 MC22487/0CTS/OCTAOTFSIOT i o02701 PPH02394
S GAppH  Clvceraldenyde-3-phosphate G3PD/GAPD/MGC88685 NM_002046 PPH00150
w dehydrogenase
3
% ACTB Actin, beta PS1TP5BP1 NM_001101 PPHO00073
w
Figura 11. Genes selecionados para o Super Array- Genes selecionados para serem
analisados nas AdMSC. Os genes foram classificados de acordo com sua fungao

predominante.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao morfologica e imunofenotipica das AAMSC

Realizamos a caracterizacao imunofenotitpica das células mesenquimais de
origem adiposa (AdMSC), derivadas de 10 individuos, entre a a passagem 4
(P4) e 6 (P6). Apenas uma célula, a AMSC6, que foi utilizada nos outros
experimentos desta dissertacdo, totalizando 11 AdMSC, néo foi carecterizada
imunofenotipicamente por questdes técnicas. Os experimentos foram realizados
por citometria de fluxo. Os marcadores proteicos utilizados ndo sdo exclusivos
para as AMSC, mas em conjunto com outras caracteristicas que as definem,
compdem um painel necessario para caracteriza-las.

As AdMSC expressaram os marcadores CD90, CD13, CD73, CD49e, CD29,
CD44, e nao expressaram os marcadores hematopoiéticos como CD34 e CD45,
assim como os marcadores CD51/61 (marcadores de plaquetas), CD14
(mondcitos), CD31 (mondcitos, células endoteliais), CD133 (precursores
hematopoiéticos) e HLADR (Tabelas 4 e 5). De forma geral, a andlise de
porcentagem de positividade (Figura 13) foi mais homogénea do que pelas
medianas de intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés, median fluorescence
intensity (Figura 14). No entanto, para algumas moléculas, observamos uma
variacdo tanto quanto a mediana de intensidade de fluorescéncia quanto a
porcentagem de positividade: para as moléculas de adesdao CD44 (variacao de
MFI, de 56 a 375, e de 8 a 49 % de positividade), e CD49e (variagdo MFI de 23

a 108; e de 47 a 97% de positividade). Observamos uma expressao
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heterogénea de HLA-ABC (variacdo MFI 10 a 68; e de 0,7 a 54 % de

positividade) em 6 das 10 células estudas para essa molécula.
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Figura 12 — Exemplo de analise da imunofenotipagem das AdMSC. Foram adquiridos
20.000 eventos na regidao R1 mostrado no gréafico de tamanho por granulosidade (FCSxSSC).
Cada fluorescéncia foi analisada individualmente por histograma, tanto pela porcentagem de
positividade quanto para mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI). Acima, nos
histogramas esta exemplificado da esquerda para direita, uma marcagao positiva (CD90) e uma
marcagao negativa (CD45).

Tabela 4- Caracterizacdo imunofenotipica das AdMSC: Porcentagem de

positividade
Molécula AdMSC2 AdMSC4 AdMSC5 AdMSC7 AdMSC9  AdMSC10 AdMSC11 AdMSC12 AdMSC13 AdMSC14 Mediana
Passagem P4 P4 P4 P4 P5 P4 P4 P4 P4 P6
CD14 0,21 0,07 0,82 0,04 0,19 0,24 0,06 0,05 0,00 0,08 0,08
CD31 2,66 0,02 0,66 0,01 0,07 0,03 0,04 0,03 0,08 0,10 0,05
CD34 0,09 0,06 0,12 0,07 0,14 0,19 0,23 0,16 0,85 0,42 0,15
CD45 0,06 0,08 0,11 0,08 0,24 0,03 0,06 0,04 0,15 0,10 0,08
CD51/61 2,50 0,06 0,59 0,05 0,06 0,05 0,05 0,11 1,20 0,22 0,09
CD106 0,07 0,02 0,14 0,17 0,21 0,01 0,09 0,02 0,14 0,10 0,10
HLA ABC 0,64 14,30 1,48 2,77 34,30 6,49 0,79 54,40 9,36 18,70 7,93
HLA DR 0,06 0,03 0,33 0,05 0,25 0,07 0,06 0,04 0,11 0,09 0,06
AC133 0,09 0,11 8,25 0,10 0,11 0,04 0,15 0,04 0,19 0,09 0,10
CD13 99,10 99,30 99,30 99,80 99,60 99,60 99,80 99,70 97,30 99,60 99,60
CD29 82,80 97,50 84,40 89,80 98,90 97,70 93,90 95,60 99,50 97,20 96,40
CD44 10,70 48,80 24,00 25,20 39,90 31,90 7,49 43,50 79,70 68,20 35,90
CD49%e 39,40 83,00 43,00 51,00 97,40 67,60 47 57,90 85,00 72,50 67,60
CD73 55,90 79,10 34,40 70,80 78,90 43,00 83,10 85,20 74,90 87,10 76,90
CD90 99,20 95,60 99,40 94,50 97,50 95,70 99,30 98,90 85,40 99,80 98,20
CD105 NR 86,90 NR 95,00 97,80 91,50 NR 95,40 86,70 91,60 91,60

Os numeros equivalem as porcentagens de positividade obtidas na regido R1 para AAMSC do
grafico de tamanho por granulosidade, para os respectivos marcadores. As células foram
adquiridas em citdbmetro de utilizando-se o programa Cell Quest para aquisigao e Flow Jo para
andlise. Foram analisados 20.000 eventos na regidao (R1) selecionada por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) FSC x SSC. NR- ndo realizado. n=10. ADMSC= células mesenquimais do
tecido adiposo. Em cinza destacadas as moléculas que apresentaram variagao entre as células
estudadas.
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Tabela 5- Caracterizacao imunofenotipica das AMSC: Mediana de intensidade de

fluorescéncia
Molécula AdMSC2 AdMSC4 AdMSC5 AdMSC7 AdMSC9  AdMSC10 AdMSC11 AdMSC12 AdMSC13 AdMSC14 Mediana
Passagem P4 P4 P4 P4 P5 P4 P4 P4 P4 P6
CD14 5,25 6,53 5,78 5,78 4,66 5,79 6,63 10,20 4,31 4,96 5,78
CD31 4,94 6,05 4,72 4,78 4,12 4,89 6,10 13,40 13,70 5 4,97
CD34 5,04 5,53 5,33 4,49 4,30 6,04 7,16 10,20 13,50 4,78 5,43
CD45 5,19 6,08 5,17 4,87 4,49 5,77 6,75 9,76 11,50 4,26 5,48
CD51/61 4,93 7,45 4,84 5,73 5,25 6,09 7,04 19,20 5,91 9,56 6,00
CD106 5,32 5,61 5,15 4,49 4,59 5,62 6,63 9,91 3,71 4,70 5,24
HLA ABC 9,74 19,30 10,50 13,80 28,60 15,60 16,40 68,40 35,90 23,10 17,85
HLA DR 5,05 5,31 537 4,53 4,60 5,61 6,93 9,56 3,24 4,37 5,18
AC133 5,29 5,34 6,21 4,45 3,83 5,54 6,92 10 3,48 4,41 5,32
CD13 273,00 321 260,00 331 992,00 259 862 1319 1151 621 331,00
CD29 56,50 73,90 72,10 59,90 326,00 72,60 122 223 375 259 73,90
CD44 6,97 31,10 12,30 21,50 43,00 19,90 23,70 84,80 108,00 58,80 27,40
CD49%e 23,30 44 24,00 29,70 108,00 36,30 49,20 71,70 96,50 90,60 46,60
CD73 28,40 46,20 21,00 38,90 72,50 26,80 80,20 116 105 80,60 59,35
CD90 354,00 116 321,00 83,50 182,00 89,10 421 692 198,00 610 198,00
CD105 NR 74,60 NR 49,60 46,10 48,30 NR 164 135 104 74,60

Os numeros equivalem as medianas de intensidade de fluorescéncia obtidas na regido R1 para
AdMSC do grafico de tamanho por granulosidade, para os respectivos marcadores. As células
foram adquiridas em citdbmetro de utilizando-se o programa Cell Quest para aquisicao e Flow Jo
para andlise. Foram analisados 20.000 eventos na regido (R1) selecionada por tamanho (FSC)
e granulosidade (SSC) FSCx SSC. NR- nao realizado. n=10. AdMSC= células mesenquimais
do tecido adiposo. Em cinza destacadas as moléculas que apresentaram variagdo entre as
células estudadas.
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Figura 13- Imunofenotipagem das AAdMSC - Porcentagens de positividade obtidas na
regido R1 para AAMSC do grafico de tamanho por granulosidade, FSCx SSC, para os
respectivos marcadores. As células foram adquiridas em citémetro de utilizando-se o programa
Cell Quest para aquisicao e Flow Jo para andlise. Foram analisados 20.000 eventos na regiao
(R1) selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). n=10. AMSC= células
mesenquimais do tecido adiposo.
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Figura 14- Imunofenotipagem das AAMSC - Mediana de intensidade de fluorescéncia
obtidas na regiao R1 para AMSC do grafico de tamanho por granulosidade, FSCx SSC, para
0s respectivos marcadores. As células foram adquiridas em citdmetro de utilizando-se o
programa Cell Quest para aquisigdo e Flow Jo para andlise. Foram analisados 20.000 eventos
na regido (R1) selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). n=10. AMSC-= células
mesenquimais do tecido adiposo.

4.2 Diferenciacao das AdAMSC em adipdcitos e ostedcitos

Dentre os critérios que definem as AdMSC, esta a capacidade de
diferenciacado em diferentes tipos celulares como adip6ctios e osteocitos.
Realizamos a diferenciagcdo de 4 AMSC em adipécitos e ostedcitos. Todas as
AdAMSC foram capazes de se diferenciar em ostedcitos e adipécitos,
respectivamente com coloragdes especificas para cristais de calcio (Von Kossa)

e para granulos de gordura (Oil Red) (Figura 15).
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Figura 15 — Diferenciacdo AAMSC em adipocitos e ostedcitos - A) Controle ADMSC sem
tratamento para diferenciagdo. Aumento 20x. B) Apods tratamento com reagentes para
diferenciagdo em adipécitos e coloragdo Oil Red para granulos de gordura, em vermelho.
Aumento 10x. C) Apds tratamento com reagentes para diferenciagdo em ostedcitos, e coloragdo
Von Kossa para cristais de calcio, em marrom. Aumento 10x.

4.3 Nomenclatura das células dos ensaios de cocultivo PBMC/AdMSC

As ADMSC e as PBMC foram cocultivadas para avaliarmos diversos
efeitos dessa interacdo tanto na inibigdo da proliferacdo, quanto na
producao/expessao de proteinas e modulagdo da expressdo génica de
moléculas relacionadas a resposta imune.

No entanto, nem todos os ensaios foram realizados para todas as 11
AdMSC. Na tabela abaixo (Tabela 6) encontra-se a especificagdo dos
experimentos realizados com cada AAMSC e PBMC. Para os ensaios de
Citometria de fluxo, com o objetivo de analisar a modulacao de proteinas nas
subpopulagbes celulares, usamos sempre as PBMC derivadas do mesmo
individuo, denominadas Pe5; para os ensaios de Real time usamos sempre as
PBMC denominadas Pe4; e para os ensaios com o objetivo de avaliar o efeito
das AdMSC na proliferacdo de linfécitos T (LT) e producdo de citocinas
(Ensaios de proliferagdo e citocinas por CBA) usamos também as PBMC

denominadas Pe4, com excegao dos experimentos EXP1 e EXP5.
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Tabela 6- Discriminacao das células utilizadas nos decorrentes experimentos de
cocultivo

Numero do Nomenclatura das

experimento AdMSC Nomenclatura das PBMC nos Ensaios
Proliferacao e Expressio Expressido de
citocinas génica proteinas
(FACS) (Real time) (FACS)
EXP1 AdMSC2 Pe2 NR NR
EXP2 AdMSC4 Pe4 Pe4 Pe5
EXP3 AdMSC5 Pe4 Pe4 NR
EXP4 AdMSC6 Pe4 Pe4 NR
EXP5 AdMSC7* Pe2* Pe4* NR
EXP7 AdMSC9 Pe4 Pe4 Pe5
EXP8 AdMSC10 Pe4 Pe4 Pe5
EXP9 AdMSC11 Ped NR NR
EXP10 AdMSC12 Ped Pe4 Pe5
EXP11 AdMSC13 Ped NR Pe5
EXP12 AdMSC14 Pe4 Pe4 Pe5

Todos os experimentos foram realizados em co-culturas de PBMC com AdMSC, frente ao estimulo
com anti-CD3, e analisados comparativamente a condicdo na qual as células foram cultivadas
separadamente. Os ensaios de proliferagédo foram feitos utilizando a marcagdo com CFSE, analisados
por FACS. A andlise de citocinas foi feita por CBA (Cytometric Bead Array) e a analise da proteinas de
superficie por FACS. * Unico ensaio no qual as PBMC do ensaio de proliferacdo foram diferentes das
PBMC usadas no ensaio de Real time. ADMSC; células mesenquimais de tecido adiposo; Pe: Células
mononucleares obtidas dos filtros de leucoaférese; NR: ndo realizado.

4.4 Efeito das AdMSC na proliferacao de PBMC induzida pelo anticorpo
anti-CD3

Com estes experimentos, verificamos a capacidade imunorreguladora
das AdMSC sobre a proliferacdo das células T CD3" e também da totalidade
das células presentes nas PBMC marcadas com CFSE, estimuladas com anti-
CD3. Este efeito funcional induzido pelas AdMSC derivadas de diferentes
individuos, sera mais adiante -correlacionado, individualmente, com as
modificagcbes na producado e expressao de proteinas nas células do sistema
imune e nas proprias AAMSC, bem como com a modulagdo da expressao

génica nas mesmas apds o cocultivo.
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Realizamos 11 ensaios utilizando-se as células: AdMSC2, AdMSC4,
AdMSC5, AdMSC6, AdMSC7, AdMSC9 AdMSC10, AdMSC11, AdMSC12,
AdMSC13. AdMSC14. As AdMSCs inibiram a proliferacdo nas proporcdes
testadas (AdMSC:PBMC - 1:10; 1:50; 1:100) (Figura 16). No entanto, na
maioria dos experimentos, na proporcao 1:5, as células aderiam e se
descolavam até o término do experimento. Apesar disso, em apenas 3 ensaios,
nos quais foram utilizadas as AdMSC9 (EXP7), AMSC12(EXP10) e AdMSC13
(EXP11), as ceélulas ndo se descolaram, o que nos permitiu analisar o efeito de
supressao com uma maior propor¢cdo de AdMSC:PBMC (1:5) (Figura 17),
atingindo quase 100% de inibicao da proliferagéo de células T.

Considerando as trés proporcoes celulares (1:10, 1:50 e 1:100), em todos
0s experimentos, a maior inibicdo foi observada na proporgcao 1:10, com média
de 56% de inibicdo (variando de 36 a 87%) (P<0,001) para as células CD3",
(Figura 16A) e de 67% (variando de 41 a 93%) (P<0,001) para a totalidade das
células dentro do “gate” de linfécitos (Figura 16B). Assim, as ADMSC também
inibiram a proliferacdo de células ndo CD3". Para as outras proporgoes
AdMSC:PBMC estudadas, também observamos inibicdo, porém em menor
intensidade e de forma decrescente, relativo ao numero de AdMSC.

O padréao de inibicdo exercida pelas AAMSC néo foi homogéneo em
todos os experimentos. Tomando como exemplo a condicdo 1:10, em metade
dos experimentos observamos inibicdo acima de 50% e na outra metade abaixo

de 50% (Figura 18).
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Figura 16- Efeito das AMSC na proliferacao de células CD3 positivas e de PBMC totais -
Ensaios utilizando-se a marcagao de CFSE (2,5 uM) para avaliar proliferagdo celular com
estimulo com o anticorpo anti-CD3 (1ug/ml); tempo de experimentagdo 5 dias. Foram
realizados 10 ensaios em ftriplicatas. Utilizamos 3 propor¢des de AAMSC:PBMC (1:10, 1:50,
1:100). Dentro de cada barra encontra-se o valor médio de inibicdo de cada condicdo na
presenca das ADMSC, comparada com a condigdo PBMC+anti-CD3 sem AdMSC. A) Efeito das
AdMSC na proliferagdo das células CD3+. B) Efeito das AdMSC na proliferagdo das PBMC
totais. Teste estatistico Wilxon — two tailed, *** p=0,001. PBMC: células mononucleares de
sangue periférico; Ad MSC: Células mesenquimais de tecido adiposo. Inib: inibi¢éo.
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Figura 17- Capacidade supressora das AAMSC é dose dependente - Ensaios utilizando-se
marcagao de CFSE (2,5 uM) para a avaliagédo do efeito das ADMSC na proliferagéo celular com
estimulo com o anticorpo anti-CD3 (1pg/ml); tempo de experimentagéo 5 dias. Apenas 3 células
se mantiveram aderidas até o quinto dia em todas as proporgdes de AMSC:PBMC (1:5, 1:10,
1:50, 1:100). As linhas representam a mediana de inibicdo da proliferagdo da condi¢ao com
AdMSC + PBMC+anti-CD3 em relagédo a condicdo sem AdMSC. A)% de inibicdo das células
CD3+. B)%de inibicdo das PBMC totais. N=3, Ad MSC: Células mesenquimais de tecido
adiposo. PBMC: Células mononucleares de sangue periférico. Teste estatistico: One way
ANOVA , Friedman test seguido de post Dunn’s multiple comparison test. * p<0,05.
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Figura 18- Capacidade supressora das AMSC é dose dependente- Ensaios utilizando-se
marcacgao de CFSE (2,5 uM) para avaliagdo do efeito das AMSC na proliferagcdo celular com
estimulo com o anticorpo anti-CD3 (1ug/ml); tempo de experimentagao 5 dias. Em todos os
ensaios concentragdes avaliadas de MSC:PBMC (1:10, 1:50, 1:100). As linhas representam a
mediana de inibi¢do da proliferagdo da condigdo com AAMSC + PBMC+anti-CD3 em relagao a
condicdo sem AAMSC. A)% de inibicdo das células CD3+. B)% de inibicao das PBMC totais.
N=11, Ad MSC: Células mesenquimais de tecido adiposo. PBMC: Células mononucleares de
sangue periférico. Teste estatistico: One way ANOVA, Friedman test seguido de post Dunn’s
multiple comparison test. ** p<0,01, ***p<0,001.

4.5 Efeito da interacdo AdMSC/PBMC na producao de citocinas nos
sobrenadantes das coculturas

Avaliamos o efeito da interacdo das MSC com as PBMC estimuladas com
o anticorpo anti-CD3 na produgdo de diversas citocinas relacionadas com a
resposta imune, nas mesmas 11 culturas utilizadas para os ensaios de
proliferacdo citados na secdo anterior. Esta andlise foi realizada nos
sobrenadantes do 1* 3° e 5° dia de cultura, lembrando que o ensaio de inibigéo
de proliferagéo foi feito no dia 5° de cultura. As citocinas avaliadas foram IFN-y,

TNF-q, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 do kit CBA human Th1/Th2 (Cytometric Beads
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Array). Os limites de deteccdo minimo e maximo foram de 5pg/ml e 5000 pg/ml,
respectivamente.

As citocinas mais produzidas pelas PBMC com o estimulo de anti-CD3
foram: IL-10 (Tabela 7), TNF-a (Tabela 8), IFN-y (Tabela 9), e em menor
intensidade IL-2 (Tabela 10), IL-4 (Tabela 11), e IL-5 (Tabela 12). Os valores
das medianas de producao (pg/ml) correspondente a cada dia para as citocina
mais produzidas foram: TNF-a (1d — 2155,19; 3d — 783,76; 5d — 479,56), IFN-y
(1d — 149,94; 3d — 916,15; 5d — 916,15), IL-10 (1d — 279,24; 3d — 314,82; 5d —
178,78), e em menor intensidade IL-2 (1d — 33,17; 3d — 8,38; 5d — 14,66), IL-4

(1d—9,21; 3d - 9,21; 5d — 11,94); IL-5 (1d — 20,96; 3d — <5,0; 5d — <5,0).

4.5.1 Cinética com estimulo anti-CD3

Nos dias 1, 3 e 5 de cultura, observamos a produgédo induzida ou
aumentada pelo estimulo com anti-CD3 das citocinas: IL-10, IFN-y e TNF-a
apesar de nado ter sido uniforme em todos os experimentos. A cinética de
producéo de citocinas com o estimulo com anti-CD3 nao nos permitiu verificar
diferencas estatisticas na producdo dessas citocinas entre os trés dias de
estudo. No entanto, os valores maiores de produgédo foram encontrados nos
dias 3 para IL-10, 1 para TNF-a e 3 e 5 para IFN-y. Os dados s&o mostrados

descontando-se a produgao basal correspondente de cada citocina (Figura 19).
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4.5.2 Efeito das AAMSC na producao de citocinas

O efeito das ADMSC sobre a producdo das citocinas foi observado
principalmente para as citocinas IL-10, IFN-y e TNF-a. Em todos os dias do
ensaio, observamos algum efeito das AdMSC sobre a produgédo de citocinas
nas coculturas. Os efeitos mais marcantes foram observados para as culturas
na razdo AdMSC/PBMC de 1:10.

