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RESUMO

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DIl), como a doenca de Crohn e a colite
ulcerativa, sdo caracterizadas por inflamacdo crénica descontrolada da mucosa
intestinal. Enquanto a colite ulcerativa apresenta-se com resposta Th2, pacientes
com doenca de Crohn apresentam resposta Thl e, recentemente, descobriu-se a
presenca de células Thl7 na mucosa inflamada, além de falhas no processo de
imunorregulacdo, por células T reguladoras (Tregs). Embora as terapias atuais
sejam direcionadas a estes elementos da cascata imuno-inflamatdria, nenhum
tratamento é, no momento, totalmente efetivo, sendo evidente a necessidade de
novas terapias para o controle da progressao das DIl. As células mesenquimais
estromais (MSCs) sédo células multipotentes com grande capacidade
imunossupressora e reguladora, com importantes perspectivas terapéuticas para o
tratamento de doencas autoimunes e inflamatorias. Sendo assim, este estudo pré-
clinico avaliou o potencial terapéutico de MSCs humanas na DIl induzida
experimentalmente. As MSCs foram isoladas, cultivadas e caracterizadas a partir de
tecido adiposo de doadores saudaveis (adMSC). A DIl foi induzida em camundongos
BALB/c com injecédo intrarretal de acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) e, apos
inducdo da doenca, os animais foram tratados com MSC e eutanasiados nos dias 3,
7, 14 e 60 pos-transplante, para a coleta de segmentos intestinais, baco e linfonodos
mesentéricos. Foram avaliados o peso, presenca de diarréia, mortalidade e, por
histopatologia, a resposta inflamatoria intestinal de camundongos com DIl antes e
ap6s o tratamento com MSC. A modulacdo da resposta imune intestinal foi
averiguada com énfase nas subpopulacfes de células Tregs e Th1l7. Além destas,
as células do infiltrado inflamatério no intestino, baco e linfonodos foram
guantificadas por citometria de fluxo. As citocinas na mucosa intestinal foram
avaliadas por Cytometric Bead Array (CBA) e ELISA. Amostras de outros O0rgaos
foram também coletadas com o intuito de se averiguar possiveis alteracbes
histopatolégicas pos-infusdo de MSC, o que ndo foi detectado. Os resultados
demonstraram que as adMSCs apresentaram marcadores de superficie, plasticidade
e potencial supressor semelhante aos dados ja descrito para MSCs. Houve controle
aparente da inflamacéo intestinal pos-tratamento com MSC, com reducdo dos sinais
clinicos da DIl experimental. O infiltrado inflamatério na DIl foi influenciado pelo
tratamento com adMSC, com alteracdes especificas nas populacdes de neutrofilos,
eosindfilos, macrofagos, células dendriticas, células NK, NKT e linfocitos T. O
tratamento com adMSC induziu inversdo do padrdo de resposta imune intestinal,
com aumento de regulacdo (Tregs) e resposta Th2 e reducdo de citocinas
inflamatorias além da diminui¢cdo da populacao de células Th1l7. Finalmente, nossos
resultados contribuiram para o entendimento da patogénese da DIl no modelo de
colite induzida por TNBS, da acdo das MSC e de sua eficacia no tratamento dessas
doencas, podendo ser uma nova estratégia terapéutica para o tratamento da colite
ulcerativa e/ou doenca de Crohn.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal. Células mesenquimais estromais.
Resposta Inflamatéria. Terapia celular.
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ABSTRACT