Na analise conjunta dos experimentos, observamos que os valores de
producé@o de citocinas foram significativamente menores em relagédo a condi¢ao
das PBMC estimuladas com anti-CD3 e sem as AdMSC. Para TNF-a houve
37% de diminuicdo na proporcdo 1:10, no dia 1 (p<0,05); ja no dia 3
observamos diminuicao da producao nas trés proporcoes estudadas, 1:10 (76%
(p<0,001), 1:50 (49% (p<0,01) e 1:100 (44% (p<0,05). Da mesma forma,
observamos diminuicdo para todas as propor¢cbées no dia 5 sendo (77%

(p<0,01), 66% (p<0,01) e 48% (p<0,05), respectivamente) (Figura 20 e
Tabela 8). E interessante apontar que no dia 1 de cultura observamos

principalmente um aumento de producao de IL-10 na razao 1:10 (83%) (p<0,05)
(Figura 21).

Para o IFN-y também houve uma diminuigdo da produgédo na presenca
das AMSC nas trés propor¢cdes estudas nos dias 3 (66%, 40% e 23% de
diminuicdo para as propor¢gdes 1:10, 1:50 e 1:100 respectivamente, p<0,05) e
no dia 5 (63%, 37% e 25% de diminuigdo para as proporgdes 1:10, 1:50 e 1:100
respectivamente, p<0,05). No entanto, 0 nosso n experimental para esse
calculo foi reduzido, pois os valores detectados na condicdo de comparacao

foram superiores ao limite maximo de deteccao (5000pg/ml). Assim em apenas
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4 experimentos realizamos uma diluicdo intermediaria do sobrenadante (1/10)
para podermos detectar a producéo dessa citocina.

Para outras citocinas, ndo observamos diferencas significativas entre as
medianas de pg/ml, nas condigbes com anti-CD3 com e sem as AAMSC, em
qualquer das concentragdes de AAMSC/PBMC.

Fizemos a analise individual dos resultados para todos os experimentos
na condicdo em que as AdMSC estavam na razédo 1:10; a mesma utilizada nos
ensaios nos quais avaliamos expressao génica e protéica nas AMSC e nos LT
associada a supressao de proliferacao. Observamos modificacdes na producao
de citocinas na maioria dos experimentos para as citocinas: IL-10, TNF-a e IFN-
y. Para a IL-10 (Figura 21) observamos no dia 1 de cultura aumento da
producédo variando 31 a 580% em 7 de 9 experimentos. Em contraste, nos dias
3 e 5 de cultura ndo observamos modulagcédo dessa citocinas, na presenca das
AdMSC (Tabela 7).

Como citado anteriormente, para o IFN-y ndo pudemos calcular o valor
de inibicdo em todos os experimentos. No entanto, em apenas 4 ensaios,
realizamos a dosagem dessa citocina com o sobrenadante diluido (1/10), e
assim, pudemos observar em todos eles diminui¢cao da produgéo de IFN-y tanto
no dia 3 (variando de 55% a 94%) quanto no dia 5 (variando de 42% a 71%)
(Figura 22 e Tabela 9).

Para TNF-a, observamos diminuicdo de produgdo na presenca das
AdMSC, em todos os experimentos, dia 3 (de 51% a 99%), dia 5 (de 42% a
99%), e para dia 1 em 8 de 9 experimentos observamos diminuicdo de 16% a

94% (Figura 20 e Tabela 8).
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Em resumo, o efeito dominante da interacao das AdMSC com as PBMC
estimuladas com anti-CD3 foi de diminuigdo de citocinas dominantemente

proinflamatérias e aumento da IL-10.



Tabela 7 - Producéo de IL-10 nos dias 1, 3 e 5 no sobrenadante das culturas
IL10 (pg/ml) - 1d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 Mediana
PBMC 92,25 14,66 27,498193 10,4 10,4 176,31 176,31 176,31 176,31 92,25
PBMC+anti-CD3 285,87 45,35 388,82 253,36 253,36 279,24 279,24 279,24 279,24 279,24
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 981,1 308,59 509,93 216,2 105,61 894,1 413,35 532,77 720,56 509,93
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50  565,08874 125,28 551,58 245,95 189,93 584,37 452,07 357,73 436,19 436,19
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 437,87 109,75 425 182,48 114,63 452,07 250,87 274,11 351,29 274,11
AdMSC pura 5,82 <50 <5,0 94,18 6,37 8,87 <50 7,62

IL10 (pg/ml) - 3d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 Mediana
PBMC 108,42 18,29 132,90 11,24 11,24 85,56 85,56 85,56 85,56 85,56
PBMC+anti-CD3 642,09 310,15 543,52 1014,51 1014,51 314,82 314,82 314,82 314,82 314,82
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 869,09 307,02 294,36 186,17 106,70 549,47 314,82 293,82 354,5 307,02
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 643,40 142,52 450,91 430,20 364,48 409,65 288,44 238,25 306,26 364,48
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 501,60 165,49 318,80 314,67 271,49 388,10 157,55 175,45 100,86 271,49
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

IL10 (pg/ml) - 5d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 Mediana
PBMC 65,20 18,06 72,86 14,80 14,80 50,96 50,96 50,96 50,96 50,96
PBMC+anti-CD3 451,19 197,74 178,78 694,54 694,54 167,11 167,11 167,11 167,11 178,78
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 564,73 156,24 177,89 147,76 85,91 335,65 167,93 151,45 190,5 167,93
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 378,55 104,50 215,65 260,98 274,18 202,76 129,72 131,70 157,55 202,76
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 297,80 107,10 174,31 238,76 182,48 227,27 141,28 131,70 144,84 174,31
AdMSC pura 11,47 <5,0 <5,0 66,86 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

71

Producéo da citocina IL-10 medida no sobrenadante das culturas, medida pelo kit “Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. Valores em
pg/ml de cada experimento analisado em todas as condigbes do ensaio de proliferagdo, e mediana de producao, a direita da tabela. As medi¢des foram
realizadas nos 3 tempos de estudo. PBMC: Células mononucleares; ADMSC: Células mesenquimais de tecido adiposo Limite de deteccdo de 5pg/ml a

5000pg/ml. N=9
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Tabela 8 - Producdo de TNF-a nos dias 1, 3 e 5 no sobrenadante das culturas
TNF (pg/ml) - 1d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 2110,95 1048,13 1823,625 <5,0 <5,0 1773,06 1773,06 1773,06 1773,06 | 1773,06
PBMC+anti-CD3 3365,53 1999,84 1804,37 1033,06 1033,06 2155,19 2155,19 2155,19 2155,19 [ 2155,19
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10  2822,19 2084,81 1020,97 61,28 43,94 1788,26 1438,96 1420,62 1408,53 ( 1420,62
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 2808,385 1763,34 1767,63 225,86 282,33  2248,39 1628,41 1508,13 1980,03 | 1763,34
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 3058,43 2016,58 1749,55 349,53 293,51 2306,19 1834,37 1728,39 1865,81 | 1834,37
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 415,26 <5,0 6,1 <5,0 <5,0

TNF (pg/ml) - 3d
EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana

PBMC 708,53 277,8 195,57 <5,0 <5,0 444,07 444,07 444,07 444,07 | 444,07
PBMC+anti-CD3 1733,79 851,89 484,79 626,64 626,64 783,76 783,76 783,76 783,76 | 783,76
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 728,56 417,69 85,02 8,01 8,85 242,69 191,18 105,2 240,45 191,18

PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 1006,544 399,39 443,21 70,11 113,1 646,71 289,1 278,7 487,59 399,39
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 1160,593 584,9701 441 132,26 132,26 981,92 413,41 525,77 286,47 441
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 30,45 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

TNF (pg/ml) - 5d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana

PBMC 392,6571 114,0572 89,7 28,17 28,17 216,03 216,03 216,03 216,03 216,03
PBMC+anti-CD3 996,45 388,35 77,22579 336,22 336,22 470,56 470,56 470,56 470,56 470,56
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 401,39 177,31 44,67 5,66 2,83 190,28 77,42 107,32 132,74 107,32
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 508,19 217,39 142,36 30 <5,0 276,15 120,91 148,43 201,35 174,89
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 570,38 311,47 151,45 65,06 67,04 450,05 244,95 195,74 302,63 244,95
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 36,06 <5,0 6,37 <5,0 <5,0

Producéo da citocina TNF-a medida no sobrenadante das culturas, medida pelo kit “Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. Valores em
pg/ml de cada experimento analisado em todas as condi¢cdes do ensaio de proliferagao, e mediana de produgéo , a direita da tabela. As medi¢des foram
realizadas nos 3 tempos de estudo. PBMC: Células mononucleares; AMSC: Células mesenquimais de tecido adiposo Limite de detec¢do de 5pg/ml a
5000pg/ml. N=9
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Tabela 9 - Producao de IFN-y nos dias 1, 3 e 5 no sobrenadante diluido (1/10) das culturas
IFNg (pg/ml) - 1d

diluidas 1/10 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 13,96 13,96 13,96 13,96 13,96
PBMC+anti-CD3 149,94 149,94 149,94 149,94 | 149,94

PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 157,9 127,99 140,08 182,99 148,99
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 142,31 119,33 135,71 153,08 139,01
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 135 86,68 63,39 123,93 | 105,31
AdMSC pura 14,25 <5,0 <5,0 5,73 <5,0

INFg (pg/ml) - 3d

diluidas 1/10 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 43,9 43,9 43,9 43,9 43,90
PBMC+anti-CD3 916,15 916,15 916,15 916,15 | 916,15

PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 205,18 59,14 410,35 410,35 307,77
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 714,22 195,27 592,6 511,65 552,13
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 843,75 634,5 485,51 783,05 708,78
AdMSC pura 47,32 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

INFg (pg/ml) - 5d

diluidas 1/10 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 47,32 47,32 47,32 47,32 47,32
PBMC+anti-CD3 916,15 916,15 916,15 916,15 | 916,15

PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 477,07 270,14 333,14 348,75 | 340,95

PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 629,12 403,06 525,18 634,5 577,15

PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 886,54 553,19 452,52 812,9 683,05

AdMSC pura 37,31 <50 <50 <5,0 <5,0
Produgao da citocina IFN-y medida no sobrenadante das culturas, medida pelo kit “Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. Valores em
pg/ml de cada experimento analisado em todas as condigées do ensaio de proliferagdo, e mediana de produgao a direita da tabela. As medigées foram
realizadas nos 3 tempos de estudo, nos sobrenadantes diluidos 1/10, pois nas mesmas condigdées das outras citocinas, os valores ultrapassaram o limite de
deteccao do Kit. PBMC: Células mononucleares; AdMSC: Células mesenquimais de tecido adiposo Limite de detecgdo de 5pg/ml a 5000pg/ml. N=4
(sobrenadantes diluidos).
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Tabela 10- Producao de IL-2 nos dias 1, 3 e 5 ho sobrenadante das culturas
IL2 (pg/ml) - 1d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC <5,0 <5,0 36,62 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 41,56 17,42 31,89 223,70 223,70 33,17 33,17 33,17 33,17 33,17
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 79,31 82,15 24,02 275,99 111,09 33,47 31,66 46,75 28,17 46,75
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 53,40 23,84 20,74 228,23 208,52 21,76 21,21 24,32 23,79 23,84
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 43,23 24,75 14,72 206,43 120,60 19,49 21,21 40,84 20,71 24,75
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 19,47 <50 15,03 12 <5,0

IL2 (pg/ml) - 3d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10  EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC <5,0 <5,0 <5,0 13,65 13,65 8,38 8,38 8,38 8,38 8,38
PBMC+anti-CD3 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 8,38 8,38 8,38 8,38 8,38
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 <5,0 6,06 <5,0 72,49 10,06 9,55 <50 24,9 7,23 9,81
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 26,20 <5,0 <5,0 5,23 <5,0 9,16 33,47 <5,0 37,23 26,20
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 30,94 17,80 <5,0 <5,0 <50 <5,0 24,07 9,62 52,69 24,07
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 26,49 5,19 14,58 16,39 15,49

IL2 (pg/ml) - 5d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 27,69 18,03 <50 16,50 16,50 12,84 12,84 12,84 12,84 14,67
PBMC+anti-CD3 17,10 <5,0 12,22 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 14,66
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 60,64 42,2 27,05 7,23 <5,0
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 51,96 46,75 <5,0 37,23 <5,0
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 <5,0 <5,0 <50 <50 <50 34,08 50,42 78,46 52,69 51,56
AdMSC pura 9,64 <5,0 <5,0 52,31 <50 15,48 16,39 15,94

Produgéo da citocina IL-2 medida no sobrenadante das culturas, medida pelo kit “Human CBA Th1/Th2” (BD Biosciences, CA, EUA) e analisadas por
citometria de fluxo. Valores em pg/ml de cada experimento analisado em todas as condi¢gdes do ensaio de proliferacéo, e mediana de produgao, a direita da
tabela. As medigbes foram realizadas nos 3 tempos de estudo. PBMC: Células mononucleares; AAMSC: Células mesenquimais de tecido adiposo. Limite de
deteccao de 5pg/ml a 5000pg/ml. N=9
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Tabela 11 - Producao de IL-4 nos dias 1, 3 e 5 no sobrenadante das culturas
IL4 (pg/ml) - 1d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 12,34 5,33 8,35 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 25,2 15,41 <5,0 13,13 13,13 5,28 5,28 5,28 5,28 9,21
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 29,35 17,29 <5,0 15,20 8,86 6,34 9,63 7,78 <5,0 9,63
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 28,35 15,23 <5,0 19,49 11,87 4,39 10,2 <50 8,88 11,87
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 25,20 22,36 <5,0 14,89 11,53 13,79 7,42 15,27 <5,0 14,89
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 7,42 <5,0 7,42

IL4 (pg/ml) - 3d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 16,52 14,7 <5,0 6,14 6,14 9,26 9,26 9,26 9,26 9,26
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 8,17 <50 <5,0 <5,0 <50 11,96 24,75 23,71 7,42 11,96
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 21,05 6,11 <5,0 <5,0 <50 6,7 13,79 15,27 6,7 10,25
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 21,91 14,42 5,22 <5,0 <50 7,42 7,06 7,42 17,24 7,42
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 32,53 <5,0 <5,0 6,52 19,53

IL4 (pg/ml) - 5d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana
PBMC 14,02 9,46 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 15,62 6,12 11,94 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 11,94
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 9,8 12,34 7,40 <5,0 <50 85,25 44,8 21,24 15,48 15,48
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 18,38 26,87 34,64 42,04 <5,0
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 <5,0 6,69 <5,0 <5,0 <50 21,04 48,02 56,02 22,45 22,45
AdMSC pura 6,83 <5,0 <5,0 48,38 6,34 <5,0 <5,0 6,83

Produgéo da citocina IL-4 medida no sobrenadante das culturas, medida pelo kit “Human CBA Th1/Th2” (BD Biosciences, CA, EUA) e analisadas por
citometria de fluxo. Valores em pg/ml de cada experimento analisado em todas as condigdes do ensaio de proliferagéo, e mediana de produgéo, a direita da
tabela. As medigdes foram realizadas nos 3 tempos de estudo. PBMC: Células mononucleares; ADMSC: Células mesenquimais de tecido adiposo Limite de
detecgao de 5pg/ml a 5000pg/ml. N=9
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Tabela 12 — Producéao de IL-5 nos dias 1, 3 e 5 no sobrenadante das culturas
IL5 (pg/ml) - 1d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana

PBMC <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 <5,0 <5,0 <5,0 20,96 20,96 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 20,96
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 6,69 <5,0 <5,0 26,57 18,43 6,83 <5,0 5,78 5,74 6,76
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 5,99 <5,0 <5,0 32,06 25,79 6,13 <5,0 <5,0 5,3 6,13
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 <5,0 <5,0 <5,0 26,31 20,14 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 23,23
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

IL5 (pg/ml) - 3d
EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana

PBMC <5,0 Undet, <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 5,57 14,70 <5,0 84,14 84,14 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 8,09 <5,0 <5,0 29,92 26,05 5,48 6,87 9,86 <5,0 8,98
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 10,51 6,11 <5,0 66,87 60,53 9,05 6,49 7,22 6,13 8,14
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 9,91 14,42 <5,0 57,59 58,16 5,82 <5,0 6,21 <5,0 12,16
AdMSC pura <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

IL5 (pg/ml) - 5d

EXP9 EXP7 EXP4 EXP10 EXP11 EXP2 EXP3 EXP8 EXP12 |Mediana

PBMC <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3 7,27 6,29 <5,0 90,24 90,24 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:10 12,44 11,99 <5,0 29,92 28,75 16,22 9,21 9,53 9,37 12,22
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:50 9,48 14,08 <5,0 68,22 66,87 15,8 10,49 10,03 10,26 12,29
PBMC+anti-CD3+AdMSC 1:100 5,52 13,00 <5,0 64,26 64,9 11,03 5,97 7,35 10,26 10,65
AdMSC pura <5,0 <5,0 1,01 8,84 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

Produgéo da citocina IL-5 medida no sobrenadante das culturas, medida pelo kit “Human CBA Th1/Th2” (BD Biosciences, CA, EUA) e analisadas por
citometria de fluxo. Valores em pg/ml de cada experimento analisado em todas as condi¢gdes do ensaio de proliferacdo, e mediana de produgao, a direita da
tabela. As medigdes foram realizadas nos 3 tempos de estudo. PBMC: Células mononucleares; ADMSC: Células mesenquimais de tecido adiposo Limite de
deteccao de 5pg/ml a 5000pg/ml. N=9
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Figura 19- Cinética da producao de citocinas em PBMC estimuladas com anti-CD3- Produgdo de citocinas no sobrenadante das PBMC estimuladas
com anti-CD3 apés 1d, 3d e 5d de cultura. Os valores mostrados nos graficos indicam a producao da citocina na condicao com anti-CD3, descontada da
condicao basal de cada respectivo experimento. Citocinas medidas pelo kit “Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. A) Producéo de IL-10
em pg/m. B) Produgdo de TNF-a em pg/ml; C) Produgdo de IFN-y em pg/ml. Este ndo possui as linhas equivalentes a média, pois os 4 ensaios foram
realizados com as mesmas PBMC uma Unica vez, variando apenas as ADMSC portanto os valores de produgédo da condigdo de comparacao (PBMC +
antiCD3) sao os mesmos. A detecgao do IFN-y foi feita separadamente pois precisamos diluir o sobrenadante 1:10 uma vez a que produgao da citocina na
presenca do estimulo anti-CD3 ultrapassou o limite de detecgédo da técnica em todos os experimentos. Limite de detecgao de 5pg/ml a 5000pg/ml. Nao
houve diferenga estatistica entre as condigdes estudadas. Os gréaficos A e B representam a produgao média de 9 experimentos realizados.
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Figura 20 - Efeito das AAMSC na producéo de TNF-a nas coculturas de AAMSC e PBMC estimuladas com anticorpo anti-CD3: Producéo de citocinas
no sobrenadante dos cocultivos de MSC+PBMC em diferentes proporgoes ADMSC:PBMC (1:10, 1:50 e 1:100) apos 1, 3 e 5 dias de cultivo, medidas pelo kit
“Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. Os gréaficos representam a produgdo mediana de 9 experimentos realizados com as AdMSC de
diferentes individuos. As AAMSC induziram uma diminui¢cao da produgédo de TNF-a em todas as proporgdes e tempos estudados. A) Produgao de TNF-a em

pg/m no dial de co-cultura; B Producao de TNF-a em pg/m no dia 3 de co-cultura; C) Producdo de TNF-a em pg/m no dia 5 de co-cultura. Limite de detecgao
de 5 pg/ml a 5000pg/ml. Teste estatistico Mann Whitney . *p<0,05, **p<0,001.



IL10 (1d) IL10 (3d)
15004 — 1500+ —
* * *
1000 v 1000 LL
E v £ v
g i £ L34 8 - v ¢
i i n
500 - —:"— 4 090 500 * 8
* o —y— ‘
- ; . —-oo— —-— *
- v ** %0 v’ * oso
0 T T T T 0 T T T T
PBMC+ antiCD3 + + + + PBMC+ antiCD3 + + + +
AdMSC 1:10 + - - AdMSC 1:10 + -
AdMSC 1:50 - + AdMSC 1:50 - - + -
AdMSC 1:100 - + AdMSC 1:100 +

79

IL10 (5d)
1500
1000
E
3 T .
500{ o
v :‘ °
. — v o —%19—
T T T T
PBMC+ antiCD3 + + + +
AdMSC 1:10 + - -
AdMSC 1:50 - + -
AdMSC 1:100 - +

Figura 21 - Efeito das AMSC na producao de IL-10 nas coculturas de AdMSC e PBMC estimuladas com anticorpo anti-CD3: Produgéo de citocinas
no sobrenadante dos cocultivos de MSC+PBMC em diferentes propor¢gdes ADMSC:PBMC (1:10, 1:50 e 1:100) apéds 1, 3 e 5 dias de cultivo, medidas pelo kit
“Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. Os graficos representam a producdo mediana de 9 experimentos realizados, com as AAMSC de
diferentes individuos. As AMSC induziram um aumento da produgao de IL-10 apenas no dia 1. A) Produgao de IL-10 em pg/m no dial de co-cultura. B)

Produgéao de IL-10 em pg/m no dia 3 de co-cultura. C) Produgéao de IL-10 em pg/m no dia 5 de co-cultura. Limite de deteccéo de 5 pg/ml a 5000pg/ml. Teste
estatistico Mann Whitney, *p<0,05, **p<0,001.
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Figura 22- Efeito das AAMSC na producao de IFN-y nas coculturas de AAMSC e PBMC estimuladas com anticorpo anti-CD3: Produgéo de citocinas
no sobrenadante (diluidos 1:10) dos cocultivos de MSC+PBMC em diferentes propor¢des AdMSC:PBMC (1:10, 1:50 e 1:100) ap6s 1, 3 e 5 dias de cultivo,
medidas pelo kit “Human CBA Th1/Th2” e analisadas por citometria de fluxo. Os gréaficos representam a produgdo mediana de 4 experimentos realizados,
com as AdMSC de diferentes individuos. As AMSC aparentemente induziram diminui¢gdo da produg¢ao de IFN-y apenas nos dia 3 e 5. A) Produgéao de IFN-y

em pg/m no dia 1 de cocultura. B) Produgao de IFN-y em pg/m no dia 3 de cocultura. C) Producao de IFN-y em pg/m no dia 5 de cocultura. Limite de
detecgao de 5 pg/ml a 5000pg/ml. Teste estatistico Mann Whitney, *p<0,05.
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Analisamos se as modificagdes significativas em relacdo a producao
dessas citocinas, na condicao com proporcao AdMSC/PBMC de 1:10, estavam
relacionados com a maior capacidade supressora das AdMSC, nos ensaios de
proliferagdo. Para os ensaios nos quais observamos maior supressao de
proliferagdo (>50%), encontramos correlagdo positiva entre a diminuicdo da
producéo de IFN-y e TNF-a (valor de correlagédo 1,0 e p<0,001) no dia 1 de
cultura (Figura 23). No grupo de ensaios com menor supressdo da
proliferagdo, esta correlagéo entre IFN-y e TNF-a também foi observada, no
entanto, apenas nos dias 3 (p =0,8627 e p<0,05) e 5 (p =0,9963 e p<0,001)
(Figura 23). Outro ponto que nos chamou a atencgao foi o fato de haver apenas
esta correlacdo entre a modulacao das citocinas exclusiva do grupo de ensaios
com maior supressao, diferentemente do que observamos no grupo de ensaios
com menor supressao. Neste grupo ha um numero maior de correlagbes entre
as citocinas, como entre IL-4 e IL-2 (p =0,9875 e p<0,001), IL-4 e IL-5 (p
=0,7887 e p<0,01), além de TNFa e IL-5 (p = -0,6348 e p<0,05) no dia 1, e
entre IFN-y e IL-2 (p = -0,8452 e p<0,05), IFN-y e IL-4 (p = -0,8825 e p<0,05),
IFN-y e IL-5 (p = -0,8468e p<0,05), e entre IFN-y e TNF-a (p = 0,9963 e

p<0,05) (Figura 23).
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Menor supressao Maior supressao
1DIA 1DIA
Menor supressao Maior supressao
da proliferacdo il2 il4 il5 il10 tnf ifn da proliferacdo il2 il4 il5 il10 tnf ifn
i12 1 il2 1
il4 0,9875*** 1 il4 1
il5 0,7788** | 0,7887** 1 il5 0,7910* 1
il10 1 il10 1
tnf -0,6349* 1 tnf 1
ifn 1 ifn 1,0000*** 1
3DIA 3 DIA
Menor supressao Maior supressao
da proliferacdo il2 il4 il5 il10 tnf ifn da proliferacdo il2 il4 il5 il10 tnf ifn
i12 1 il2 1
il4 1 il4 1
il5 1 il5 1
il10 1 il10 1
tnf 1 tnf 1
ifn 0,8627* 1 ifn 1
5DIA 5DIA
Menorsupressao |, il4 ils i110 tnf ifn Malorsupressdo | ) il4 ils il10 tnf ifn
da proliferagdo da proliferagdo
i12 1 il2 1
il14 0,9323*** 1 il4 0,8106* 1
il5 1 il5 1
il10 1 il10 1
tnf 1 tnf 1
ifn -0,8452* | -0,8825* | -0,8468* 0,9963*** 1 ifn 1

Figura 23 - Matriz de correlagao de citocinas produzidas nos sobrenadantes do cocultivo, 1d, 3d e 5d nos grupos de experimentos com maior e menor capacidade
supressora de proliferagao. Producao de citocinas avaliada no sobrenadante apés 1, 3 e 5 dias de cocutivo . Marcadas em cinza, as correlagdes exclusivas de cada grupo,
onde foi observada supressdo de proliferagdo menor do que 50% ou maior do que 50%. n=9 experimentos. As correlagdes foram feitas pelo teste de correlagdo nao
paramétrico de Spearman. Os numeros indicam os valores da reta de correlagdo com o simbolo da significancia de acordo com cada correlagdo *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.Vale destacar a forte correlagdo entre as citocinas proinflamatérias TNF-o e IFN-y apenas no dia 1 entre os experimentos de maior supressao, e entre as mesmas
citocinas apenas mais tardiamente, dias 3 e 5, nos experimentos onde observamos menor supressao da proliferacao.
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4.6 Efeito da interacao AdMSC/PBMC na expressao de proteinas da

resposta imune nos LT e nas AAMSC

4.6.1 Andlise conjunta de todos os experimentos

Avaliamos, em ambas as populag¢oes celulares, o efeito da interagdo das
AdMSC com as PBMC estimuladas com o anticorpo anti-CD3 na expresséo de
diversas proteinas relacionadas com a resposta imune, por citometria de fluxo.
Essa analise foi pareada em 6 dos 11 ensaios de anadlise de inibicdo de
proliferacdo, (EXP2-AdMSC4, EXP7-AdMSC9, EXP8-AdMSC10, EXP10-
AdMSC12, EXP11-AdMSC13, EXP12-AdMSC14). Esta andlise foi realizada no
dia 3° de cultura, enquanto o ensaio de inibicao de proliferacao foi feito no dia 5
de cultura. As moléculas analisadas estao especificadas na Tabela 2.

A interagdo das AdMSC com as PBMC estimuladas com o anticorpo anti-
CD3 induziu a modificagcdo na expressdo de diversas moléculas tanto nas
AdMSC quanto nos linfocitos T. Nas AdMSC, observamos, na analise conjunta,
um aumento significativo na mediana do numero de células com expresséo de
PD1L (em média, 1815% de aumento, variando de 231% a 5205%, p=0,0156)
(Figura 24A), assim como aumento da sua mediana de intensidade de
fluorescéncia (MFI) (em média 702% de aumento, variando de 57% a 4205%).
Observamos também aumento das células com expressdo simultanea de
CXCL10 e CCL5 (em meédia 800% de aumento, variando de 26% a 2265% ,
p=0,0156) (Figura 24D). Para ambas as moléculas também observamos
aumento significativo da mediana de intensidade de fluorescéncia para CCL5

(em média 158% de aumento, variando de 59 a 361%) e para CXCL10 (em
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meédia 785% de aumento, variando de 40 a 216%) (Figura 25 B e C). Em
contraste, para LAP observamos diminuicao do numero de células positivas (em
média 55% de diminuicao, variando de 31 a 84%) (Figura 24B). Para as outras

moléculas estudadas (CD80,CD86 e HLADR) ndo observamos modificagdes.
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Figura 24- Efeito da interacao AAMSC/PBMC nas AdMSC - porcentagem de positividade.
As células foram cocultivadas com anti-CD3 (1pg/ml) por 3 dias e, posteriormente, as ADMSC
foram tripsinizadas para avaliagdo da expressao de proteinas, por citometria de fluxo. AAMSC:
AdMSC que foram cultivadas sozinhas com anti-CD3 e AdMSC/PBMC: cocultura de ADMSC e
PBMC estimuladas com anti-CD3. Foram analisados 300.000 eventos na regiao (R1)
selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC, posteriormente as moléculas descritas
foram avaliadas sempre dentro da populacdo CD90+. A) % de AAMSC PDL1+. B) % de AdMSC
LAP+. C) % de AAMSC CXCL10+CCL5+. LAP: do inglés “latency-associated peptide’, TGF-beta
de membrana. PDL1: do inglés “programmed death ligand-1”, CD90: Thy-;, CXCL10: quimiocina
IP10 ligante de CXCRS3, CCL5: quimiocina RANTES ligante de CCR4 e CCR5. Teste nao
paramétrico, pareado de Wilcoxon, *p<0,05.
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Figura 25 Efeito da interacao AdMSC/PBMC nas AdMSC - Mediana de Intensidade de
Fluorescéncia (MFI). As células foram cocultivadas com anti-CD3 (1ug/ml) por 3 dias e,
posteriormente, as AAMSC foram tripsinizadas para avaliagdo da expressdo de proteinas, por
citometria de fluxo. AAMSC: AAMSC que foram cultivadas sozinhas com anti-CD3 e
AdMSC/PBMC: cocultura de AdMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3. Foram analisados
300.000 eventos na regido (R1) selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC,
posteriormente as moléculas descritas foram avaliadas sempre dentro da populagdo CD90+. A)
MFI de PDL1 nas AdMSC. B) MFI de CXCL10 nas AdMSC. C) MFI de CCL5 nas AdMSC.
PDL1: do inglés “programmed death ligand-1”, CD90: Thy-1, CXCL10: quimiocina IP10 ligante
de CXCR3, CCL5: quimiocina RANTES ligante de CCR4 e CCR5. Teste ndo paramétrico,
pareado de Wilcoxon, *p<0,05.
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Nos linfécitos T, observamos, na andlise conjunta, um aumento
significativo na mediana do nimero de células T com o fenétipo CD73" dentro
das CD4"CD25'FOXP3", descrito para uma subpopulacdo de células Treg,
tanto nas populacées com alta expressdo de CD25 (hi) (em média 325% de
aumento, variando de 6% a 467%, p=0,0313) quanto naquelas com baixa
expressdo de CD25 (lo) (em média 342% de aumento, variando de 10% a
427%, p=0,0313), mas nao nas células CD25 negativas (Figura 26). Também
observamos um aumento na intensidade de expressdao da molécula CCR7 nas
células CD4*CD25"°FOXP3* (em média 79% de aumento, variando de 5,5% a
226%, p=0,0156) (Figura 30).

Por outro lado, observamos uma diminuicdo na % de células com o
fenétipo CD4"CD25"FOXP3" (Totais) (em média 35% de diminui¢cdo, variando
de 19% a 53%, p=0,0156 ) e das CD4*CD25°FOXP3* (em média 45% de
diminuicdo, variando de 26% a 61%, p=0,0156), mas ndo das com alta
expressdo de CD25 (hi) (Figura 27). Também observamos diminuicdo do
nimero de células de outros fendtipos descritos para determinadas
subpopulagbes de células Treg, como as Treg CXCRS3+:
CD4"CD25'FOXP3"CXCR3* e Treg CCR4+CCR5+ descritas no contexto do
transplante, CD4"CD25"FOXP3*CCR5'CCR4*. Para as Treg CXCR3+, houve
diminuicdo do numero de células CXCR3+ tanto das CD25 totais (em média
59% de diminuicio, variando de 31% a 85%) como das CD25° (em média 69%
de diminui¢ao, variando de 54% a 84%,) mas nao observamos diminuicao nas
CD25" (Figura 28). J4 para as Treg CCR4+CCR5+ houve diminuicdo de CCR4

e CCRS5 tanto na subpopulagdo CD25" (em média 70% de diminuigao, variando
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de 58% a 73%, p=0,0156) como nas CD25° (em média 65% de diminuicao,
variando de 57% a 75%, p=0,0156) (Figura 29).

As subpopulagées de linfocitos T CD8+0OX40+ também tiveram as %
diminuidas apds o contato com as AMSC (em média 85% de diminuicao, de
66% a 96%, p=0,0313), assim como as CD4+/ICOS+ (em média 52% de
diminuicdo, variando de 19% a 88%, p=0,0156), CD8+/ICOS+ (em média 85%,
variando de 66% a 81%, p=0,0313) (Figura 31). Diminuicdo da intensidade de
expressdo (MIF) também foi observada para as moléculas ICOS tanto nas
células T CD4+ (em média 32%, variando de 2 a 58%, p=0,0156) quanto CD8
(em média 43%, variando de 21 a 57%, p=0,0313) e de OX40 nas CD8+ (em
média 36%, variando de 14 a 55%, p=0,0313).

Para todas essas andlises o teste estatistico utilizado foi teste t nao

paramétrico pareado de Wilcoxon.
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Figura 26- Efeito da interacido AAMSC/PBMC nas PBMC - Treg CD73+ - Porcetagem de
positividade. As células foram cocultivadas com anti-CD3 (1ug/ml) por 3 dias e posteriormente
as ADMSC foram tripsinizadas para avaliagdo da expressdo de proteinas, por citometria de
fluxo. MSC: AdMSC que foram cultivadas sozinhas com anti-CD3 e MSC/PBMC: cocultura de
AdMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3. Foram analisados 300.000 eventos na regido (R1)
selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC, posteriormente as moléculas descritas
foram avaliadas sempre dentro da populacdoCD4+ —CD25+—FOXP3+. A) %de células CD73+
das CD4+CD25+FOXP3+. B) %de células CD73+ das CD4+CD25hiFOXP3+. C) %de células
CD73+ das CD4+CD25loFOXP3+. D) %de células CD73+ das CD4+CD25negFOXP3+. n=5.
Teste t pareado de Wilcoxon. *p<0,05
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Figura 27 - Efeito da interacao AAMSC/PBMC nas PBMC - Treg totais - Porcentagem de
positividade. As células foram cocultivadas com anti-CD3 (1ug/ml) por 3 dias e posteriormente
as AAMSC foram tripsinizadas para avaliagdo da expressdo de proteinas, por citometria de
fluxo. MSC: AAMSC que foram cultivadas sozinhas com anti-CD3 e AAMSC/PBMC: cocultura de
AdMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3. Foram analisados 300.000 eventos na regido (R1)
selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC, posteriormente as moléculas descritas
foram avaliadas sempre dentro da populagao CD4+ —CD25+. A) %de células FOXP3+ das
CD4+CD25+ Treg total. B) %de células FOXP3+ das CD4+CD25hi. C) %de células FOXP3+
das CD4+CD25lo, n=6. Teste t pareado de Wilcoxon. *p<0,05.
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Figura 28- Efeito da interacao AAMSC/PBMC nas PBMC - subpopulacao Treg CXCR3+
Porcentagem de positividade. As células foram cocultivadas com anti-CD3 (1ug/ml) por 3 dias
e posteriormente as ADMSC foram tripsinizadas para avaliagdo da expressao de proteinas, por
citometria de fluxo. MSC: AdAMSC que foram cultivadas sozinhas com anti-CD3 e
AdMSC/PBMC: cocultura de AdMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3. Foram analisados
300.000 eventos na regido (R1) selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC,
posteriormente as moléculas descritas foram avaliadas sempre dentro da populacdo CD4+
—CD25+—FOXP3+. A) %de células CXCR3+ das CD4+CD25+FOXP3+.(Treg CXCR3+ total)
B) %de células CXCR3+ das CD4+CD25hiFOXP3+. C) %de células CXCR3 das
CD4+CD25loFOXP3+ n=6. Teste t pareado de Wilcoxon. *p<0,05. De acordo com o fenétipo as
Treg podem migrar diferencialmente, para tanto podem ser chamadas como Treg Thi, de
acordo com a expressao do receptor de quimiocina CXCR3, importante para agdo a uma
resposta do tipo Th1. (Campbell, 2011)
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Figura 29- Efeito da interacio AdMSC/PBMC nas PBMC - subpopulagido Treg
CCR4+CCR5+ - Porcentagem de positividade. As células foram cocultivadas com anti-CD3
(1pg/ml) por 3 dias e posteriormente as AAMSC foram tripsinizadas para avaliagdo da
expressao de proteinas, por citometria de fluxo. MSC: AAMSC que foram cultivadas sozinhas
com anti-CD3 e AdMSC/PBMC: cocultura de AdMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3.
Foram analisados 300.000 eventos na regido (R1) selecionada por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), posteriormente as moléculas descritas foram avaliadas sempre dentro da
populagdoCD4+ —CD25+.—FOXP3+ A) %de células CCR4+CCR5+ das CD4+CD25+FOXP3+.
(%Treg-Tx total) B) %de células CCR4+CCR5+ das CD4+CD25hiFOXP3+.C) %de células
CCR4+CCR5+ das CD4+CD25loFOXP3+, n=6. Teste t pareado de Wilcoxon. *p<0,05. De
acordo com o fenétipo as Treg podem migrar diferencialmente, para tanto podem ser
classificadas de acordo com a expressao do receptor de quimiocina CCR4 e CCR5, importante
para agao a uma resposta do tipo Th2 e em resposta a um aloenxerto. (Campbell, 2011)
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Figura 30- Efeito da interacao AdMSC/PBMC nas PBMC- subpopulacdao Treg CCR7+ -
Mediana de Intensidade de Fluorescéncia. As células foram cocultivadas com anti-CD3
(1pg/ml) por 3 dias e posteriormente as AJMSC foram ftripsinizadas para avaliagdo da
expressao de proteinas, por citometria de fluxo. MSC: AAMSC que foram cultivadas sozinhas
com anti-CD3 e AdMSC/PBMC: cocultura de AdMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3.
Foram analisados 300.000 eventos na regido (R1) selecionada por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), posteriormente a MFI de CCR7 foi avaliada sempre dentro da populacdo
CD4+ —CD25+—FOXP3+. A) MFI de CCR7 das células CD4+CD25+FOXP3+. B) MFI de
CCRY7 das células CD4+CD25hiFOXP3+. C) MFI de CCR7 das células CD4+CD25loFOXP3+ ,
n=6. Teste t pareado de Wilcoxon. *p<0,05. De acordo com o fendétipo as Treg podem migrar
diferencialmente, para tanto as classificamos como Treg CCR7+, importante para diferenciagao
de células de memoéria e migracédo e atuagao nos linfonodos, in vivo. (Campbell, 2011).
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Figura 31- Efeito da interacado AdMSC/PBMC nas PBMC- ativagio CD4 e CDS8-
Porcentagem de positividade. As células foram cocultivadas com anti-CD3 (1ug/ml) por 3 dias
e posteriormente as AMSC foram tripsinizadas para avaliacédo da expressdo de proteinas, por
citometria de fluxo. AAMSC: AAMSC que foram cultivadas sozinhas com anti-CD3 e
MSC/PBMC: cocultura de AMSC e PBMC estimuladas com anti-CD3. Foram analisados
300.000 eventos na regidao (R1) de linfocitos selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC), posteriormente a % de ICOS e OX40 foi avaliada sempre dentro da populagdo CD4+ e
de CD8+. A) das CD4+ % células ICOS+. B) das CD8+ % células ICOS+. C) das CD4+ %
células OX40+. D) das CD8+ % células OX40+. n=6. Teste t pareado de Wilcoxon. *p<0,05.
ICOS: do inglés ‘inducible T cell co-stimulator’, OX40: CD134, membro da familia dos
receptores de TNF.
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Analisamos se as modificacbes significativas em relacdo a expressao
dessas moléculas e das subpopulagdes celulares eram diferentes nos ensaios
com a maior capacidade supressora das AdMSC, nos ensaios de proliferacao.
Apesar de nao ter sido possivel realizar o teste exato de Fisher pois tivemos
casela de zero na tabela de contingéncia, observamos que nos ensaios nos
quais houve maior supressao houve uma diminuicdo das células CXCR3+ na
populacao Treg e das células CD4+ICOS+ quando comparado aos ensaios de
menor supressao. Observamos também um maior niumero de células CD73+ na

populacao de células Treg nos ensaios de maior supressao.

4.7 Efeito da interacao AAMSC/PBMC na expressao génica de um painel
de moléculas da resposta imune

O objetivo deste ensaio foi verificar o efeito da interagdo AdMSC/PBMC
na expressdo génica, com um painel de moléculas relacionadas a resposta
imune de ambas as células, apds coculturas estimuladas com anti-CD3.
Verificamos diversas modificagdes que ocorreram tanto nas AMSC quanto nos
LT, simultaneamente, ap6s interacdo celular e destacamos as moléculas que
foram moduladas de forma dominante. Conforme descrito no delineamento
experimental, para diminuir a variabilidade biologica, realizamos os
experimentos com as mesmas PBMC e variamos apenas as AAMSC.

Realizamos 8 experimentos de cocultivo (AdMSC x PBMC) utilizando 8
células mesenquimais derivadas de tecido adiposo de diferentes individuos
(AdMSC4, AdMSC 5, AdMSC 6, ADMSC 7, AMSC 9, AdMSC 10, AdMSC 12,

AdMSC 14), todas cultivadas com PBMC do mesmo individuo (Pe5) e
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estimuladas com anti-CD3 soluvel. Para as condicées de comparacao, sempre
utilizamos as células PBMC e AdMSC cultivadas separadamente em meio com
anti-CD3. As células ficaram 3 dias em cultura e, posteriormente, foram
purificadas por esferas magnéticas, para extracdo do RNA.

Estudamos moléculas predominantemente com atividade
imunorreguladora (REGULA) a proinflamatoria (INFLAMA) tanto nas AdMSC

quanto nos LT.

4.7.1 Validade interna dos experimentos

Todos os experimentos de PCR em tempo real preencheram os critérios
de validacao de cada etapa, especificados na secao Material e Métodos. Apds a
extracdo de RNA, quantificamos as amostras no Nanodrop, e o grau de pureza
foi verificado pela relacao entre 260 e 280nm.Todas amostras apresentaram
uma boa pureza (valores de razdo entre 1,8 a 2,0). Posteriormente, corremos
um gel de agarose 1%, no qual verificamos a integridade das amostras pela
visualizagdo das duas subunidades do RNA ribossémico, 18S e 28S (Figura

32).