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) such as Crohn's disease and ulcerative colitis,
are characterized by uncontrolled chronic inflammation of the intestinal mucosa.
While ulcerative colitis is characterized by Th2 immune response, patients with
Crohn’s disease show Th1l reactions. The newly discovered Th17 responses are also
involved in IBD pathogenesis, along with a lack or absence of regulation by
regulatory T cells (Tregs) in inflamed mucosa. Although current therapies are
directed at the immuno-inflammatory responses, no treatment is fully effective and it
is evident that novel therapies are still needed for controlling IBD progression.
Mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent cells with regulatory
immunosuppressive activities, thus becoming an important therapeutic tool for the
treatment of autoimmune and inflammatory diseases. Therefore, this preclinical study
evaluated the therapeutic potential of human MSCs in experimentally induced IBD.
The MSCs were isolated, cultured and characterized from adipose tissue of healthy
donors (adMSC). IBD was induced in BALB/c mice injected with trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS) by intraretal route. After that, mice were treated with MSC and
euthanized on days 3, 7, 14 and 60 post-transplant for the collection of intestinal
segments, spleen and mesenteric lymph nodes. We evaluated the weight, presence
of diarrhea, mortality, and by histopathology, the intestinal inflammatory response of
mice with IBD in the presence or absence of treatment with MSC. The modulation of
the intestinal immune response was evaluated with emphasis on the subpopulations
of Tregs and Th17 cells. Additionally, the inflammatory cells in the intestine, spleen
and lymph nodes were evaluated by flow cytometry. The colon cytokines were
measured by Cytometric Bead Array (CBA) and ELISA. Samples of organs other
than large gut were also collected in order to verify the possible pathological changes
(not found) induced after MSCs transplantation. Results demonstrated that the
adMSCs showed surface markers, plasticity and suppressor potential similar to other
MSCs previously described. The intestinal inflammation was apparently controlled
after MSC treatment, with reduced clinical signs of the experimentally induced IBD.
The inflammatory infiltrate in IBD was influenced by treatment with adMSC, as
demonstrated by changes in the population of neutrophils, eosinophils,
macrophages, dendritic cells, NK/NKT cells and T lymphocytes. Moreover, treatment
with adMSC induced an inversion of the pattern of inflamed gut immune response,
with increased Tregs and Th2 responses along with a reduction in inflammatory
cytokines and Th17 cells. Finally, our results contributed to the understanding of the
pathogenesis of IBD in the TNBS-colitis model, to the adMSC activities and
effectiveness in the treatment of these diseases and pointed to adMSC as novel
therapeutic strategy for the treatment of ulcerative colitis and/ or Crohn's disease.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease. Mesenchymal stromal cells. Inflammatory
response. Cell therapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DII) afetam milhares de pessoas em
todo o mundo e séo caracterizadas por inflamacgao cronica descontrolada da mucosa
intestinal (Papadakis e Targan 1999), acompanhada de sinais e sintomas como dor
abdominal, diarréia, sangramento retal e sintomas sistémicos como perda de peso,
febre e fadiga, além de obstrucédo intestinal e fistulas (Fuss, Heller et al., 2004). As
DIl s&o processos cronicos e recidivantes da mucosa do intestino, englobando dois
principais subtipos que s&o a doenga de Crohn e a colite ulcerativa. Enquanto a
doenca de Crohn é caracterizada por ulceracdo descontinua que afeta camadas
mais profundas de qualquer por¢cdo do trato gastrintestinal (TGI), frequentemente
incluindo granuloma, a colite ulcerativa se caracteriza por inflamacéo e ulceragao
continua da camada mais superficial do célon. A inflamacédo acentuada que acomete
o intestino pode levar a danos prolongados e ocasionalmente irreversiveis da fungao
e estrutura gastrintestinal (Bouma e Strober, 2003). Ainda, essas doencas afetam a
gualidade de vida dos pacientes, sendo capazes de desencadear o desenvolvimento
de outras doencas como cancer coélon-retal (Russel e Stockbrugger, 1996, Norman,
Kirchner et al., 2006).