<« 18S
<+ 28S

Figura 32- Gel ilustrativo da integridade do RNA apés sua extracdo: E possivel visualizar as
duas bandas equivalentes as subunidades do ribossomo, 18S e 28S. Amostras corridas em gel
de agarose a 1%. As amostras correspondem as condi¢cdes de cultura: 1) LT purificados da
condi¢ao s6 com anti-CD3; 2 e 3) LT purificados da condigao cocultivo com AAMSC e anti-CD3;
4 e 6) AAMSC da condigao sé com anti-CD3; 5 e 7) AAMSC purificadas da condi¢gao cocultivo
com PBMC e anti-CD3.
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Apoés a sintese do cDNA, como controle desta transcrigdo, verificamos a
expressado do gene enddégeno HPRT nas amostras testadas, por PCR (Figura
33), antes da reacdo de PCR em tempo real, e todas as amostras estavam

adequadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 33- Gel ilustrativo da reacao de PCR para HPRT. Foi realizada a reagdo de PCR para
HPRT (do inglés, “hypoxanthina phosphoribosy! transferase”), como controle da reagdo de
transcricdo de RNA para cDNA. Apéds eletroforese, em gel de agarose a 1%, observamos da
esquerda para a direita: 1) Ladder 100pb; 2 e 6) LT purificados da condi¢gao s6 com anti-CD3; 3
e 7) LT purificados da condigao cocultivo com AAMSC e anti-CD3; 4 e 8) AAMSC da condigao s6
com anti-CD3; 5 e 9) AMSC purificadas da condigao cocultivo com PBMC e anti-CD3; 10)
Controle negativo, reagao realizada com todos reagentes exceto amostra de cDNA.

Para PCR em tempo real, todas as amostras preencheram os critérios de
validacao: citados na secdo Material e métodos. As curvas de dissociacao
apresentando um pico Unico podem ser observadas nos anexos (Figuras 46 e

47).

4.7.2 Expressao génica nas AAMSC sozinhas
Todas as AAMSC foram cultivadas sozinhas e no cocultivo com as
PBMC, nas mesmas condicées das PBMC, sempre estimuladas com anti-CD3.
As AdMSC sem o contato com as PBMC tiveram expressao génica de diversas

moléculas (17 das 30 moléculas em todas as 8 AAMSC), ap6s os 3 dias de
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cultivo, mesmo de algumas moléculas ainda pouco descritas na literatura como
FOXP3, SEMA4D. Vale ressaltar que dentre essas 17 moléculas, ha tanto
moléculas  predominantemente imunorreguladoras (REGULA), quanto
predominantemente proinflamatérias (INFLAMA) (Tabela 13). No entanto, a
intensidade de expressdo nao pode ser medida, pois temos apenas nos valores
de Ct (do inglés cycle threshold). Também nao foi possivel determinar se ja
havia expressdo dessas moléculas antes do estimulo com anti-CD3, pois n&o

analisamos sua expressao sem este estimulo.

4.7.3 Expressao génica nos LT sem interacdo com as AdMSC

Todas as PBMC foram cultivadas sozinhas e no cocultivo com as
AdMSC, sempre estimuladas com anti-CD3. Os linfécitos T purificados de
PBMC estimuladas com anti-CD3, sem o contato com as MSC tiveram
expressao génica de diversas moléculas (19 de 30 em todos os experimentos).
Observamos  expressdo tanto de  moléculas  predominantemente
imunorreguladoras (REGULA), quanto predominantemente proinflamatérias
(INFLAMA) (Tabela 13). No entanto, a intensidade de expressao nao pode ser

medida, pois temos apenas nos valores de Ct.
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Tabela 13- Expressdao génica nas AdMSC e LT cultivados sozinhos com o
estimulo de anti-CD3

Células Numero de experimentos Genes
CCL2, CD274,TGFB, HGF,VCAM1, VEGFA, HLAG, LIF,
8/8 NRP1, PTGS2, HIF1A RUNX3, TNFA, SEMA4D,POUSF1,
THY1, MMP9
AdMSC 7/8 IDO
5/8 NOS2, FOXP3, IL13
3/8 cCL1
1/8 FASLG, IFN, IL17A

BCL2, CCR4, CCRS, CTLA4, FOXP3, GATA3, HLAG, IDO,
IL10, IL13, IFNG, LGALS1, S1RP1, SOCS3, TGFB,

LT 8/8 TICAM1, TBX21, IL1R2, RORC, TNFA, NFATC2,
CTNNB1, IL9
6/8 MMP9, MMP2, LRRC32
4/8 IL1B, TLR10, IL4

Destacamos os genes que tiveram um Ct valido (£35) (portanto expressao detectavel) na
condicdo em que cada célula foi cultivada sozinha. Acima, os genes que foram expressos nas
AdMSC cultivadas sozinhas com o estimulo de anti-CD3; em cada um dos oito experimentos
foram usadas células de um individuo diferente. As siglas referem-se aos genes que foram
expressos. Abaixo os genes que foram expressos nos LT cultivados sem as AdMSC, e com o
estimulo de anti-CD3. Em todos os experimentos as PBMC foram do mesmo individuo. As
siglas referem-se aos genes que foram expressos. Em vermelho genes predominantemente
INFLAMA, em verde os predominantemente REGULA e em preto com outra atividade,
OUTROS. Total de genes estudados para cada célula = 30. n=8. AJMSC= células
mesenquimais do tecido adiposo; LT: linfécitos T; Ct= cycle threshold. Vale destacar que a
expressao de FOXP3 e SEMA4D nao foi ainda descrita nas AdMSC.

4.7.4 Modificacdao da expressao génica apos interacao AAMSC/PBMC

Analisamos as modificacbes na expressdo génica, separadamente, nos
LT e nas AMSC purificadas apés o cocultivo. As purezas obtidas apds a
separacdao com esferas magnéticas variaram de 62% a 84% para as AAMSC e
de 70% a 91% para as PBMC.

Para os calculos da quantificacdo da expressao relativa de mRNA,
utilizamos apenas o gene enddégeno GAPDH (do inglés, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase), pois a sua expressao se manteve mais homogénea
do que o outro gene enddgeno, a ACTB (do inglés, actin beta) entre todos os

experimentos tanto com as ADMSC como com os LT.
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Fizemos trés tipos de analises dos resultados das modificacbes de
expressao génica apds o cocultivo com as duas subpopulagdes celulares: i)
analise mais global das modificagdes; ii) andlise considerando os tipos de
modificagdo de expressdo génica, REGULA x INFLAMA; iii) andlise
considerando as interagées das modificagdes na expressao génica. Todas
serdo melhor explicadas mais adiante. Lembramos que as AdMSC utilizadas
foram de 8 individuos diferentes e os LT do mesmo individuo para os 8
experimentos realizados.

De uma forma geral, para cada célula mesenquimal estudada
observamos modificacdo da expressdo génica em 75 a 100% dos genes
analisados. No entanto, este padrdao homogéneo e predominante nao foi
observado nos LT, mesmo tendo sido usadas PBMC do mesmo individuo para
0s 8 experimentos. Em cada experimento realizado com as diferentes AMSC,
os LT tiveram modificacdo de expressao génica em 30 a 76% das moléculas
estudadas.

Para facilitar a andlise das modificacbes de expressao génica,
classificamos os genes analisados em predominantemente imunorreguladores e
em predominantemente proinflamatérios (Tabela 14). Em seguida, de acordo
com o valor da quantificagdo relativa (QR = 2 expressao relativa aumentada ou
QR = 0,5 expressao relativa diminuida), classificamos as modificacées de
expressdo génica como sendo REGULA (aumento da expressao relativa de
moléculas predominantemente imunorreguladoras ou diminuicdo da expressao
de moléculas proinflamatérias) e INFLAMA (aumento da expressao relativa de
moléculas predominantemente proinflamatérias ou diminuicdo da expressao de

moléculas predominantemente imunorreguladoras).
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Tanto nos LT quanto nas AdMSC, algumas modificacées foram muito
marcantes. Apos o cocultivo, observamos nos LT, aumento de IDO em todos os
experimentos (QR: 5 a 36; mediana 15,79), um gene sabidamente relacionado a
resposta imunorreguladora. Também observamos um aumento de IL1B muito
grande, (QR: 584 a 14910; mediana de 1892), inclusive com indugdes (sem
expressdo na condicdo das PBMC sozinhas estimuladas com anti-CD3 e com
expressado apos o contato com as ADMSC) em 4 de 8 experimentos, molécula
esta relacionada principalmente a indugao da resposta proinflamatéria. Ja nas
AdMSC, nos chamou a atencdo o aumento e a indugao de expressao de um
grande numero de moléculas (21 dos 30 genes estudados). Os que mais se
destacaram em intensidade foram: um gene prodominantemente
imunorregulador e outro préinflamatério: a IDO (QR: 7141 a 38.000; mediana de

7354) e 0 IFNG (QR: 341 a 43.387; mediana de 1159) respectivamente.

Tabela 14 - Classificacao dos genes quanto predominantemente
imunorreguladores e proinflamatorios

Moléculas
predominantemente

AdMSC LT

CCL1, CCL17, CCL2, CCL22, CD274, VCAM1, S1RP1, SOCS3, CCR4, CCRS, CTLA4, FOXP3,
Imunorreguladoras  VEDFA, TGFB, FOXP3, HGF, HLAG, IDO, IL10, GATAS3, HLAG, IDO, IL10, IL13, IL4, LGALS1,
IL13, IL4, LIF, NOS2, NRP1, PTGS2, HIF1A, FASLG TLR10, TICAM1, TGFB1, IL9, CTNNBI, LRRC32

Proinflamatérias SEMAA4D, RUNXS3, IL12B, IFNG, IL17A, TNFA RORC, TNF, IFNG, IL1B, IL1R2, RUNX3, TBX21

Os genes cuja expressao foi avaliada por PCR em tempo real, nas AMSC e nos LT, foram
classificados de acordo com sua fungéo predominante: imunorreguladores ou proinflamatérios.
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4.7.5 Analise global

Nesta primeira analise consideramos todos 0s experimentos em conjunto
e analisamos quais as moléculas que tiveram a mediana de expressao relativa
(QR) acima ou abaixo dos pontos considerados para aumento (= 2) ou
diminuicdo da expressao (£0,5) em relacdo a condigdo sem interagdo entre as
duas populagdes celulares.

Para as AAMSC o tipo de modificacdo mais dominante foi aumento da
expressdo génica. Das 30 moléculas estudadas 21 tiveram aumento da
expressao génica, considerando a mediana de QR dos experimentos com
valores acima de 2 (Figura 34). Encontramos uma grande variacdo na
intensidade de aumento entre as moléculas. Por exemplo, o aumento da
expressao de IDO variou de QR: 7141 a 38.000; enquanto de IL10 variou de
QR: 7,16 a 45,25 (Tabela 15).

Das 20 moléculas predominantemente imunorreguladoras estudadas,
observamos diminui¢cdo da sua expressao em apenas uma, TGFB (QR: 0,45 a
0,14; mediana de 0,40). Por outro lado, houve aumento ou indugdo de
expressdo em 15 moléculas imunorreguladoras, dentre elas, os genes CCL1,
CCL17, CCL22, IL10 e FASLG apresentaram inducéo de expressdo em quase
todos os experimentos (Figura 36). Para VEGF, HGF e NRP1, ndo observamos
modificagdo da expressdo génica (Figura 34). J4 para os genes classificados
como proinflamatorios, também observamos, em sua maioria, aumento (RUNX3
- QR: 16,34 a 919,05; mediana de 347,60; TNFA - QR: 12,04 a 480,37; mediana
de 76,62) e indugdo (IFNG - QR: 341 a 43.387; mediana de 1159,10). Para
outros genes proinflamatoérios como, IL17 e IL12B, nao foi detectada expressao

génica, nem antes, nem depois do cocultivo (Figura 34). E interessante
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salientar, que dentre os genes classificados como “outros”, observamos
diminuicao da expressao do THY1 (CD90) (QR: 0,35 a 0,09; mediana = 0,15).

Assim, nesta analise, apesar de observamos aumento tanto de genes
imunorreguladores quanto proinflamatérios, o tipo de modificagdo de expressao
génica mais dominante foi REGULA (razdo REGULA/ INFLAMA = 2,72). Para
fazermos este célculo contamos a modificacdo de expressédo para cada gene
em cada experimento (Figura 36).

Para os LT, as modificacbes de expressdao génica ndo foram tao
homogéneas quanto nas AdMSC, apesar das PBMC dos mesmo individuo
terem sido usadas para todos os experimentos. Considerando a mediana de
expressao relativa dos experimentos, o tipo de modificacdo mais dominante
observada foi o aumento (mediana de QR acima de 2). Das 30 moléculas
estudadas, 12 (BCL2, CTLA4, FOXP3, IDO, IL4, TLR10, SOCS3, LRRC32,
IL1B, MMP2, MMP9 e IL9) tiveram aumento da sua expressao (Figura 35), e
nas outras 18 ndo houve modificagéo.

Nos LT também observamos uma grande variabilidade na intensidade de
aumento de expressdo relativa das moléculas. Por exemplo, a IDO teve
expressao génica relativa que variou de 5,84 a 36,15; enquanto a IL1B, variou
de 584 a 14910 (Tabela 16).

Das 18 moléculas predominantemente imunorreguladoras estudadas,
houve aumento ou indugcdo em 8 (Tabela 16). Dentre elas, os genes
IDO,TLR10, LRRC32, foram os que mais se comportaram de forma dominante
entre todos os experimentos (Figura 37). Ja para os genes classificados como
predominantemente proinflamatérios, observamos apenas aumento de

expressdao em um dos 7 genes, a IL1B (QR: 584 a 14910; mediana=1892,21).
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-

E interessante salientar, que dentre os genes classificados como outros
(outras funcdes) observamos aumento de MMP9 (QR: 2,03 a 4,85; mediana=
2,52) e MMP2 (QR: 310 a 3044; mediana = 714,43).

Assim, nesta analise, apesar de observamos aumento de expressao
tanto de genes imunorreguladores quanto proinflamatorios, o perfil dominante

de modificagéo foi REGULA (razdo REGULA/ INFLAMA = 5,50)

Tabela 15- Principais genes com modificacdao da sua expressao nas AAMSC, apos
cocultura com PBMC

Faixa de valores de

Funcao expressao relativa Mediana Tipo de
Gene predominante Modificacédo (QR) expressao relativa modificacéo
CCL1 Regula Aumento e Indugéo 6,8 a 65,48 19,9 REGULA
CCL17 Regula Inducéao 2,26 221,50 53 REGULA
CCL2 Regula Aumento 11 a 84,82 31,84 REGULA
CCL22 Regula Aumento e Indugao 35a 1938 350,65 REGULA
CD274 Regula Aumento 92,80 a 520,95 329,11 REGULA
FOXP3 Regula Aumento e Indugéo 2,26 216,30 4,66 REGULA
HLAG Regula Aumento 4,59a12,17 7,31 REGULA
IDO Regula Aumento e Indugao 7141 a 38.000 7354,21 REGULA
IL10 Regula Indugéao 7,16 e 45,25 13,07 REGULA
LIF Regula Aumento 17,67 a 150,44 32,44 REGULA
NOS2 Regula Aumento e Indugéo 5,03a49,15 14,16 REGULA
PTGES2 Regula Aumento 65,71 a 507,06 241,12 REGULA
VCAM1 Regula Aumento 2,44 2 35,48 6,79 REGULA
FASLG Regula Aumento 51 a 1352,58 470,15 REGULA

TGFb Regula Diminuigao 0,45a0,14 0.4 INFLAMA

POU5F1 Outros Aumento 2,05a 11,94 3,43
MMP9 Qutros Aumento 4,37 a 75,85 35,91
THY1 Qutros Diminuigao 0,35 a 0,09 0,15

Genes cuja expressao foi modificada nas AAMSC apés cocultivo com as PBMC e estimulo de anti-CD3
apoés 3 dias de cocultivo. Em verde estdo os genes com fungédo predominantemente imunorreguladora
(Regula), sombreados em vermelho aqueles com fungdo predominantemente proinflamatéria (Inflama) e
sombreados de cinza claro, com outra fungdo (Outros). A modificagdo de expresséo génica foi
classificada como aumento quando a mediana da expressao relativa de mRNA foi 2 2 ou diminui¢ao
quando a expressao relativa de mRNA foi < 0,5. Indicamos a presenga de indugdes quando ndo houve
expresséo génica na condigéo fora do cocultivo e houve apenas expressdo génica apds o contato com as
PBMC.Todos os valores foram normalizados com a expressao do gene endégeno GAPDH.



100

Genes : Genes ! Geréeu?rgom
; ! predominantemente! g
predominaniemente 'pproinflamatorios { atividade
50000 imunorreguladores predominante
40000+
30000+
(o]
g 20000+
& 10000- ©
8
£ 1 fo3) (¢) o
; 10007
c
£
4 500 o
2 g%
®
(e10)
J B o Fao o
] 5.0
4.5
4.0
3.5
I% 3.0
2.5
D i o R R o
1.5
1.0 —!
0.5 e o eeoeeecccccacs
0'°.—|~ <+ = o L) W - O <00 8 O ® -
d:ﬁgas u.‘é. T = &%_.E<r><gz.\§8?u.
83838388523 E8gLizssESREE
89386¢ E52y # EgTg2; 753
oy ooy # # # oy s @ # #
#

Figura 34 — Quantificacao relativa da expressdao de mRNA nas AdMSC apos o cocultivo com as PBMC estimuladas com anti-CD3 - Os 30 genes analisados foram
classificados em REGULA, INFLAMA e OUTROS de acordo com sua fungdo predominante. Todos os célculos foram realizados utilizando-se o GAPDH como endbgeno
normalizador.O indice de expresséo relativa foi calculado relativamente a expressédo génica nas células cultivadas com anti-CD3, sem o contato com as PBMC. Abaixo da
linha tracejada inferior houve diminuigdo da expressdo génica (QR<0,5) e acima da linha tracejada superior houve aumento da expresséo génica relativa (QR=2,0). Nao houve
alteragao da expressao génica relativa entre as linhas tracejadas (QR: >0,5; <2). Quando o Ct do controle foi indetectavel ou mesmo quando o valor determinado foi maior que
35, nos utilizamos de uma estratégia indicada pelo préprio programa de analise fornecida online pela SABiosciences para quantificarmos as indugdes: substituimos os valores
desses Ct por 35 (que é o valor limite maximo considerado de detecgéo de expresséo génica, pelos critérios de validagao). Verificar na (Figura 36) quais moléculas tiveram
sua expressao génica induzida. Todos experimentos foram realizados com AdMSC diferentes e as mesmas PBMC. AdMSC= Células mesenquimais de tecido adiposo. n=8.
Considerando a mediana dos experimentos, em verde modificagées do tipo REGULA, em vermelho INFLAMA e em pontilhado outras modificagdes. Razdo regula/inflama =
2,72,



101

Tabela 16 - Principais genes com modificacdo da sua expressao nos LT, apos
cocultura com AdMSC

Funcao Faixa de valores de Mediana Tipo de
Gene predominante Modificagdo  expressao relativa (QR) expressao relativa modificacdo
IDO Regula Aumento 5a36 15,79 REGULA
TLR10 Regula Aumento e Indugao 1,72 a20 413 REGULA
BCL2 Regula Aumento 0,82 a 6,53 2,07 REGULA
CTLAA Regula Aumento 1,35a4,54 2,36 REGULA
FOXP3 Regula Aumento 0,67 a 9,11 3,48 REGULA
IL4 Regula Indugao 1,06 a 22,73 4,14 REGULA
SOCS3 Regula Aumento 1,21 210,79 3,16 REGULA
LRRC32 Regula Aumento e Indugao 1,33a7,47 3,24 REGULA
L9 Regula Aumento 1,37 a 6,02 6,31 REGULA
MMP2 Outros Aumento e Indugéo 310 a 3044 714,43
MMP9 Outros Aumento e Indugao 1,29 a 4,85 2,52

Genes cuja expressao foi modificada nos LT apds cocultivo com as AdMSC e estimulo de anti-
CD3 apo6s 3 dias de cocultivo. Em verde estdo os genes com fungédo predominantemente
imunorreguladora (Regula), sombreados em vermelho aqueles com fungao predominantemente
proinflamatéria (Inflama) e sombreados de cinza claro, com outra fungdo (Outros). A
modificacdo de expressdao génica foi classificada como aumento quando a mediana da
expressao relativa de mRNA foi = 2 ou diminuigdo quando a expressao relativa de mRNA foi <
0,5. Indicamos a presenga de indugdes quando ndo houve expressao génica na condicdo fora
do cocultivo e houve apenas expressao génica apds o contato com as AAMSC.Todos os valores
foram normalizados com a expresséo do gene enddégeno GAPDH. No entanto ha experimentos
cuja expressao génica nao foi modificada (o valor de expressao relativa encontra-se entre 0,5 e
2,0), e é por isso que ha alguns valores menos da faixa de expressao relativa que sao menores
do que 2,0.

4.7.6 Anadlise REGULA x INFLAMA
Como mostrado anteriormente, tanto os LT como as AdMSC
apresentaram um maior numero de modificacées do tipo REGULA. A razao
REGULA/INFLAMA foi maior que 1,0 em todos os experimentos, variando de

2,5 a 13 nos LT (Figura 37) e de 2,0 a 4,25 nas AdMSC (Figura 36). Dessa

forma, com este tipo de andlise pudemos, mais uma vez, observar a dominancia
da modulagdo da expressdo de genes relacionados a resposta
imunorreguladora em ambos o0s tipos celulares apos o cocultivo. Esses niumeros
também nos mostram a maior heterogeneidade de efeito das AAMSC nos LT.

Outro ponto a ser detalhado € o numero maior de condi¢ées nos LT nas quais
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0s genes tiveram expressao inalterada (121) (em amarelo na Figura 37) contra

5,4 vezes menos nas AdMSC (28) (em amarelo na Figura 36).
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Figura 35- Quantificagao relativa da expressao de mRNA nos LT apos o cocultivo com as ADMSC- Os 30 genes analisados foram classificados em REGULA, INFLAMA
e OUTROS de acordo com sua fungao predominante. Todos os calculos foram realizados utilizando-se o GAPDH como enddgeno normalizador.O indice de expressao relativa
foi calculado relativamente & expressao génica nas células cultivadas com anti-CD3, sem o contato com as PBMC. Abaixo da linha tracejada inferior houve diminuicdo da
expressa@o génica (QR<0,5) e acima da linha tracejada superior houve aumento da expressao génica relativa (QR=2,0). Nao houve alteragdo da expressdo génica relativa
entre as linhas tracejadas (QR: >0,5; <2). Todos experimentos foram realizados com AdMSC diferentes e as mesmas PBMC. AdMSC= Células mesenquimais de tecido
adiposo. n=8. Quando o Ct do controle foi indetectavel ou mesmo quando o valor determinado foi maior que 35, nos utilizamos de uma estratégia indicada pelo préprio
programa de analise fornecida online pela SABiosciences, para quantificarmos as indugdes: substituimos os valores desses Ct por 35 (que € o valor limite maximo
considerado de deteccdo de expressdo génica, pelos critérios de validagdo). Verificar na Figura 37 quais moléculas tiveram sua expressdo génica induzida. Todos
experimentos foram realizados com AdMSC diferentes e as mesmas PBMC. Temos apenas 3 pontos no grafico para IL4 pois em 5 experimentos ndo houve expressdo génica
quantificavel. AAMSC= Células mesenquimais de tecido adiposo. n=8. Considerando as medianas, em verde modificagdes do tipo REGULA, em vermelho INFLAMA e em
pontilhado outras modificagbes.Razéao regula/inflama = 5,50.
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Genes EXP8 EXP2 EXP12 EXP4 EXP3 EXP5 EXP7 EXP10 [Mediana
o ACTB 1,10 0,59 0,74 0,54 0,32 0,78 0,61 0,71 0,66
2 GAPDH 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
ccLl 17,46 12,17 65,48 19,90 4,00 26,80 6,82 35,33 18,68
ccL17 4,82 2,51 21,50 2,23 Undet. 7,63 2,26 9,87 4,82
ccL2 36,05 24,92 27,63 84,82 44,48 22,86 43,68 6,11 31,84
ccL22 392,62 428,16 1938,87 30869 | 3558 | 24540 205,71 1012,00 350,65
CD274 492,51 520,95 92,80 353,36 304,86 97,68 437,00 95,54 329,11
VCAM1 5,19 7,50 6,08 9,63 35,48 5,43 11,57 2,44 6,79
VEGFA 5,92 1,50 0,42 5,64 1,00 0,85 4,45 1,40 1,45
TGFB 1,87 0,31 0,39 0,41 0,14 0,35 0,59 0,45 0,40
FOXP3 3,31 6,00 16,30 8,73 3,16 8,15 2,26 2,80 4,66
© HGF 3,25 1,21 0,61 1,26 0,67 0,87 0,51 0,41 0,77
@ HLA-G 7,47 4,59 7,15 7,90 12,17 8,51 5,33 4,79 7,31
« DO 25531,66 | 3799442  14120,47 636524 5669,48 1925,48 7566,97 7141,44 7354,21
1L10 28,29 2154 | 4525 7,16 1254 | 1360 | 792 | 370 13,07
113 1,17 2,42 3,38 1,25 0,55 4,05 1,53 Undet. 1,53
i Undet. 518 | 417 Undet. Undet. 0,92 Undet. 3,75
LIF 110,39 33,17 14,52 150,44 31,71 17,67 43,90 20,31 32,44
NOS2 1405 | 49,15 5,03 37,63 14,28 6,66 14,16
NRP1 2,50 1,13 0,27 2,01 1,10 0,49 1,98 0,72 1,12
PTGS2 214,82 393,99 65,71 267,43 507,06 76,74 320,46 91,27 241,12
HIF1A 1,17 1,06 0,23 1,08 0,41 0,45 1,47 0,46 0,76
FASLG 36506 | 64987 | 135258 | 8767 | 51,63 | 58326 | 8957 | 57523 470,15
SEMA4D 328,90 77,17 156,82 58,40 15,33 110,20 21,87 40,53 67,79
i RUNX3 16,34 589,15 205,07 173,77 490,12 919,05 16,48 1252,85 347,60
g IL12B Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet.
= IFNG 16879,68 | 2856577 | 43387,75 | 41819 | 543853 | 2018506 | 371,44 | 119600 | 1115910
- IL17A Undet. 1,60 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. 1,60
TNFa 244,55 60,97 480,37 12,04 82,03 217,97 22,42 71,21 76,62
" MMP9 63,73 9,79 75,85 17,04 42,36 29,47 4,37 48,00 35,91
£ POUSF1 6,11 11,94 3,47 3,39 2,40 2,05 1,79 5,88 3,43
3 THY1 0,71 0,11 0,06 0,35 0,11 0,20 0,44 0,09 0,15
Razao
REGULA/
INFLAMA 4,25 3,20 2,00 3,20 2,17 2,29 3,75 2,00 2,72
Inibicdo da
proliferacao 36% 39% 40% 46% 63% 76% 78% 87%

Figura 36 - Resultados das modificacoes da expressao génica nas AAMSC apods o
cocultivo. Analise da expressao génica de diferentes ADMSC purificadas que foram cultivadas
por 3 dias com PBMC derivadas de um mesmo individuo. Aumentos na QR foram preenchidos
de azul QR=2,0) e redugdes foram preenchidas de rosa (QR<0,5), assim como as indugdes
estao representadas pelas células circundadas por linha preta mais escura. Nas modificagdes
do tipo REGULA o numero esta em verde (fexpressdo gene predominantemente
imunorregulador ou |expressao gene predominantemente inflamatério) ou do tipo INFLAMA, o
namero esta em vermelho (Texpressdo gene predominantemente inflamatério ou |expressao
gene predominantemente imunorregulador). Razdo REGULA/INFLAMA= quantidade de
modificacdes REGULA dividida pela quantidade de modificagdes INFLAMA. EXP= experimento,
Undet= expressao relativa ndo quantificada. Incluimos nesta figura os dados de intensidade da
capacidade supressora exercida pelas AAMSC em cada ensaio de proliferagdo. Nao
observamos uma relagédo entre o balango da razao REGULA/INFLAMA (2,72) nas AMSC com
uma maior capacidade supressora.



105

Genes EXP8 | EXP2 | EXP12 | EXP4 ‘ EXP3 | EXP5 | EXP7 | EXP10 |Mediana
. |eaApbH 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
S |acts 2,01 1,11 0,82 0,83 1,15 0,90 0,90 2,13 1,00
BCL2 1,9 5,61 0,82 2,17 6,53 1,01 1,49 2,28 2,07
S1PRL 1,43 1,76 0,93 1,24 1,55 0,96 0,92 1,49 1,34
socs3 4,90 10,79 1,34 1,74 7,59 1,70 1,21 4,558 3,16
CCRa 2,07 3,45 0,93 0,91 3,58 1,13 0,79 2,21 1,60
CCR8 2,32 2,20 2,02 1,00 2,01 1,13 038 1,87 1,94
CTLA-4 2,94 454 1,35 1,69 3,99 1,37 1,86 2,86 2,36
FOXP3 7,00 9,11 1,18 0,99 5,58 1,39 0,67 9,05 3,48
GATA3 1,73 5,24 0,388 1,18 3,14 1,22 1,11 2,55 1,48
HLA-G 1,42 2,27 1,17 2,50 4,59 1,19 2,97 1,64 1,95
2 |[ipo 29,00 19,40 12,18 5,84 36,15 11,72 10,73 27,28 15,79
g |uo 0,72 1,22 0,68 1,78 2,65 0,77 2,85 0,40 1,00
I3 0,386 2,03 0,89 121 2,57 1,31 1,27 0,74 1,24
L4 Undet. | 624 | 2263 | undet. 1,06 | 200 | undet. Undet. 4,14
LGALS1 1,07 0,65 1,40 0,85 0,69 1,27 0,79 1,08 0,96
TLR10 338 | 303 7,9 1,72 3,22 5,72 4,13
TICAM1 2,36 1,94 0,72 0,93 2,01 0,78 0,70 2,16 1,43
TGFb1 3,29 2,56 1,04 0,72 1,93 1,16 0,58 3,69 1,54
19 4,61 6,02 2,88 1,45 3,91 4,84 3,31 1,37 3,61
CTNNBL 2,62 2,15 1,07 0,89 2,23 1,16 0,84 2,60 1,65
LRRC32 2,91 3,56 7,47 1,33 3,86 2,80 2,24 5,71 3,24
RORC 1,86 1,34 0,77 0,56 1,03 0,87 0,77 2,25 0,95
NF 0,48 0,48 0,62 0,78 0,63 0,87 075 0,28 0,63
o [inG 1,88 3,55 1,56 0,47 2,79 3,42 0,26 0,59 1,72
s |us 1072,68 890,83 863,47 6893,40 584,07 5.449,85 2711,73 1892,21
£ Rz 0,90 0,92 1,11 1,38 1,31 1,28 2,00 0,56 1,19
RUNX3 1,74 1,41 1,01 1,61 2,13 0,93 0,81 1,46 1,44
TBX21 1,59 1,54 0,66 0,83 1,56 0,88 0,56 1,38 1,13
o [vwmp2 330,16 103,52 328,33 742,89 3044,52 506,00 77443 68597 714,43
= |mmpg 1,59 2,66 425 [ 129 [ 203 | 238 2,86 2,95 2,52
O |nraTC2 10,73 7,14 0,78 0,69 2,91 0,72 0,38 14,83 1,85
REGULA/
INFLAMA 13,00 8,50 6,00 5,00 5,00 2,50 3,50 4,33 5,50
Inibicdo da
proliferagsio 36% 39% 40% 46% 63% 76% 78% 87%

Figura 37- Resultados das modificagdes da expressao génica nos LT apés o cocultivo em
cada experimento. Anadlise da expressao génica dos LT purificados que foram cultivados por 3
dias com AAMSC derivadas de diferentes individuos. Aumentos na QR foram preenchidos de
azul QR=2,0) e redugdes foram preenchidas de rosa (QR<0,5), assim como as indugdes estao
representadas pelas células circundadas por linha preta mais escura. Nas modificagdes do tipo
REGULA o numero esta em verde (1expressdo gene predominantemente imunorregulador ou
lexpressdo gene predominantemente inflamatério) ou do tipo INFLAMA, o nimero estd em
vermelho (fexpressdo gene predominantemente inflamatério ou |expressdo gene
predominantemente imunorregulador). Razao REGULA/INFLAMA= quantidade de modificagbes
REGULA dividida pela quantidade de modificagdes INFLAMA. EXP= experimento, Undet=
expressao relativa ndo quantificada. Incluimos nesta figura os dados de intensidade da
capacidade supressora exercida pelas AAMSC em cada ensaio de proliferagdo. Nao
observamos uma relagao entre o balango da razado REGULA/INFLAMA (5,50) nos LT com uma
maior capacidade supressora das AAMSC.
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4.7.7 Andlise das interacées entre as modificacoes da expressao

génica

Encontramos correlagdes entre modificagbes de expressdo de mRNA
que foram compartilhadas entre os experimentos em que observamos maior
(>50%) e menor (<50%) supressdo da proliferacdo), tanto para os LT
(Figura 38) quanto para as AdMSC (Figura 39). Dentre as modificagbes
compartilhadas destacamos algumas entre o0s genes que foram
dominantemente expressos (em todos 0s experimentos), assim como
desses com outros genes nao dominantemente modificados.

Para os LT observamos correlacdo entre MMP2, IDO e IL1B e entre IDO
e MMP2, FOXP2, CTNNB1 e LRRC32 (Figura 38).

Para as AdMSC observamos correlacbes compartiihadas entre os
experimentos, entre quase todos os genes cuja expressdao de mRNA foi
dominantemente modificada (Figura 39). Destacamos que SEMA4D
correlacionou-se com todas as moléculas dominantemente modificadas:
CCL1, CCL2, CCL22, CD274, FASLG, FOXP3, HLAG, IDO, IFN, IL10, LIF,
NOS2, POU5F1, PTGS2, RUNX3, além de IL10 e CD274 e entre HLAG e
IDO.

Encontramos correlagbes exclusivas nos experimentos em que
observamos maior ou menor supressdao da proliferacdo entre diversas
modificagdes da expressao génica tanto nos LT (Figuras 40 e 41) como nas
AdMSC (Figuras 42 e 43).

No grupo de experimentos nos quais detectamos maior supressdo de

proliferacao (>50%), observamos, nos LT, um niumero maior de genes com
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correlagdes exclusivas entre as modificacdes de expressao génica do que
nos ensaios com menor capacidade supressora (p=0,020). Dentre os 30
genes estudados, apenas 4 (TLR10, TNF, IFNG e IL9) nao apresentaram
correlagdes exclusivas de modificagcdo de expressdo génica, no grupo de
experimentos com maior supressdo. J& no grupo de experimentos com
menor capacidade supressora, tivemos 10 genes sem qualquer correlagao
exclusiva entre as modificagdes de sua expressao (Figura 44). Destacamos
nos LT as seguintes correlacbes de modificacdo de expressdo génica no
grupo de maior capacidade supressora, que poderdo nos trazer sugestoes
de mecanismos dominantes para a imunossupressao. Por exemplo,
observamos correlacao entre a modificacdo de expressdo de CCR8 e BCL2,
CCR4, FOXP3, GATA, IL4, NFATC2, SOCS3, TGFB, TICAM1; entre IL4 e
LGALS1, LRRC31, MMP9, SOCS3, TGFB1, BCL2, CCR8, FOXP3, GATA,
HLAG, IDO e entre CCR4, CTNNB1, IL13, IL1B, IL4, LRRC32, S1PRf1
(Figura 44).

Ja nas AAMSC, dentre os 30 genes estudados, apenas 3 (HGF, IL12b,
IL17A) ndo apresentaram correlagbes exclusivas de modificagdo de
expressao génica, em nenhum dos dois grupos de ensaios com maior ou
menor capacidade supressora; outros 3 genes (CCL22, IL13 e TNFa)
mostraram correlagbes entre outros genes apenas no grupo de
experimentos nos quais detectamos maior supressao de proliferagéo
(>50%).

Da mesma forma que mostrado para os LT, podemos destacar algumas
correlagcdes simultaneas entre moléculas com modificacdo de expressao

génica nas AMSC, que podem estar relacionados com maior capacidade
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inibitéria. Por exemplo, entre CCL17 e CD274, HLAG, LIF, NOS, PTGS2;

entre TNFA e HLAG, LIF, MMP9; entre VCAM1 e IDO e RUNX3 (Figura 45).
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Figura 38- Matriz de correlacao de expressdes génicas, nos LT, compartilhadas com os dois grupos de experimentos: com menor e maior
capacidade supressora de proliferacao. As modificagdo de expressdo génica foram avaliadas apés 3 dias de cocutivo e ap6és purificagao celular. As
moléculas avaliadas nos LT apresentaram apenas correlagdes positivas entre suas modificagoes de expressao génica. As correlagdes sdao compartilhadas
entre 0s grupos de ensaios nos quais foi observada supressao de proliferagdo menor ou maior do que 50%. n=8 experimentos no total, dos quais 4 neste
grupo. As correlagdes foram feitas pelo teste de correlagdo ndo paramétrico de Spearman. Os numeros indicam os valores da reta de correlagdo com o
simbolo da significancia de acordo com cada correlagdo *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Correlacao expressdo génica
(AdMSC) compartilhada nos
ensaios cdl | cc17 | cel2 ccl22 | cd274 | faslg | foxp3 | hgf | hifta | hlag | ido ifng 0 | b | i3 17 ila lif | mmpo | nos2 | np1 [ pousti| ptgs2 | rumx3 | semadd | tefb | thyl | tnfa | veami | vegfa
< supressdo
N i
1
ce1 I
o 0,8333" T
0,8095" 1
s 0,9524*++ | 08571 1
09762+ 05717 | 1
0,9762+* | 0,8810° | 0,976277% | 1
ccl22
0,9048** | 0,7143* | 0952a**+| 1
0,8095" 085717 | 0,8333" 1
cd274 0,9524%+* 0,9762*** | 0,9048°* 1
fasle 0,9762*+* | 0,8810°* | 0,9762°** | 1,0000°**| 0,833 1
0,9762+** | 0,8571° | 1,0000°* | 0,9524%** | ,0762**+| 1
0,908+~ T
o 0,7619* 1
1
hgf 1
’ 1
hifla '
o 0,8333" 0,8095* | 0,7619* | 0,7857% | 0,7619" 1
0,8095* 08333 | 07143* | 07857 | 08333 1
. 0,9048* | 0,8571° | 0,7857* | 0,8571°" 1
07381 | 08571°* | 07143 | 07381+ 1
o 0,9286"* | 0,7381* | 0,9524°**| 0,9048"" | 0,8810°* | 0,9048*" | 0,7619" 0,9048%~ | 090487 | 1
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N 1
il12b H
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i3 0,7619* 0,7381* 1
1
117 1
1
ila I
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1
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Figura 39 - Matriz de correlacdo de expressoes génicas, nas AAdMSC, compartilhadas com os dois grupos de experimentos: com menor e
maior capacidade supressora de proliferacdao. As modificagdo de expressdo génica foram avaliadas apds 3 dias de cocutivo e ap6és purificagao
celular. As moléculas avaliadas nas AMSC apresentaram apenas correlagdes positivas entre suas modificagdes de expressdo génica. As correlagdes
sado compartilhadas som os dois grupo de ensaios nos quais foi observada supressao de proliferagdo menor ou maior do que 50%. n=8 experimentos no
total, dos quais 4 neste grupo. As correlagdes foram feitas pelo teste de correlagdo ndo paramétrico de Spearman. Os numeros indicam os valores da
reta de correlagao com o simbolo da significaAncia de acordo com cada correlagdo *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Menor
supressdo da
proliferagdo  |bcl2 ccrd ccr8 ctla_4 |ctnnbl |foxp3 |gata3 |hla_g |ido il_10  ]il13 il_1b il1r2 il4 il9 ifn lgalsl | Irrc32 | mmp2 mmp9 nfatc2 rorc runx3 slprl socs3 | thx21 [ tgfbl | ticaml | tIrl0 tnf

bcl2 1]

ccrd 1]

ccr8 1

ctla_4 1
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foxp3 1

gata3 1]

hla_g 1

ido 1]
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il_1b 1
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il9 1

ifn 1

Igals1 0,9048** 1
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mmp9 0,7381* |0,7381* 1

nfatc2 0,7143* |0,7619* 0,8333* 1

rorc 0,7143* 0,8333* 0,7857* 1

runx3 0,7619* 1

slprl 0,7381* 0,7619* 1

socs3 0,7857* 1

thx21 1

tgfbl 0,7381* |0,7857* 0,9048** 0,7381* 1

ticaml 0,7143* 0,7143* 1

tlr10 0,8095* 0,8571%* 0,7143* 0,7857* 1

tnf 1

Figura 40- Matriz de correlacao de expressdes génicas, nos LT, exclusivas do grupo de experimentos com menor capacidade supressora de
proliferagdo. As modificagdo de expressdo génica foram avaliadas ap6s 3 dias de cocutivo e apds purificagdo celular. As moléculas avaliadas nos LT
apresentaram apenas correlagdes positivas entre suas modificagdes de expressao génica. As correlagdes sao exclusivas do grupo de ensaios nos quais foi
observada supressao de proliferagdo menor do que 50%. n=8 experimentos no total, dos quais 4 neste grupo. As correlagbes foram feitas pelo teste de
correlagcdo ndo paramétrico de Spearman. Os numeros indicam os valores da reta de correlagdo com o simbolo da significancia de acordo com cada
correlagao *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Maior

supressdo da
proliferagdo  |bcl2 ccrd ccr8 ctla_4 [ctnnbl |foxp3 |[gata3 |hla_g ido il_10  |il13 il_1b il1r2 il4 il9 ifn Igals1 | Irrc32 | mmp2 mmp9 nfatc2 rorc runx3 slprl socs3 | tbx21 | tgfbl | ticaml tir10 tnf
blc2 1]
ccrd 1]
ccr8 0,7381* |0,7143* 1]
ctla_4 1]
ctnnbl 1]
foxp3 0,7857* 1]
gata3 0,7381* 1]
hla_g 0,7857* 0,7381* 1
ido 1]
il_10 1
il13 0,7143* 0,7381* 1]
il_1b 0,7857* 0,7381* |0,7857* 1]
il1r2 0,7143* 1
il4 0,7143* 0,7381* 0,7381*|0,7143* |0,8095* |0,7381* 1
il9 1
ifn 1
Igals1 0,7619* 1
Irrc32 0,9048** 0,8333* 1
mmp2 0,7857* 0,7857* 1
mmp9 0,7381* 0,9048** 1
nfatc2 0,8810** 1
rorc
runx3 0,8333* 0,7143* 1
slprl 0,7143* 1
socs3 0,7381* 0,7143* 1
thx21 0,7857* 0,8095* 0,7381* 0,8333* 0,9048** 1
tgfbl 0,9286*** 0,7143* 1
ticam1 0,7143* 0,7143* 0,7619* 1
tlrl0 0,7857*
tnf 1