1.2 ETIOPATOGENIA

A etiologia das DIl ainda ndo esta clara, mas sabe-se que esta € uma
doenca multifatorial que envolve susceptibilidade genética, sistema imune e meio
ambiente (Schreiber, 2000, Vieth e Tannapfel, 2006). Alguns fatores genéticos que
desencadeiam a doenca ja foram estabelecidos, como polimorfismos no gene
CARD15 (caspase recruitment domain) que codifica o receptor NOD2 (Nucleotide-
binding oligomerization domain) (Hugot, Chamaillard et al., 2001, Ogura, Bonen et
al., 2001). Quanto aos fatores imunolégicos, é provavel que mecanismos
autoimunes, como produc¢do de auto-anticorpos, induzam danos teciduais através de
citotoxicidade mediada por anticorpos. E sabido que pacientes com DIl possuem

anticorpos contra varios autoantigenos potenciais, como antigenos linfocitarios
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(Korsmeyer, Strickland et al., 1974), proteinas de citoesqueleto (Mayet, Press et al.,
1990), cardiolipina (Aichbichler, Petritsch et al., 1999) e proteinas pancreéticas
(Fricke, Birkhofer et al. 1999).

A mucosa intestinal pode ser considerada como uma das partes mais
exposta a antigenos, sendo colonizada por mais de 400 espécies diferentes de
bactérias comensais que tém a funcdo de facilitar a digestdo (Sepulveda, Beltran et
al., 2008). Sendo assim, o sistema imune de mucosa é distinto, sendo capaz,
normalmente, de diferenciar bactérias comensais de patogénicas (Mowat, 2003),
gerando respostas adequadas de tolerancia, na maioria das vezes (Liu e Lefrancois,
2004). Neste contexto, as DIl séo consideradas também uma interagéo disfuncional
entre a microflora do intestino e o sistema imune das mucosas, podendo haver
guebra na tolerancia imunolégica normal do TGI, por defeitos na populacdo de
células T efetoras que reagem contra antigenos microbianos habituais no intestino,
diminuicdo da populacdo de células T reguladoras (Tregs) que nao modulam
adequadamente as células T efetoras e, finalmente, uma alteracdo no nimero ou no
tipo de microorganismos que compdem a microbiota intestinal, resultando em
microorganismos capazes de desencadear uma resposta imune excessiva (Strober,
Fuss et al., 2007).

1.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA DI

A resposta inflamatoria exacerbada na DIl é caracterizada por infiltrado
inflamatorio composto predominantemente por linfocitos, mondcitos/macrofagos,
plasmacitos, neutréfilos, eosindfilos e mastécitos (Geboes, 1994, Yang, Choi et al.,
2002, Rijnierse, Koster et al., 2006), com ocorréncia de hiperplasia celular nas
criptas, edema intersticial e ulceragdes na mucosa intestinal (Krieglstein, Cerwinka et
al., 2001). O recrutamento de leucdcitos para o intestino é um processo essencial
para o desenvolvimento da inflamacdo intestinal (Oshitani, Hato et al., 2002).
Aqueles ja presentes no tecido e os recrutados liberam mediadores que modulam o
dano tecidual no sitio inflamatoério (Geboes, 1994, Rijnierse, Koster et al., 2006).
Normalmente, a inflamacg&o termina com o reparo tecidual. No entanto, nas DIl o
reparo ndo acontece ou € incompleto, as lesdes precoces ndo cicatrizam e levam a

inflamacgé@o crénica. Neste processo, ha um desequilibrio entre os linfécitos T
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efetores e reguladores (Tregs) que iriam suprimir a resposta, provavelmente por um
defeito no repertério das células Tregs e, como conseqiéncia, a expansdo das
células T supostamente autorreativas e inflamacéo exagerada (Gonzélez, 2009)

Embora a doenca de Crohn e a colite ulcerativa sejam clinicamente
semelhantes, € possivel observar padrées de resposta imune bastante distintos. Em
geral, a colite ulcerativa é caracterizada por resposta imune Th2, com presenca de
IL-4, IL-5 e IL-13. J& os pacientes com doenca de Crohn apresentam resposta Thi,
com producédo de IFN-y, IL-12 e TNF-q, e, recentemente, descobriu-se a presenca
de resposta Th1l7, com produgao das citocinas IL-17 e IL-23 na mucosa inflamada
(Fujino, Andoh et al., 2003, Iwakura e Ishigame, 2006).