Figura 41- Matriz de correlacdo de expressées génicas, nos LT, exclusivas do grupo de experimentos com maior capacidade supressora de
proliferagdo. As modificagdo de expressdo génica foram avaliadas ap6s 3 dias de cocutivo e apds purificagdo celular. As moléculas avaliadas nos LT
apresentaram apenas correlagdes positivas entre suas modificagdes de expressao génica. As correlagdes sao exclusivas do grupo de ensaios nos quais foi
observada supressao de proliferagdo maior do que 50%. n=8 experimentos no total, dos quais 4 neste grupo. As correlagdes foram feitas pelo teste de
correlagcdo ndo paramétrico de Spearman. Os numeros indicam os valores da reta de correlagdo com o simbolo da significancia de acordo com cada
correlagao *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Menor
supressdo da
proliferacdo

cll

cd17

ccl2

ccl22

cd274

faslg

foxp3

hgf

hifla

hla_g

ido

ifng

il10

il12b il13 il17

il4

mmp9

nos2

nrpl

pou5fl

ptgs2

runx3

semadd

tgfb

thyl

tnfa

vcaml | vegfa

ccll

ccl17

ccl2

ccl22

cd274

1

faslg

foxp3

0,8333*

0,8095*

0,8571**

0,8810**

0,9048**

Ihgf

hifla

hla_g

0,7857*

1

ido

0,8333*

0,7143*

0,7143*

ifng

il10

il12b

il13

i

il17

I

il4

lif

0,7143*

0,7857*

1

mmp9

0,7381*

0,7857*

0,7619*

0,8571**

0,7381*

0,8810**

1

nos2

0,7857*

0,7143*

1

nrpl

0,7143*

0,8333*

-0,7357*

pou5fl

0,7381*

0,9762***

0,7143*

0,9286***

0,8095*

0,7619*

ptgs2

0,7381*

0,8095*

0,8095*

runx3

0,8571**

0,8810**

0,7381*

semadd

0,7381*

tgfb

-0,7103*

thyl

-0,7864*

tnfa

vcam1

0,7857*

0,7619*

1

[vegfa

0,7143*

0,7143*

0,7857%

1

Figura 42 - Matriz de correlacdo de expressdes génicas, nas AAMSC, exclusivas do grupo de experimentos com menor capacidade supressora de
proliferagcédo. As modificagao de expressao génica foram avaliadas ap6s 3 dias de cocutivo e ap6s purificagao celular. As moléculas avaliadas avaliados nas
AdMSC apresentaram tanto correlagées positivas quanto negativas entre suas modificagdes de expressdo. As correlagbes sao exclusivas do grupo de
ensaios nos quais foi observada supressao de proliferacdo menor do que 50%. n=8 experimentos no total, dos quais 4 neste grupo. As correlagoes foram
feitas pelo teste de correlagdo ndo paramétrico de Spearman. Os nimeros indicam os valores da reta de correlagdo com o simbolo da significAncia de
acordo com cada correlagao *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Maior
supressdo da
proliferagdo

ccll

cd17

ccl2

ccl22

cd274

faslg

foxp3

hgf

hifla

hla_g

ido

ifng

il10

il12b

il13

il17

il4

mmp9

nos2

nrpl

pou5fl

ptgs2

runx3

semadd

tefb

thyl

tnfa

vcaml | vefga

ccll

ccl17

ccl2

ccl22

cd274

0,9048*

faslg

foxp3

hgf

hifla

hla_g

0,8810**

0,7143*

ido

ifng

il10

il12b

s

il13

0,8333*

il17

il4

lif

0,7619*

mmp9

0,7381*

0,7143*

nos2

0,9048**

0,7857*

nrpl

pou5fl

ptgs2

0,9048**

runx3

0,9286***

semadd

0,8333*

tgfb

1

thyl

-0,7619%

-0,7143*

-0,7619*

-0,7143*

-0,7143*

-0,7143*

-0,7619*

-0,7619%

-0,7619*

-0,8571**

0,8333*

1

tnfa

0,7857*

0,7857*

0,8095*

-0,7381*

vcam1

-0,7619*

0,8095*

0,7619*

-0,7619*

1

vegfa

1
Figura 43- de correlacdao de expressdes génicas, nas AAMSC, exclusivas do grupo de experimentos com maior capacidade supressora de

proliferagcédo. As modificagao de expressao génica foram avaliadas ap6s 3 dias de cocutivo e ap6s purificagao celular. As moléculas avaliadas avaliados nas
AdMSC apresentaram tanto correlagées positivas quanto negativas entre suas modificagdes de expressdo. As correlagbes sao exclusivas do grupo de
ensaios nos quais foi observada supressao de proliferacao maior do que 50%. n=8 experimentos no total, dos quais 4 neste grupo. As correlagdes foram
feitas pelo teste de correlagdo ndo paramétrico de Spearman. Os numeros indicam os valores da reta de correlagdo com o simbolo da significancia de
acordo com cada correlagao *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Correlagées exclusivas do grupo que apresentou inibicdo da Correlagoes exclusivas do grupo que apresentou inibicdo
proliferacao < 50% da proliferacao >50%
Genes avaliados nos LT  |Correlacées positivas Genes avaliados nos LT [Correlacdes positivas
BCL2 SC BCL2 CCR8, IL4, MMP2
LGALS1, LRRC31,MMP9, SOCS3,
L4 SC L4 TGFB1, BCL2, CCR8, FOXP3,
GATA, HLAG, IDO,
BCL2, CCR4, FOXP3, GATA, IL4,
CCRs SC cecR8 NFATC2, SOCS3, TGFB, TICAM1
FOXP3 SC FOXP3 CCRS, IL4
GATA3 SC GATA3 CCRS, IL4
CCR4, CTNNBH1, IL13, IL1B, IL4,
HLAG SC HLAG LRRC32, S1PR1, TLR10
IL10 SC IL10 IL1R2
IL13, SOCS3, MMP9 LRRC32,
TBX21 SC TBX21 RORG
CCR4 TICAMA1 CCR4 CCRS8, HLAG, MMP9, RUX3
CTLA4 NFATC2, TGFB CTLA4 IL1B
CTNNB1 NFATC2, TGFB CTNNB1 HLAG, IL13
IDO NFATC2, RORC, TGFB, TICAM1 IDO IL1B, IL4
IL13 MMP9, RORC, S1RP1 IL13 CTNNB1, HLAG, RUNX3, TBX21
IL1B MMP9, SOCS3, TLR10 IL1B CTLA4, HLAG, IDO,
IL1R2 LGAS1 IL1R2 IL10
LGALS1 IL1R2 LGALS1 IL4
LRRC32 RORC LRRC32 HLAG, IL4, MMP2,TBX21, TICAM1
MMP2 RUNX3, TLR10 MMP2 BCL2, LRRC32
MMP9 IL13, IL1B MMP9 CCR4, IL4, TBX21
NFATC2 CTLA4, CTNNB1, IDO, S1RP1 NFATC2 CCR8
RORC IDO, IL13, LRRC32 RORC TBX21
RUNX3 MMP2, TLR10 RUNX3 IL13, CCR4
S1PR1 IL13, NFATC2, TGFB S1PR1 HLAG
SOCS3 TLR10, IL1B SOCS3 IL4, TBX21, TICAM1, CCR8
TGEB1T IDO, CTLA4, CTNNB1, RUNX3, TGFB1 CCR8, IL4
S1RP1
TICAM1 IDO, CCR4 TICAM1 LRRC32, SOCS3, CCR8
TLR10 IL1B, MMP2, RUNX3, SOCS3 TLR10 HLAG
TNF SC TNF SC
IL9 SC L9 SC
INFg SC INFg SC

Figura 44- Correlac6es entre modificacGes de expressdo génica nos LT exclusivas nos
ensaios com menor (esquerda) ou maior (direita) supressao de proliferacao. Modificagao
de expressao génica avaliada apds 3 dias de cocutivo e apds purificagao celular. As moléculas
avaliadas nos LT apresentaram apenas correlagdes positivas entre suas modificagbes de
expressao génica. As correlagdes sdo exclusivas de cada grupo onde foi observada supressao
de proliferagdo menor do que 50% ou maior do que 50%. Houve maior nimero de genes, cujas
modificagcdes foram correlacionadas no grupo de maior supressao de proliferagdo (p=0,020,
Teste exato de Fisher. n=8 experimentos sendo 4 em cada grupo. As correlagdes foram feitas
pelo teste de correlagio ndo paramétrico de Spearman. Em verde o0s genes
prodominantemente  imunorreguladores e em vermelho os predominantemente
proinflamatérios, em preto genes com outras fungdes predominantes. SC = sem correlagao.
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Correlagoes exclusivas do grupo que apresentou inibicao da Correlagoes exclusivas do grupo que apresentou inibicao
proliferacao < 50% da proliferacdo >50%
Genes avaliados |Correlacoes Correlacoes Genes avaliados |Correlacoes Correlacoes
nas AAMSC positivas negativas nas AAMSC positivas negativas
CCL22 SC SC CCL22 MMP9 SC
IL13 SC SC IL13 HLAG SC
TNFa SC SC TNFa HLAG, LIF, MMP9  |THY1
FOXP3, IDO, MMP9,
CCL1 POUSF SC CCL1 SC THY1
FOXP3, RUNX3, CD274, HLAG, LIF,
ceLiz SEMA4D SC ceLi7 NOS, PTGS2
CCL2 FOXP3 SC CCL2 SC THY1
FOXP3, MMP9,
CD274 POUS5F1, VCAM1, SC CD274 SC THY1
VEGFA
VCAM1 CD274 SC VCAM1 IDO, RUNX3 HIF1A, THY1
VEGFA CD274 SC VEGFA SC SC
CCL1,CCL17,CCL2,
CD274, FASLG, IDO,
FOXP3 LIF, NOS, POUSF1, SC FOXP3 HLAG, POU5F1 SC
PTGS2, RUNX3
IDO, LIF, MMP9, CCL17, FOXP3,
HLAG POUS5F1 sC HLAG IL13, NOS, TNFA
IDO CCL1, FOXP3,HLAG |SC IDO VCAM1 THY1
IL10 MMP9 SC IL10 SC SC
TGFB SC IL4 TGFB THY1 SC
IL4 SC NRP1, TGFB, THY1 IL4 SC SC
FOXP3, HLAG, NOS2,
LIF POUSF1 sC LIF CCL17, TNFA THY1
FOXP3, LIF, MMP9,
NOS2 NOS2, POUSF1 SC NOS2 CCL17, HLAG THY1
NRP1 VEGFA, HIF1A IL4 NRP1 SC SC
FOXP3, MMP9,
PTGS2 POUSF1 SC PTGS2 CCL17 THY1
FASLG FOXP3 SC FASLG MMP9 THY1
SEMA4D CCL17, POU5F1 SC SEMA4AD MMP9
RUNX3 CCL17, FOXP3 SC RUNX3 MMP9, VCAM1 THY1
IFNG MMP9 SC IFNG SC SC
HIF1A NRP1 SC HIF1A SC VCAM1
CCL1, CD274, HLAG,
MMP9 IFNG, IL10, NOS2, SC MMP9 ?:2‘)\(3’ SEMAD, THY1
POU5F1, PTGS2
CCL1, CD274, FOXP3,
HLAG, LIF, MMP9,
POUS5F1 NOS2, PTGS2, SC POUS5F1 FOXP3 SC
SEMA4D, VCAM1
CCL1, CCL2,CD274,
FASLG,IDO, LIF,
THY1 SC IL4 THY1 TGFB MMP9, NOS2, PTGS2,
RUNX,TNFA, VCAM1
HGF SC SC HGF SC SC
IL12B SC SC IL12B SC SC
IL17A SC IL17A SC SC

Figura 45- Correlacoes entre modificacoes de expressdao génica nas AdMSC exclusivas nos
ensaios com menor (esquerda) ou maior (direita) supressdo de proliferacao. Modificagdo de
expresséo génica avaliada ap6s 3 dias de cocutivo e ap6s purificagdo celular. As moléculas avaliadas nas
AdMSC apresentaram tanto correlagdes positivas quanto negativas entre suas modificagdes de expressao
génica. As correlagdes sdo exclusivas de cada grupo onde foi observada supresséo de proliferagdo menor
do que 50% ou maior do que 50%. Houve maior niumero de genes, cujas modificagbes foram
correlacionadas no grupo de menor supressao de proliferagcao (p=0,020, Teste exato de Fisher. n=8
experimentos sendo 4 em cada grupo. As correlagbes foram feitas pelo teste de correlagdo néo
paramétrico de Spearman. Em verde os genes prodominantemente imunorreguladores e em vermelho os
predominantemente proinflamatérios, em preto genes com outras fungdes predominantes. SC = sem

correlagao.
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6. Discussao

Nos ultimos anos, diversas vias de imunorregulacdo exercidas pelas
células tronco mesenquimais tém sido pontualmente discutidas. No entanto,
ainda nao esta muito clara a relacdo entre quais moléculas podem estar,
simultaneamente, envolvidas com a intensidade de imunossupressao exercida
pelas MSC. Nés abordamos essa questdo, usando uma estratégia na qual
avaliamos, simultaneamente a producdo protéica € um painel de expressao
génica, tanto nas AdMSC quanto nos LT, em ensaios onde as AdMSC
exerceram uma imunossupressao mais, ou menos intensa.

A diversidade de mecanismos que envolvem a atividade supressora das
MSC vem sendo abordada na literatura atual, valorizando-se pouco a
heterogeneidade funcional imunossupressora, dessas células. Assim, tem-se
apontado que variagbes experimentais tais como a origem da célula,
concentracdes celulares (Puissant et al., 2005), diferentes estimulos, o contato
célula-célula (Di Nicola et al., 2002; Augello et al., 2005) e diferentes condicdes
usadas para compor o nicho das células in vitro (Ren et al., 2008; Crop et al.,
2010) podem ser os principais fatores responsaveis pelos diferentes
mecanismos imunossupressores descritos, até o0 momento, na literatura.

Com base em nossos dados, nds concluimos que a intensidade da
atividade supressora das AdMSC esta relacionada com a capacidade de ativar,

simultaneamente, diversos genes relacionados a resposta imune. Ademais,
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observamos modificagées dominantes da expressao génica, assim como fortes
correlagdes positivas entre essas diversas moléculas, tanto nas AMSC quanto
nos LT, sugerindo que algumas modulagdes devem ser determinantes na
capacidade supressora das AdMSC. No entanto, considerando que essas
moléculas foram acionadas em todos os experimentos, elas ndo discriminam a
maior ou menor atividade supressora. Por outro lado, ha um perfil distinto e
exclusivo de correlacées entre diferentes modulagdes de expressao génica,
tanto nos LT quanto nas AMSC, nos ensaios onde observamos uma maior
imunossupressao (mais de 50% de inibicao da proliferagéo de LT), em relagcéo
aos ensaios com menor inibicdo da proliferacao de linfécitos T, capaz de
discriminar os possiveis mecanismos de uma célula mais ou menos
supressora.

Para os LT, observamos um perfil de correlagcdes exclusivas entre as
modificacdes de expressao génica nos ensaios com maior supressao entre
genes predominantemente imunorreguladores como entre HLAG e CCR4, IL13,
IL4, TLR10, IL1B, LRRC32 (GARP), S1PR1 e CTNNB1 (B-catenina).
Observamos também correlagcdes positivas exclusivas de modulacdao da
expressdo génica, nas AdMSC, entre quimiocinas, moléculas envolvidas no
rolamento celular e de moléculas de imunorregulacdo, como entre CCL22 e
MMP9 e entre HLAG e FOXP3. Além desses diversos potenciais mecanismos
interconectados, apontamos moléculas ndo previamente descritas no contexto
da imunorregulagdo das AdMSC, como SEMA4D, MMP9, CCL22 e RUNXS,
cujas expressoOes relativas estavam aumentadas apdés o cocultivo, sugerindo

seu possivel envolvimento durante a atividade supressora das AdMSC. Isto
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sugere que a intensidade de supressdo depende da capacidade das AAMSC
de ativar simultaneamente multiplos caminhos correlacionados.

Durante a imunossupressao, as ADMSC também induziram a diminui¢cao do
namero de células T efetoras ativadas CD4+ e CD8+, positivas para ICOS e
de células T CD8+ positivas para OX40, além de induzir um aumento do
nimero de uma populacdo especifica de Treg CD4+CD25"FOXP3+ que
expressa CD73+, uma enzima importante para gerar adenosina a partir da
degradagcao de AMP e, consequentemente, com atividade supressora. Assim,
interpretamos que as AdMSC ativam uma complexa rede de moléculas
relacionadas com quimioatragdo celular, migracdo, adesao e regulacdo da
resposta imune, que culmina com a imunossupressao das células T. Essa
ativagdo de multiplos mecanismos poderia explicar a heterogeneidade
funcional das AAMSC, bem como as discrepancias de mecanismos que tém
sido descritos na literatura (Klyushnenkova et al., 2005; Nasef, Chapel et al.,
2007) sobre as moléculas mais frequentemente relatadas (IDO, TGF-B, IL-10,
PTG>) como envolvidas na capacidade supressora das MSC.

As AdMSC usadas neste trabalho foram imunofenotipicamente
caracterizadas de acordo com o padrdo sugerido na literatura (Parekkadan e
Milwid, 2010). Dessa forma, esta é uma populacdo livre de outras
subpopulagbes celulares, como células hematopoiéticas, endoteliais e
leucocitos, além de se autorrenovaram em cultura e terem a capacidade de
diferenciagdo em ostedcitos e adipécitos quando estimuladas. No entanto,
encontramos uma heterogeneidade quanto a porcentagem de positividade de

CD44 e CDA49e. Esse fendtipo poderia estar relacionado com sua capacidade
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supressora, uma vez que sdao moléculas de adesao que auxiliam no contato
entre MSC e as células do sistema imune. No entanto, ndo verificamos
qualquer tipo de relacao entre a positividade para CD49e e CD44 e a maior ou
menor atividade imunorreguladora das AAMSC, sugerindo que essas variacdes
nao afetam essa atividade funcional das AMSC.

Analisando a expressdo de mRNA de FOXP3 nas AAMSC sem o
cocultivo, percebemos que elas ja expressavam um pequena quantidade desse
fator de transcricao (os valore de Ct, do inglés, cycle treshold variavam de 32 a
35). No entanto, ndo conseguimos medir essa expressao, uma vez que o Real
time nos permite apenas verificar a expressao relativa de mRNA da condi¢ao
de cocultivo em relacdo a condicdo pura. Dessa forma, realizaremos
futuramente a quantificacdo dessa molécula por citometria de fluxo para
confirmarmos esses dados e verificarmos se intensidade de expressdao em
cada célula pode estar relacionada com sua maior ou menor atividade
supressora. Interessantemente, observamos que o FOXP3 também teve sua
expressao génica aumentada nas AdMSC em todos os experimentos e pode
emergir como um relevante fator de transcricdo para a atividade
immunossupressora das AMSC, como ja estabelecido para as Treg (Fontenot
et al., 2003) e mais recentemente, tendo sua expressao descrita nas proprias
MSC (Sundin et al., 2011).

As AdMSC apresentaram intensidade de inibicdo da proliferagédo de
células T de uma forma dose dependente, como ja descrito na literatura
(Krampera et al., 2006). Em apenas 3 ensaios, conseguimos verificar a

capacidade inibidora das AAMSC em uma maior propor¢do de AdMSC
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(AdAMSC:PBMC 1:5), pois estas células ndo se descolaram da placa como nos
outros 8 ensaios. E provavel que as 3 AAMSC que se mantiveram aderidas por
mais tempo, em cultura, tenham uma taxa de replicacdo mais lenta,
favorecendo o seu contato com as PBMC por mais tempo, provavelmente
liberando  proteinas  funcionais importantes para sua  atividade
imunossupressora. Por outro lado, uma vez que durante a replicacédo celular ha
a necessidade de se ativar a maquinaria protéica especifica de replicacao
cromossémicas, € provavel que nesse periodo da mitose, as AdMSC que se
replicam mais rapidamente, deixem de produzir proteinas imunorreguladoras,
e mesmo de interagir com outras células do sistema imune, prejudicando a sua
acao supressora. Assim, essa possivel heterogeneidade observada a partir da
diferenca na taxa de replicacdo, encontrada entre as AdDMSC de doadores
diferentes pode ser um dos fatores que influencie na sua atividade supressora
diferencial. Pensamos nessa hipotese, pois, das 3 ADMSC que aumentaram a
sua intensidade de inibicdo quando plagueadas em uma maior proporcao, 2
delas foram as mais supressoras também quando na proporcao AdMSC:PBMC
1:10. Pudemos observar essa heterogeneidade celular de outra forma, uma
vez que algumas AdMSC apresentaram expressao diferencial, de varias genes
que podem afetar sua atividade funcional, tais como CCL17, IDO e FOXPS3.
Outros grupos tém observado a heterogeneidade das MSC por microarray
(Katz et al., 2005) mostrando uma variedade de fendtipos em relagédo a
expressdo de integrinas e metaloproteinases nas MSC. No entanto, até o

momento essa heterogeneidade nao foi relacionada com as distintas redes
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imunorreguladoras, e ainda ndo se sabe ao certo o que determina essa
heterogeneidade.

As AdMSC inibiram tanto células CD3+ quanto células nao CD3, o que
pode ser ressaltado pela maior % de inibicdo de células totais que foram
marcadas com CFSE (de 52% a 93% de inibicdo), quando comparado a
porcentagem de células CD3+ (de 36% a 87% de inibicdo). Podemos sugerir
que, como ja descrito na literatura, outras populacdes celulares, além das
células CD3+, como células NK (Krampera et al., 2006; Spaggiari et al., 2006),
células B (Corcione et al, 2006) estejam sofrendo uma supressdao de
proliferagdo mediada pelas AAMSC. Assim, as ADMSC que possuem uma
maior capacidade supressora sobre os linfocitos T, também o fazem sobre a
proliferagdo dessa outra populagdo ndo CD3+. Sugerindo assim, que 0s
mecanismos de supressao acionados pelas ADMSC mais potentes ndo atuem
restritamente sobre LT, mas também sobre outras células do sistema imune,
permitindo uma imunossupressdo mais ampla, e consequentemente, mais
eficaz.

Como citado anteriormente, observamos uma heterogeneidade da
intensidade da capacidade supressora das AdMSC derivadas de diferentes
individuos, com indices de inibicdo da proliferacao variando de 36% até 87%.
Observamos que metade das células teve capacidade supressora mais intensa
(inibicdo > que 50%) e a outra metade menos intensa (< 50%). E foi justamente
devido a essa heterogeneidade funcional que o delineamento experimental de
nosso estudo nos permitiu observar, pela primeira vez, a diversidade de efeitos

que essas diferentes ADMSC sédo capazes de exercer sobre as PBMC
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provenientes de um mesmo individuo. Para tanto, analisamos o efeito das
AdMSC na expressdo de mRNA de um painel de moléculas relacionados com
a resposta imune, assim como de producao de proteinas, tanto nas proprias
AdMSC como nos LT, comparando os ensaios com maior ou menor inibicdo da
proliferagéo de LT.

Assim, destacamos a primeira novidade observada em nosso trabalho:
multiplos caminhos sdo acionados simultaneamente, e varios estdo inter-
correlacionados, havendo um padrdo diferencial discriminando a maior ou
menor poténcia inibitéria das diferentes AdAMSC, assim como um padréo
dominante de moléculas correlacionadas, discriminando as vias de agao
comuns entre todos os ensaios. Devido a complexidade dos dados gerados por
essa abordagem utilizada, sera necessario realizar futuramente uma
investigacdo mais detalhada, incluindo ensaios funcionais para verificacdo
experimental das diversas correlacdes encontradas entre a modulacao da
expressao génica.

Dentre as diversas modificacdes de expressdao génica observadas,
destacamos que algumas delas foram dominantes ap6s a interacao
AdMSC/PBMC, ocorrendo em todos os experimentos realizados. Como por
exemplo, o aumento da expressdao génica de IDO tanto nos LT quanto nas
AdMSC, assim como o aumento da expressdo génica de IL1B e MMP2 (do
inglés, metalloproteinase 2) nos LT. Apesar de as AMSC serem provenientes
de individuos diferentes, observamos muito mais modificagdes dominantes da
expressao génica do que nos LT (que eram de um mesmo individuo). Dos 30

genes estudados, 20 tiveram aumento dominante na sua expressdo, dentre
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eles PDL1, VCAM1, HLAG, IL10, SEMA4D, RUNX3 e MMP9 e os genes de
quimiocinas, CCL1, CCL17, CCL2. Essa diferente dominancia entre os dois
subtipos celulares sugere que os mecanismos imunorreguladores acionados
nos LT sdo mais heterogéneos. Apesar disso, fazendo um balanco das
modificacdes observadas em ambas as células houve um predominio de
modificagdes do tipo REGULA (razao REGULA/INFLAMA = 5,50 para os LT e
2,72) para as AdMSC). Ou seja, tanto aumento da expressdo de genes
predominantemente imunorreguladores, quanto diminuicdo da expressdao de
genes proinflamatérios, reforcando a potente agdo imunorreguladora das
AdMSC que mantém um balango final da maquinaria génica e proteica
favoravel a uma resposta supressora.

Outra novidade de nosso trabalho foi que algumas dessas moléculas
dominantemente aumentadas estdo sendo moduladas simultaneamente, além
de estarem positivamente inter-correlacionadas com o aumento da expressao
génica de outras moléculas. Algumas dessas moléculas ja haviam sido
descritas no contexto da imunossupressao das MSC, como IDO (Krampera et
al., 2006; Delarosa et al., 2009), HLA-G (Nasef, Mathieu et al., 2007), PDL-1
(Augello et al., 2005; English et al., 2007), IL-10 (Klyushnenkova et al., 2005;
Nasef, Chapel et al., 2007) e VCAM-1 (Ren et al., 2010). No entanto, ndo ha
relatos de que elas eram tdo dominantes e principalmente, mobilizadas
simultaneamente durante a atividade supressora das AdAMSC. Assim, esses
dados nos sugerem que, apesar de diversos mecanismos moleculares serem
acionados, varios deles sdo dominantes e podem ser essenciais para a

atividade supressora das AAMSC.
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Nos LT, tanto o aumento da expressao génica de IDO quanto de IL1B
estavam correlacionados com o de MMP2, molécula apenas agora descrita no
contexto da imunorregulacdo mediada pelas AJMSC. O aumento de IDO
correlacionou-se positivamente com diversas outras modificagbes na
expressao génica de moléculas como FOXP3, CTNNB1 (Beta Catenina) e
LRRC32 (GARP), sendo as 2 ultimas moléculas, também descritas agora pela
primeira vez no contexto da imunossupressdao das AdMSC. Apesar de nao
termos abordado funcionalmente a importancia direta dessas novas moléculas
(MMP2, CTNNB1 e GARP), expressas nos LT, para a imunossupressao
exercida pelas AMSC, podemos levantar algumas questoes.

As metaloproteinases tém sido relacionadas principalmente a atividade
proinflamatéria e ndo a uma fungdo imunorreguladora, como poderiamos
esperar, visto 0 aumento dominante nos nossos cocutivos. Ja foi mostrado que
uma deficiéncia ou inibicdo de MMP2 leva a uma inibicdo da rejeicao de
transplantes em modelos animais, bem como a uma diminuicdo do infiltrado de
células mononucleares (Benson et al., 2010). Além disso, os perfis celulares
que produzem uma maior quantidade dessa enzima sao ThO e Th1 (Oviedo-
Orta et al., 2008), o que poderia sugerir que células com esse perfil estariam
presentes em maior nimero em nossa cocultura. No entanto, nao
podemos chegar a essa conclusdo uma vez que diversos outros fatores como
a produgcdo de citocinas e a andlise de receptores caracteristicos de cada
populacao celular devem ser avaliados em conjunto para entendermos o perfil
funcional que envolve os nossos cocultivos e que potencialmente contribui para

imunorregulacdo. Nao obstante, a MMP2 pode ter acdo imunorreguladora
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indireta, uma vez que é uma enzima importante para a transmigragéo celular e,
portanto, pode estar aumentada naquelas células que foram induzidas a migrar
para a proximidade das AdMSC, contribuindo para que elas exercessem uma
imunossupressado mais eficiente.

Para apoiar essa nossa interpretacao, trazemos um novo dado no
contexto das ADMSC humanas. Observamos um aumento da expressao
génica de mRNA das quimiocinas CCL22 e CCL17 nas AdMSC bem como de
CXCL10 e CCL5 em nivel protéico, enfatizando a importancia em promover a
migracao e recrutamento de ceélulas para a proximidade das AdMSC. Esta
migracao pode favorecer o recrutamento de células T reguladoras, como
descrito com as quimiocinas CCL22 e CCL17, no contexto da infecgdo pelo
virus da Hepatite C (Riezu-Boj et al.), e com a quimiocina CCL1 (Batten et al.,
2006) no contexto das MSC de medula 6ssea, ou mesmo favorecendo a
aproximacao entre as células supressoras € as efetoras, como mostrado para
CXCL9 e CXCL10 com as MSC murinas (Ren et al., 2008).

Uma outra molécula com expressdao génica aumentada nos LT, no
contexto da imunorregulagao, foi LRRC32 (ou GARP), que é um receptor de
membrana rico em dominios de leucina presente na superficie de células T
reguladoras ativadas, que se liga ao TGF-p latente composto por 2
subunidades, uma do LAP (do inglés latency-associated peptide) e outra do
TGF-B (Stockis et al., 2009), contribuindo para a atividade supressora das
subpopulacdes de Treg, além de induzir a expressao de FOXP3 em células T
naive (Wang et al., 2009). Com esse achado podemos pensar que a

subpopulacao de células Treg expressando LAP pode também estar envolvida
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na imunorregulagdo exercida pelas AJMSC. Vale destacar que avaliamos a
expressao de LAP na superficie das AMSC e observamos uma diminuigéo da
sua expressao apos o coculivo com os LT. Uma vez que o complexo do TGF-$
latente é clivado e liberado da sua ancora, GARP, na membrana celular apés
ativacéo, € possivel que a diminuicdo de LAP nas AdMSC deva-se a liberagédo
do complexo TGF-B latente que podera contribuir para sua atividade
imunossupressora, a partir da forma ativa soluvel do TGF- B. No entanto,
ainda precisamos medir a proteina no sobrenadante da cultura para,
experimentalmente testar, essa interpretacao.

Outro efeito observado das AdMSC sobre os LT foi 0 aumento do numero
de um subtipo de célula T reguladora que expressa CD73, uma ectoenzima
que, por meio da hidrolise do AMP libera adenosina, que através da interagao
com receptores purinérgicos do tipo P1, inibe a resposta préinflamatéria (Kobie
et al., 2006). Essa molécula foi encontrada na superficie de células T
reguladoras e descrita como envolvida na supressao de células TCD4 efetoras
pela conversdo de 5’adenosina monofosfato em adenosina. Recentemente, foi
descrito na literatura o aumento de uma populacdo CD4+CD25+CD73+ no
contexto da imunorregulacao exercida pelas ADMSC (Saldanha-Araujo et al.,
2011). No6s acrescentamos uma nova informacao mostrando que as células
que expressam CD73 sdo também FOXP3+. E possivel que essas moléculas,
em conjunto, incrementem a capacidade supressora das células T reguladoras.
Ademais, a indugao de células T reguladoras como importantes mediadoras da
supressado no contexto das AdMSC tem sido descrita (Batten et al., 2006; Di

lanni et al., 2008; Selmani et al., 2008) porém, sem referéncia a subpopulagdes
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distintas de Treg. Visto que as AMSC acionam diversos mecanismos de agao,
€ plausivel que induzam outros subtipos especificos de células Treguladoras,
além das CD4+CD25+FOXP3+CD73+.

Com o objetivo de verificar se diferentes subpopulacées de Treg eram
induzidas pelas AdMSC, analisamos, no 3° dia de cocultivo, Treg
CD4+CD25hiFOXP3+, que expressam distintos receptores de quimiocinas
como CXCR3+, CCR4+CCR5+ e CCR7+, importantes para migracao para
sitios especificos, conforme a predominancia de seus ligantes (Campbell e
Koch, 2011). No entanto, observamos modificagées apenas das populagdes de
Treg CXCR3+ e CCR4+CCR5+ que apresentaram o numero de células menor
apos o contato com as ADMSC, sugerindo que essas populagdes ndo estejam
sendo induzidas ou mesmo que ndo tenham proliferado, provavelmente néo
contribuindo para uma imunossupressdo, mas que se trate de populacdes que
estejam sendo inibidas pelas proprias AADMSC, ou mesmo que estejam
morrendo por possiveis mecanismos de inducdo de apoptose que podem ser
desencadeados pelas AAMSC (Plumas et al., 2005). Neste contexto, apesar de
muitas quimiocinas estarem sendo produzidas pelas ADMSC, é provavel que
quimiocinas, como CXCL10 e CCL5, aumentadas em ambientes
préinflamatérios, levem essas células T com receptores especificos (CXCR3 e
CCR5) para a proximidade das AdMSC favorecendo sua ag&o supressora e,
posteriormente, a inibicdo da proliferacdo desses proprios linfocitos T. Além
disso, a manutengdo do numero de células CCR7+ pode indicar um controle
exercido pelas AMSC de uma proliferacdo exacerbada de células CD4+, uma

vez que, na presenga da quimiocina ligante de CCR7, CCL21 foi descrito um
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aumento de proliferagdo homeostatica de células T CD4+ (Ploix et al., 2001).
Considerando que células Th2 recentemente ativadas tém a expressao de seus
receptores CCR4 e CCR8 aumentada (D'ambrosio et al., 1998), é possivel que,
inicialmente, haja uma completa inibicao da ativacao celular pelas AdAMSC,
idéia esta também reforcada pela diminuicado do numero células ativadas com o
fen6tipo CD4+ICOS+, CD8+ICOS+ e CD8+0X40+. A molécula OX40 (CD134)
esta envolvida no desencadeamento da funcdo efetora das células T e sua
coestimulagdo aumenta a proliferagdo celular (Gramaglia et al., 1998). De
forma semelhante, a molécula ICOS foi descrita como um novo membro da
familia CD28, mas que diferentemente da molécula CD28 que é expressa
constitutivamente, a expressao de ICOS é induzida de novo na superficie das
células T, indicando que aquelas com altos niveis de expressao estariam na
fase final de ativacdo (Hutloff et al., 1999). Dessa forma, a observacao desse
novo efeito das AMSC, diminuindo o numero de células efetoras pode indicar
a atividade das AdDMSC em uma fase tardia da ativacao celular, contribuindo
para a manutencao de um milieu menos inflamatorio.

O favorecimento de um milieu mais imunorregulador também pode ser
observado pelo dominante aumento da expressdo de mRNA da citocina IL-10
nas AdMSC, bem como no sobrenadante dos cocultivos, este apenas com 1
dia de interacdo entre AMSC e PBMC. Assim, a IL-10 parece ter um papel
importante mais precoce no mecanismo de imunossupressdo exercido pelas
AdMSC, podendo ndo s6 atuar diretamente nos LT, suprimindo a sua
proliferagdo e produg¢do de citocinas inflamatérias, como indiretamente pela

inducdo de outra molécula imunorreguladora, HLA-G (Selmani et al., 2008),
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visto que também observamos aumento de sua expressao génica no 3 dia
apo6s o cocultivo. Além disso, observamos desde o primeiro dia de cocultivo,
uma diminuicdo, mas nao inibicAdo completa, da producdo de citocinas
proinflamatérias como o TNF-a e, a partir do terceiro dia, de IFN-y, sugerindo o
efeito anti-inflamatério das AdMSC, contribuindo para um ambiente de
interacdo mais imunorregulador. Como mencionado anteriormente,
observamos nos cocultivos, uma diminuicdo da producdo de IFN-y, na
presenca das AdMSC no terceiro dia. Apesar dessa diminuicdo, o nivel de
producdo desta citocina se manteve maior quando comparado a mesma
condig&o, no primeiro dia de cocutivo. Este dado e o fato de termos encontrado
um aumento de expressao génica de mRNA de IL1B e IFNG nas células apos
o cocultivo, enfatizam a importancia da presenga de citocinas proinflamatorias,
mesmo que em baixas concentracbes, compondo 0 microambiente
inflamatorio, favorecendo a capacidade imunossupressora das AdMSC, como
ja descrito (Crop et al., 2010; Ren et al., 2010). A presenga dessas citocinas
pode, assim, ter induzido um aumento de outras moléculas em nossos
cocultivos, importantes para a imunorregulacdo, como por exemplo, IDO, PDL-
1, CXCL10 e NOS. J4 foi descrito que IFN-y induz IDO (Krampera et al., 2006;
Delarosa et al, 2009) e PDL-1 (English et al, 2007) no contexto da
imunossupressdo das MSC em humanos e camundongos, respectivamente.
Além disso, a presenca de IFN-y juntamente com outras citocinas
proinflamatérias como TNF-a, IL-1a, e IL-1B, induz um padréo distinto de
moléculas como as quimiocinas CXCL10 e CXCL9 e iNOS, também

importantes para imunossupressao (Ren et al., 2008). Portanto, parece ocorrer
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constantemente um equilibrio fino entre citocinas proinflamatérias e
imunorreguladoras, que contribui para o efeito de imunossupressao.

Vale ainda ressaltar a importancia desse tipo de estudo, avaliando nao
s6 moléculas imunorreguladoras, mas também proinflamatérias, e relacionadas
a outras funcdes celulares, de forma que possamos entender um pouco mais a
interconexao entre elas e como poderiam contribuir para o desfecho da
imunorregulacdo. O perfil de correlagdo entre as modificacdes de producao de
citocinas produzidas nos sobrenadantes dos cocultivos € um dado interessante
que destaca a importancia das interagdes entre as células e o ambiente no qual
elas se encontram, contribuindo para desfechos imunossupressores distintos.
Nos ensaios onde as AAMSC foram mais supressoras, encontramos no
primeiro dia de interacdo um aumento da producéo proteica de IL-10 e uma
correlagdo positiva entre a diminuicao precoce da producado de TNF-a e IFN-y.
Ja nos ensaios onde as AdAMSC foram menos supressoras, essa correlacao
aconteceu apenas mais tardiamente, no terceiro e quinto dias de interacao.
Isso nos sugere que a inibicdo precoce das citocinas proinflamatérias,
juntamente com a inducédo de IL-10 pode contribuir para um mecanismo que
favoregca uma inibicdo mais potente exercida pelas AdAMSC, devido a outras
interagdes moleculares que podem ser desencadeadas.

Para as AdMSC, além dos mecanismos imunorreguladores
mencionados anteriormente, podemos destacar algumas correlagdes entre as
modificagdes dominantes da expressado génica. Por exemplo, 0 aumento da
modificagcdo de expressao de SEMA4D foi correlacionado positivamente com

todas as moléculas cujos aumentos de expressao génica foi dominante, ou
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seja, encontrados em todos os experimentos. Além disso, a expressdao de
mRNA de IL10 e PDL1 foi inter-correlacionada, positivamente, além de estarem
correlacionadas com o aumento da expressao génica de HLA-G e IDO. Esses
dados acrescentam uma novidade a atividade imunorreguladora das AdMSC
pois indicam que todas essas mdultiplas vias imunorreguladoras estao
correlacionadas e atuando conjuntamente.

Algumas das moléculas aqui mencionadas como induzidas nas AdMSC,
confirmam dados recentemente publicados na literatura, como para PDL1
(Augello et al., 2005; English et al., 2007) , VCAM1 (Ren et al., 2010) e FOXP3
(Sundin et al., 2011). No entanto, até 0 momento nenhuma dessas moléculas
havia sido descrita no contexto das células tronco mesenquimais humanas de
tecido adiposo. Juntamente com essas informacgdes, 0 aumento da expressao
génica dominante de MMP9, RUNX3 e SEMA4D adicionam novos potenciais
mecanismos imunorreguladores ainda nao descritos nesse contexto. O fator de
transcricao  RUNX3 foi descrito nas MSC no contexto da diferenciacdo
condrogénica (Delorme et al., 2009), mas nas células T atua em conjunto com
Tbet na diferenciacao do subtipo celular Th1 (Naito et al.), podendo exercer um
papel semelhante nas MSC, mas que precisa ainda ser elucidado. MMP9 é
uma metaloproteinase induzida por IL1B, e descrita nas MSC de medula 6ssea,
mas nao de tecido adiposo, como uma importante molécula para o
direcionamento e migracao dessas células para os tecidos inflamados (Ries et
al., 2007). Além disso, a migragdo das AdMSC para os sitios de inflamacéo
depende também de outras moléculas como CD44 e VCAM-1, também

induzidas por uma citocina proinflamatoéria, o TNF-a (Bocker et al., 2008).
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Dessa forma, o aumento da MMP9 nas AdMSC pode contribuir indiretamente
para atividade imunossupressora das AdMSC, de forma a atrai-las para o local
onde exercerdo imunorregulacdo. Outra molécula ainda ndo descrita nas
AdMSC, nem mesmo no contexto da imunorregulacao é a SEMA4D (do inglés,
semaphorin-4D). A SEMA4D foi a primeira semaforina encontrada em células
do sistema imune, assim como nos 6rgaos linféides e nao linféides, como
cérebro e rim, (Ishida et al., 2003), mas ainda nao descrita em células
mesenquimais. Até o momento, sua fungcdo no sistema imune tem sido
relacionada com a indugcdo de uma resposta inflamatdéria (Ishida et al., 2003).
Apenas a SEMA-3A (do inglés, Semaphorin-3A) foi recentemente descrita,
juntamente  com a  Galectina-1, como  importantes  moléculas
imunossupressoras das MSC pois, ao se ligar ao receptor da Neuropilina-1(NP-
1) nos linfocitos T, inibiram sua proliferacao (Lepelletier et al., 2009). Assim,
uma vez que SEMA4D em conjunto com MMP9 tiveram sua expressao génica
aumentada nas AdMSC apéds cocultivo com PBMC, precisamos melhor
investigar a importancia dessas moléculas no contexto da imunorregulacao,
para futuramente poder indica-las como potencias novos caminhos de
imunorregula¢do das AdMSC.

Apo6s o cocultivo, observamos nas AdMSC e nos LT, ndo apenas
aumento de expressao de moléculas relacionadas a imunorregulagéo (FOXP3,
SEMA4D, GARP, IDO, HLAG, PTGS2, CTNNB1, PD1L) como também a
adeséo (VCAMT1), rolamento (MMP2, MMP9), resposta inflamatéria (IL1B,
IFNG), quimioatragdo (CCL1, CCL2, CCL20, CXCL10, CCL5) e sobrevivéncia

celular (BCL2), como diminuicdo da expressdo de moléculas relacionadas a
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ativacao celular (ICOS e OX40). Isso indica que a interagcdo AAMSC/LT ativa
uma complexa rede de interagdes moleculares que culminam na aproximagao
celular, aumentando sua interagcao e atividade supressora das ADMSC, além da
inducao de células T reguladoras com um fenétipo especifico (TegCD73+) e da
inibicdo da ativagdo de células T CD4 e CD8, por meio da diminuicdo da
populacdo de células OX40 e ICOS positivas. Nao obstante, o padrdao de
correlacdes entre todas essas moléculas nao foi igual entre as AdMSC que
tiveram maior ou menor capacidade supressora. De forma interessante, as
AdMSC mais supressoras possuem, assim como induzem nos LT, um painel
de correlagbes de modificagdes de expressdo génica exclusivas. Essa € a
primeira vez em que diversas moléculas s&o correlacionadas com a
intensidade de supressdo exercida pelas AAMSC, nos sugerindo que a
magnitude da capacidade supressora das AdMSC depende da ativacao
sinérgica de diversas moléculas importantes para a resposta imune, apos a
interacao AMSC/PBMC.