A IL-17 é produzida preferencialmente por linfocitos T ativados e estimula
fibroblastos, células endoteliais, macrofagos e células epiteliais a produzirem
multiplos mediadores pro-inflamatorios, como IL-1, IL-6, TNF-a, ativagdo da NOS2,
metaloproteinases e quimiocinas, resultando na inducdo de inflamacdo (Nakae,
Komiyama et al., 2002, Nakae, Nambu et al., 2003, Koenders, Lubberts et al., 2005).
Em humanos foram descritos 6 membros da familia da IL-17 (A, B, C, D ou IL-27, E
ou IL-25 e F). Além de IL-17, as células Th17 sdo caracterizadas pela producéo IL-
17F, IL-21, 1L-22, IL-23 e IL-26 (Bettelli, Carrier et al., Mangan, Harrington et al.
2006) e expresséo do fator de transcricdo nuclear RORyt (lvanov, McKenzie et al.,
2006). O receptor de IL-17, soluvel ou de membrana, é expresso em varios 0rgaos e
tecidos. A IL-23, produzida principalmente por células dendriticas e macréfagos
ativados, é também crucial para o desenvolvimento de doencas autoimunes (Cua,
Sherlock et al, 2003, Murphy, Langrish et al., 2003, Touil, Fitzgerald et al., 2006) por
favorecer a manutengdo da subpopulacdo de células T CD4" caracterizada pela
producéo de IL-17, IL-17F, IL-6 e TNF-o,, mas néo IFN-y ou IL-4 (Langrish, Chen et
al., 2005). Logo, IL-23 esta envolvida com a expansdo e manutencédo das células
Th17. Diversas citocinas tém sido descritas na modulacdo da resposta Thl7, ora
inibindo (IL-25 e IL-27) ora potencializando (IL-1B, IL-6, IL-23, TGF-B) a liberacéo de
IL-17, porém a participacdo destes mediadores ainda ndo esta totalmente
esclarecida (Pflanz, Timans et al., 2002, Kolls e Linden, 2004, Fallon, Ballantyne et
al., 2006, Nurieva, Yang et al., 2007, Zhou, Ivanov et al., 2007). A IL-25 (IL-17E) tem
sido implicada em respostas Th2, levando a expressao de IL-4, IL-5 e IL-13, sendo

inibidora da resposta Th17 (Fort, Cheung et al., 2001) pelo bloqueio da producédo
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das citocinas IL-23, IL-1B e IL-6 (Hurst, Muchamuel et al., 2002, Kleinschek, Owyang
et al., 2007). Esta citocina é produzida principalmente por linfocitos T ativados,
mastocitos e macrofagos (Ikeda, Nakajima et al., 2003, Kang, Jang et al., 2005). A
expressao de IL-25 é critica para imunidade contra infecgdes helminticas e controla
a resposta inflamatéria crénica promovida por IL-17 (Kolls e Linden 2004, Fallon,
Ballantyne et al., 2006). A IL-27 (IL-17D) é uma citocina da familia da IL-12 (Pflanz,
Timans et al., 2002), e também bloqueia a resposta Th17, porém de forma contréria
a IL-25, induzindo resposta Thl (Owaki, Asakawa et al., 2005). A maior fonte de IL-
27 séo as ceélulas apresentadoras de antigeno, incluindo macrofagos (Pirhonen,
Siren et al.,, 2007). Atualmente, foi descrita também a participagdo de IL-21 no
mecanismo modulador da resposta Th17 (Nurieva, Yang et al., 2007, Zhou, Ilvanov
et al., 2007). IL-21 é produzida, sobretudo, por células T CD4", principalmente Th2
em relagdo a Thl (Wurster, Rodgers et al. 2002). Células T isoladas de
camundongos IL-6"" n&do sdo capazes de produzir IL-21 e IL-17, indicando que IL-6 é
necessaria para a producdo de IL-21. Ao que parece, IL-6 atua indiretamente na
diferenciacao de linfoécitos Th17 por meio da producéo de IL-21 que, nha presenca de
TGF-B, induz a diferenciacédo de células Th1l7 com expressédo do receptor de IL-23.
Ainda, foram descritas a diferenciacdo e a producdo de IL-17 por linfécitos T CD4"
naive na auséncia de IL-6 e na presenca de IL-21, TGF-B e IL-23 (Nurieva, Yang et
al., 2007, Zhou, Ivanov et al., 2007). Porém, IL-6 atua sinergicamente com IL-21 e
TGF-B na producdo de IL-17 por meio de regulacdo negativa de citocinas
inflamatorias que inibiriam a diferenciacdo de células Thl7 e producao de IL-17. O
mecanismo de diferenciacdo de linfécitos Th1l7 parece ser distintamente regulado
em modelo murino e em humanos. Em humanos, foi descrita a participacdo de IL-13
e IL-6 na diferenciacdo de linfécitos Th1l7, sendo que apenas a presenca de IL-1p ja
€ suficiente para a diferenciacdo de linfocitos T naive para o perfil Thl7 (Acosta-
Rodriguez, Napolitani et al., 2007).