Nos LT, apenas nos ensaios onde observamos maior supressao as
moléculas GATA3, HLAG, IL10, IL4, BCL2, FOXP3, TBX21 e CCRS8
apresentaram algum tipo de correlagdo exclusiva. Ja nas AMSC, o numero
de moléculas com modificacbes de expressdao génica exclusivamente
correlacionadas, nas células com maior capacidade supressora, foi bem menor.
Nos ensaios de alta capacidade supressora, as moléculas que apresentaram
exclusivas correlagdes foram CCL22, IL13 e TNFA.

Ressaltamos que no grupo onde as AdMSC foram mais supressoras,

houve, nos LT, correlagbes positivas entre aumento de expressdo génica de
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CCR8 com BCL2, CCR4, FOXP3, GATA, IL4, SOCS3, e TGFB, além de Foxp3
com CCRS8 e IL4, e de BCL2 com CCRS8, IL4 e MMP2. Chama-nos a atengao,
nessas multiplas interagdes, o envolvimento da resposta Th2 juntamente com
outras moléculas imunorreguladoras e de sobrevida, possivelmente
desempenhando um importante papel na magnitude da resposta supressora.
Vale ressaltar que diversas moléculas aqui correlacionadas refletem a
participacdo na mesma via de polarizagao funcional de linfécitos, para Th2,
como CCR8 (Soler et al., 2006), SOCS3 (Egwuagu et al., 2002) e GATAS
(Zheng e Flavell, 1997).

E interessante ressaltar que outras moléculas imunorreguladoras como
TGFB e FOXPS3, tiveram muitas modificagbes de expressdao génica
exclusivamente correlacionadas com CCR8 reiterando a importancia
simultdnea da resposta Th2 e imunorreguladora na maior resposta inibidora
das AdMSC. Apesar de CCR8 ser expresso em um subtipo de células T CD4
de meméria, foi também descrito nas células T reguladoras e Th2 (Soler et al.,
2006), além de ser expresso em células T produtoras de IL-10, no modelo
murino de granuloma (Freeman et al., 2005), ou mesmo induzido por TGF-f
(Takimoto et al.), apontando um importante papel desse receptor também na
imunorregulacdo. No contexto das AMSC, a importancia da resposta Th2 ja
havia sido relatada (Batten et al., 2006), no entanto, ainda ndo correlacionada
com tantas outras moléculas imunorreguladoras, nem mesmo discriminando
um provavel papel na maior poténcia supressora das MSC.

Algumas outras correlagbes aqui encontradas, nos ensaios de maior

supresséao, ja haviam sido descritas em outro contexto, como por exemplo a
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citocina IL-4 aumentando a expressao Bcl-2 e protegendo células T e B de
apoptose (Dancescu et al., 1992), ou mesmo a fosforilagdo da prépria Blc-2
induzindo a atividade de MMP2 (Lu e Hong, 2009). Além disso, a correlacao
entre a expressao de HLA-G com CTNNB1 (Beta catenina) que foi observada
como importante na manutencdo da sobrevida de células T reguladoras no
sistema murino (Ding et al., 2008), reforca a idéia de uma acgao integrada de
redes imunorreguladoras, de mobilizagdo para migracao celular, sobrevivéncia
celular que culmina com a maior agao supressora das AdMSC.

As correlagbes especificas na modificacdo de expressdo génica nas
AdMSC, dentre outras, envolve as 2 novas moléculas aqui descritas no
contexto da imunossupressdo, CCL22 e MMP9, que podem favorecer a
quimioatracdo de células T reguladoras, bem como a migracdo das AdMSC
para o local da inflamagao e contribuir para uma maior poténcia supressora.
Ademais, a correlacdo nos ensaios de maior supressdao envolvendo HLAG,
TNF e FOXP3, pode indicar um importante papel dessas moléculas na
capacidade supressora das AdMSC, uma vez que o fator de transcricdo
FOXP3 foi recentemente descrito nas MSC (Sundin et al., 2011) e a expressao
de HLA-G pode ser aumentada por TNF (Rouas-Freiss et al., 2007), ampliando
sua agao reguladora.

A discusséo sobre a existéncia de MSC funcionalmente distintas, bem
como as diferentes vias que elas induzem, se torna importante uma vez que,
pensando em uma terapia futura, células especificas podem ser selecionadas
conforme a resposta que se deseja obter. Em algumas situagoes, talvez nao

seja tao apropriado usar células com grande poténcia supressora in vivo, uma
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vez que essa potente atividade imunorreguladora e a ativagdo desse diversos
mecanismos imunorreguladores podem favorecer o desenvolvimento de
tumores, ou mesmo de infec¢oes.

Portanto, podemos sugerir que, inicialmente, as AdMSC sao capazes
criar um nicho favoravel para exercer sua atividade, aumentando a producéo
de moléculas atratoras bem como moléculas de adesdo e migracao celular.
Dessa forma podem inibir a ativagdo de linfocitos T, recrutar subpopulacées
especificas de células reguladoras, como aquelas com o fenétipo CD73+ e
induzir imunossupressao mediada pela interagdo celular via PD1L, vias de
catabolismo de adenosinas e por citocinas imunorreguladoras como IL-10. E
possivel que posteriormente, outros tipos celulares sejam recrutados,
contribuindo com o enriquecimento da atividade supressora, como outros tipos
de subpopulagdées T reguladoras bem como Th2. Assim, as AAMSC utilizam
multiplos e diferentes mecanismos durante a imunossupressao, ativando uma
complexa rede de moléculas que culmina com a inibicdo da proliferacao de
linfécitos T. Esses multiplos mecanismos podem nos ajudar a entender melhor
a complexidade de acao das AdMSC e a compreender os diferentes caminhos

que elas podem acionar, influenciando no seu potencial supressor.
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Conclusoes

A atividade supressora das células mesenquimais humanas de tecido
adiposo (AdMSC) envolve a mobilizagdo simultanea e correlacionada de
multiplas moléculas da resposta imune e relacionadas a migracdo e
sobrevida celular, tanto nos linfécitos T (LT) como nas AdMSC,
indicando a importdncia da acao integrada de multiplas vias

moleculares.

A ocorréncia de modificagbes de expressdo génica dominantes de
algumas moléculas, durante a atividade supressora das AdMSC, (nos
LT: o aumento da expressao de IDO, ILB e MMP2; nas AdMSC: IDO,
HLAG, IL10, PDL1, SEMAD4, MMP9, FASL e varias quimiocinas)
sugere que essas moléculas sejam importantes para a atividade

supressora das AMSC.

Identificamos diversas novas moléculas e mecanismos potencialmente
envolvidos na atividade das AAMSC (nos LT: aumento da expressao de:
MMP2, LRCC32, CTNNB1, aumento de células T reguladoras que
expressam a ectoenzima, CD73, diminuicdo de células T efetoras
ativadas expressando ICOS e OX40; nas AdMSC: aumento da

expressao de RUNX3, SEMA4D e MMP9, e aumento de AdMSC



141

expressando PDL1, CXCL10 e CCL5). Considerando esses dados e os
multiplos outros mecanismos imunorreguladores ja descritos para a
atividade supressora das MSC, concluimos que a sua atividade
supressora envolve uma complexa rede de interacées celulares e
moleculares  relacionadas nao apenas a resposta imune
(imunorregulagéo, adesao, migragdo, rolamento celular), mas também
relacionadas a sobrevivéncia celular, ciclo celular e o metabolismo

extracelular das purinas.

As AAMSC derivadas de diferentes individuos apresentam diferentes
intensidades de atividade supressora. Identificamos, pela primeira vez,
um perfil imunomolecular especifico relacionado a sua maior capacidade
supressora, com correlacdes positivas diferenciais entre os aumentos da
expressao génica (nos linfécitos T: correlagcées entre HLAG e CCRA4,
IL13, IL4, TLR10, IL1B, GARP, S1PR1 e LRRC32; nas AdJMSC:
correlagbes entre CCL22 com MMP9, e HLAG com FOXP3).
Concluimos que a magnitude da atividade supressora das AdMSC
depende da combinagcdo de multiplas vias moleculares mobilizadas de
forma integrada, e relacionadas com a indugdo de um perfil Th2,
migracdo e sobrevida celular, bem como com a atividade

imunorreguladora.
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ANEXO 1: Curvas de dissociagcdo dos primers usados para as AMSC
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Figura 46- Curvas de dissociacao dos genes avaliados nas AdMSC. Dissociagdo do amplicon
com um pico Unico, preenchendo um dos critérios de validade da PCR em tempo real (descritos em
material e métodos) (HIF1A, HGF, GAPDH, Foxp3, TGFB, FASLG, CD274, THY1,CCL22, CCL17,
CCL2, TNFA, CCL1, HLAG, VCAM1).
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Continuacao da Figura 46- Curvas de dissociacao dos genes avaliado nas AdMSC . Dissociagao
do amplicon com um pico Unico, preenchendo um dos critérios de validade da PCR em tempo real
(descritos em material e métodos). (RUNXS, PTGS2, POUF5, NOS2, MMP9, LIF, IL10, IFNG, IDO,
ACTB, HGF, VEFG, SEMA4D, IL13, NRP1).
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ANEXO 2: Curvas de dissociacdo dos primers usados para os LT
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Figura 47- Curvas de dissociacdo dos genes avaliados nos LT. Dissociagdo do amplicon
com um pico Unico, preenchendo um dos critérios de validade da PCR em tempo real (descritos
em material e métodos). (ILR2, IL1B, IFNG, HLAG, GATA3, GAPDH, CTNNB1, CTLA4, CCRS,
CCR4, BCL2, ACTB, TNFA, IDO, FOXP3).



166

7 . i /
STLRIO o| TICAM1 i .| TGFB I\
i 03
i T I\
| i =
T [ |
ot Tl -
/) f |
1 I |
 I——— \ 1 /
e 0 85 w L L L % & B 0 85 0 5 a0 L @ L nnnsn & 0 5 a0 & an {3

w
(D]
wn

f\i\;‘ © STRP1 \ “ RUNX3 /”\

S|

/) W \
. - \ ! \
% 000 - 000 P
005
o0 a8
& s ik 1% " L - al L ] n s L] £ @ 5 8 ] n i3 0 & a o
ws 03 0z
wl NEATOD N
NFATUZ 1 o o 1
o A
035 /5 \i
B - | \
20 ‘
r \‘ { i
- H o on i
I I i
o / Y o5 05 / \i
015 ! i\
[ 1
/ |1 o o0 i s
o o | \
| | I N . N —_ |
0 S S P R — \
e . o o
5 = s = o = = 5 o5 ) w “ o5 i 7 W o5 w u
i —_— 035 03
A
“ LGALS / =113 = 1L10 /
\ /
0
025 025 s
0 } [ i
4 o o
2 ) | |
\ 015 01 i
01 { | i/ |
/
, [
00 | f \
/ i
0 o cna J 0s = 0ss L
\
@y 00 0
005 ‘005 005
0 o 0 s w o w E o T 7 w o w ER o ™ 7 w o w o
L 045 045,
« TBX21 x i wlt b Aad ,
A / LARLo4 \
j 1 [ \
o3 4 030 030 4
/ ¥
[ \ |
025 1 025 — = T
/ - ‘ ;
015 i i gl h 015
[ |
010 i a0
- 1 _ _J
0 - - S 005
4
o NS - o o =
005 s a0
w0 o i 7 w o w & = e s e = m, Pl o ™ s w o w o
oo
03 \
[11Ke} 1 \\
o
LJ !7 'Qh
025 }V tr
I
} |
| i
0 / \\
- J ‘ \
e I PR s | !
\\‘\_,
o
w0 o m 3 w o w u

Continuacao da Figura 47 - Curvas de dissociacdao dos genes avaliados nos LT.
Dissociagao do amplicon com um pico junico, preenchendo um dos critérios de validade da PCR
em tempo real (descritos em material e métodos). (TLR10, TICAM1, TGFB, SOCS3, S1RP1,
RUNXS, NFATC2, MMP9, MMP2, LGAST, IL13, IL10, TBX21, RORC, LRRC32, IL9).
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ANEXO 3: Aprovacdo do Comité de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa

- CAPPesq
o
(S

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital dos Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessGo de 07/10/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 0765/09, intitulado: "CELULAS MESENQUIMAIS HUMANAS:
BASES MOLECULARES DA ATIVIDADE IMUNORREGULADORA IN VITRO." apresentado
pela COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR . inclusive o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido & Termo de Consentimenio Livre e Esclarecido para Doadores
Woluntarios.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatdrios parciais e final sobre @ pesquisa [Resolugdio do Conselho Nacional de
Salde n® 194, de 10/10/1994, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Verénica Coelho
Pesquisador (a) Executante: Carelina Lavini Ramos
CAPPesq, 08 de Outubro de 2009

{. T T

Prof, Dr. Edvardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissa de Elica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S0 Paulo Rua Ovidio Bires de Campos,
225, 5" andar - CEP 05403 010 - S80 Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 2089 6492 e-mail;

cappesq@hcnet usp br | secrelariacappesq2@honet usp.br COMISSAO CIENTIFICA
RECEBIDO

/‘ffgdfﬁm

bSO
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ANEXO 4: Termo de Consentimento para doadores saudaveis de gordura

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1 N OME: ettt ettt et en et et e et et reee 2eterae et et eta e e et et et et ee et s en e ee e e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : ..o SExo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ A

N ] =121 =0 T NS e APTO:
CBAIRRO: CIDADE
T CEP e TELEFONE: DDD [ )

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ocoveieeeieeeeeee SEXO: MmO FO

DATA NASCIMENTO..: ...... Joveennn Y

ENDEREGO: ittt ettt e e n e nene e N2 APTO:
=YY= TN CIDADE:
CCEP: TELEFONE: DDD
[ ettt ettt

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : “Células Mesenquimais Humanas: Bases Moleculares da
Atividade Imunorreguladora in vitro”,

PESQUISADOR EXECUTANTE: Carolina Lavini Ramos

CARGO/FUNCAO: Aluna de mestrado pela disciplina Ciéncias Médicas — Processos Imunes e Infecciosos do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

PESQUISADOR : Veroénica Coelho

CARGO/FUNCAO: Médica pesquisadora do Laboratério de Imunologia do Instituto do Coragdo — Professora
Colaboradora da Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N¢ 45907
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UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Imunologia do Instituto do Coragéo dos Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA : 2 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Essas informagbdes estdo sendo fornecidas para esclarecer sobre a sua
participagao voluntéria neste estudo. Investigaremos se as células tronco que estao na
gordura (chamadas de células tronco mesenquimais) podem diminuir inflamagao
(chamamos de capacidade imunorreguladora). O estudo sera feito com a gordura que
seria descartada ap0s a cirurgia de lipoaspiracao. Usaremos a gordura para isolar as
células de nosso interesse para esta pesquisa. Essas células serdo separadas no
laboratério de Imunologia do Instituto do Coracdo e serdo usadas em experimentos nos
quais verificaremos se elas conseguem diminuir ou inibir uma resposta de inflamagéo,
nas condigbes do laboratério. Essas células ndo serdo usadas em seres vivos.

A sua participagdo nesta pesquisa serd apenas doar a gordura que seria
descartada ap6s a sua cirurgia. Desta forma, ndo ha qualquer risco ou desconforto a
mais para vocé, com a sua participacdo neste estudo. Esclarecemos que o nosso
envolvimento sera unicamente com a pesquisa que realizaremos. Assim, a
responsabilidade da cirurgia e outras intervencdes necessarias para a lipoaspiracao ou
dela decorrentes serdo assumidas por seu médico. Esclarecemos, também, que em
qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimentos e/ou informagdo sobre o andamento da pesquisa.
Destacamos que a sua doagéo da gordura e os resultados desta pesquisa ndo trardo
beneficios diretos para vocé. Os conhecimentos gerados com essas pesquisas poderao
ajudar-nos a compreender melhor como essas células funcionam e abrem
possibilidades para futuros estudos nos quais este tipo de célula podera ser testado
para o tratamento de algumas doencas imunologicas, como diabetes e também nos
transplantes.

A principal investigadora é a Dra Verbnica Coelho, médica pesquisadora do
Instituto do Coracao — Hospital das Clinicas — Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, que pode ser encontrada no endereco: Laboratério de Imunologia —
InCor - Rua Enéas de Carvalho Aguiar, 44, bloco Il 9andar. Sao Paulo, SP.Telefone(s)
11-3069-5905.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 — 52 andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-
mail: cappesg@hcnet.usp.br

E garantida a vocé a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento;

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros individuos,
nao sendo divulgada nenhuma identificagdo. Vocé tem o direito de ser mantido
atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou
de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;
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Nao ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo
exames € consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacao.

Essas células serdo utilizadas em experimentos exclusivamente feitos em
laboratério. No entanto, elas poderdo ser armazenadas e utilizadas futuramente em
outros experimentos também feitos no laboratorio, apds a aprovagéo do Comité de
Etica em Pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Células Mesenquimais Humanas:
Bases Moleculares da Atividade Imunorreguladora in vitro”.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o meu médico sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a informagdes sobre a pesquisa. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualguer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo ~ Da@ —L 1
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ANEXO 5: Termo de Consentimento para doadores saudaveis de células
mononucleares de sangue periférico

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1 N OIME: ettt ettt en et et e et et r e 2eterae et et eta et et et et et ee et et en e ee et e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : ..o SExo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ ooeid e,

N =121 =0 TR NS e APTO:
CBAIRRO: CIDADE
T CEP e TELEFONE: DDD [ )

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......coviieiieiieeeeieee SEXO: MmO FO

DATA NASCIMENTO.: ...... v Y

ENDEREGO: ittt ettt e e s s n e nane e N2 APTO:
=YL= T CIDADE:
oY= — TELEFONE: DDD
[ Y ettt

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Células Mesenquimais Humanas: Bases Moleculares da
Atividade Imunorreguladora in vitro”,
PESQUISADOR EXECUTANTE: Carolina Lavini Ramos

CARGO/FUNCAO: Aluna de mestrado pela disciplina Ciéncias Médicas — Processos Imunes e Infecciosos do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

PESQUISADOR : Veroénica Coelho

CARGO/FUNCAO: Médica pesquisadora do Laboratério de Imunologia do Instituto do Coragéo — Professora
Colaboradora da Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N¢ 45907
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UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Imunologia do Instituto do Coragéo dos Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA : 2 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Essas informacbes estdo sendo fornecidas para esclarecer sobre a sua
participagao voluntéria neste estudo. Investigaremos se as células tronco que estao na
gordura (chamadas de células tronco mesenquimais podem diminuir inflamacao
(chamamos de capacidade imunorreguladora). O estudo sera feito com a gordura que
seria descartada ap0s a cirurgia de lipoaspiragao. Usaremos a gordura para isolar as
células de nosso interesse para esta pesquisa. Essas células serdo separadas no
laboratério de Imunologia do Instituto do Coragéo e serdo usadas em experimentos nos
quais verificaremos se elas conseguem diminuir ou inibir uma resposta de inflamacao,
nas condigdes do laboratério. Esta resposta de inibicdo da proliferacao sera avaliada
com outro tipo de célula chamado linfécito T presentes nas células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) . Essas células nao serdo usadas em seres vivos.

A sua participacdo nesta pesquisa sera doar 100 ml de sangue periférico
(doador voluntario), ou as PBMC que seriam descartadas ap6s a sua doacdo de
sangue no Hemocentro do Hospital das Clinicas de Sao Paulo. Desta forma, ndo ha
qualquer risco ou desconforto a mais para vocé, com a sua participacdo neste estudo.
Caso seja doador das células que seriam descartadas ap6s a doacao do sangue, a
responsabilidade da coleta e outras intervencdes necessarias serdo assumidas pelo
Hemocentro. Se for doador voluntario de sangue, o desconforto durante a coleta de
sangue da veia do seu braco sera somente o de uma picada da agulha. Esclarecemos,
também, que em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimentos e/ou informagao sobre o andamento
da pesquisa. Destacamos que a sua doagao da gordura e os resultados desta pesquisa
nao trardo beneficios diretos para vocé. Os conhecimentos gerados com essas
pesquisas poderdo ajudar-nos a compreender melhor como as células mesenquimais
funcionam e abrem possibilidades para futuros estudos nos quais este tipo de célula
podera ser testado para o tratamento de algumas doencas imunolégicas, como
diabetes e também nos transplantes.

A principal investigadora é a Dra Ver6nica Coelho, médica pesquisadora do
Instituto do Coracao — Hospital das Clinicas — Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, que pode ser encontrada no endereco: Laboratério de Imunologia —
InCor - Rua Enéas de Carvalho Aguiar, 44, bloco Il 9andar. Sdo Paulo, SP.Telefone(s)
11-3069-5905.

Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 — 5% andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-
mail: cappesq@hcnet.usp.br

E garantida a vocé a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento;
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As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros individuos,
nao sendo divulgado nenhuma identificagdo. Vocé tem o direito de ser mantido
atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou
de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

Nao ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacao.

Essas células serdo utilizadas em experimentos exclusivamente feitos em
laboratério. Seguindo as normas da legislagédo vigente do Conselho Nacional de Saude
(CNS347/05), este material biolégico podera ser armazenado e utilizado futuramente
em outros experimentos também feitos no laboratoério, apds a devida aprovagéo do
Comité de Etica em Pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo Células Mesenquimais Humanas:
Bases Moleculares da Atividade Imunorreguladora in vitro”,

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o meu médico sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a informacdes sobre a pesquisa. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servigo.

_ Data [/
Assinatura do paciente/representante legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsdvel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data _/ [