Nos ultimos 10 anos varios grupos detectaram IL-17 em diversas doencas
inflamatorias e autoimunes, como esclerose mdaltipla, asma, artrite reumatéide e DII,
0 que sugere sua participacdo na inducdo ou desenvolvimento de tais doencas
(Nakae, Komiyama et al., 2002, Fujino, Andoh et al., 2003, Nakae, Nambu et al.,
2003). Um outro aspecto importante que emerge a partir da descoberta das células

Th17, além de seu estreito envolvimento com o desenvolvimento de uma série de
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doencas, inclusive inflamatérias intestinais, € sua relagdo com células T reguladoras
(Tregs) CD4'CD25", visto que estas podem se diferenciar ou induzir a diferenciacdo
de células Th17, por meio da producéo de TGF-B (Xu, Kitani et al., 2007).

As subpopulacdes de células T com propriedades reguladoras
apresentam papel critico no controle de respostas autoimunes e/ou exageradas.
Dentre os diversos subtipos de células com fungBes supressoras ou reguladoras,
uma pequena populacdo de células T CD4" (~10%), que co-expressam
constitutivamente a cadeia o (CD25) do receptor de IL-2 (IL-2R) foi inicialmente
descrita em 1970 como fundamental para a supressao de respostas autoimunes
(Gershon e Kondo, 1970, Suri-Payer, Amar et al., 1998, Takahashi, Kuniyasu et al.,
1998, Ng, Duggan, et al., 2001, Jonuleit e Schmitt, 2003). As células CD4"CD25",
derivadas do timo, foram inicialmente reconhecidas pela sua habilidade em inibir a
proliferacdo de células autorreativas (Suri-Payer, Amar et al., 1998, Takahashi,
Kuniyasu et al., 1998, Dieckmann, Plottner et al., 2001, Jonuleit, Schmitt et al., 2001,
Singh, Read et al.,, 2001, McGuirk e Mills 2002, Fontenot e Rudensky, 2004,
Mittrucker e Kaufmann, 2004). Além disso, diversos estudos tém demonstrado o
papel das Tregs CD4'CD25" na supressdo e regulagdo da resposta imune em
condicBes de inflamacéo e infeccéo, prevenindo ou atenuando efeitos deletérios de
respostas exageradas, como dano tecidual ou até mesmo a morte. De fato, na
auséncia de Tregs CD4'CD25", se verifica o desenvolvimento de doencas
autoimunes, bem como se acentua a resposta a aloantigenos e tumores (Singh,
Read et al., 2001; Curotto de Lafaille e Lafaille, 2002, McGuirk e Mills, 2002,
Baecher-Allan, Viglietta et al., 2004). Além da expressao constitutiva de CD25, tais
células sdo caracterizadas por apresentarem o seguinte fenétipo: CD5"" GITR",
CD38" e CD45Rb"" (Curotto de Lafaille e Lafaille, 2002, Baecher-Allan, Viglietta et
al., 2004, Fontenot e Rudensky, 2004). A expressao do fator de transcricdo Foxp3 é
caracteristica das Tregs CD4'CD25", sendo indispensavel para seu
desenvolvimento (Chen, Jin et al.,, 2003, Hori, Nomura et al., 2003). Uma vez
ativadas, sua funcdo supressora é antigeno inespecifica, levando a supressdo da
proliferacdo de outras células T, ou ainda bloqgueando ou diminuindo a producéo de
mediadores inflamatérios por tais células (Curotto de Lafaille e Lafaille, 2002,
Baecher-Allan, Viglietta et al., 2004, Ehrenstein, Evans et al., 2004, Sakaguchi
2004). Embora haja controvérsia quanto a seus mecanismos de a¢éo, acredita-se

gue possa exercer suas funcgbes de maneira dependente do contato célula-célula
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através da molécula inibidora CTLA-4, ou através da producdo de citocinas, como
TGF-B e IL-10 (Curotto de Lafaille e Lafaille, 2002, Baecher-Allan, Viglietta et al.,
2004, Fontenot e Rudensky, 2004, Sakaguchi, 2004). Tais caracteristicas colocam
as células T CD4'CD25" como potenciais reguladoras da resposta imune/
inflamatdria nas DII. De fato, estudos mostram que a regulacdo do desenvolvimento
da inflamacdo intestinal é dependente da presenca e funcdo de células T
reguladoras no intestino, que podem agir inibindo respostas inflamatorias
excessivas, como Thl e, supostamente, Th1l7 (Yu, Saruta et al., 2007, Ishimaru,
Yamada et al., 2008). Neste contexto, € provavel que o balanco entre a producéo de
mediadores pro-inflamatérios, como IL-17 e a modulacdo desta resposta por

mecanismos reguladores determine a progresséo ou controle da doenca.

1.4 TRATAMENTO DA Dl

Atualmente, o tratamento da DIl é focado, principalmente, na reducéao do
processo inflamatério durante as recidivas, além de prolongar o periodo no qual o
paciente apresenta-se em remissdo dos sintomas clinicos. A farmacoterapia de
longa duracdo € a base dos tratamentos, enquanto as cirurgias sao indicadas para
0s casos refratarios ou com complicacbes especificas (Lim e Hanauer, 2004).
Embora as terapias atuais sejam direcionadas a varios elementos da cascata
imunoinflamatéria; nenhuma droga €, no momento, curativa, e uma porcentagem
significativa de pacientes requer repetidas cirurgias para combater as complicacées
da doenca (Kozuch e Hanauer, 2008). Além disso, um grupo relevante de pacientes
é refratario ou intolerante a varias intervencgdes farmacolégicas. Sendo assim, torna-
se evidente que novas terapias ainda sao necessarias para o controle da progressao
das DII.

O transplante de células tronco hematopoéticas tem se tornado, nos
ultimos tempos, uma alternativa terapéutica para pacientes com doencas
autoimunes graves e refratarias aos tratamentos convencionais (Voltarelli, Couri et
al., 2007). Nos ultimos anos, ensaios clinicos demonstraram que a imunossupressao
em altas doses seguida de transplante autélogo de células tronco hematopoéticas
(TACTH) é capaz de suprimir a atividade inflamatdria em pacientes com doencgas

autoimunes e induzir remiss@es clinicas prolongadas, embora o mecanismo de acao
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ainda nao seja bem esclarecido. O racional do TACTH em doengas autoimunes
baseia-se na idéia de que a imunossupressdo intensa possa eliminar as células
autorreativas e que 0 novo sistema imune reconstituido dos precursores
hematopoéticos possa restabelecer a tolerancia imunologica. No Brasil, os TACTH
em doencas autoimunes (lipus eritematoso sistémico, esclerose sistémica,
esclerose multipla e diabete melito do tipo 1 recém-diagnosticado) iniciaram-se no
Hospital das Clinicas da FMRP-USP em 2001. O TACTH para o diabete melito do
tipo 1 é inédito no mundo e tem-se revelado extremamente promissor (Couri, Foss et
al., 2006, Voltarelli, Couri et al., 2007). Nos ultimos anos, o grupo coordenado pelo
Dr. Julio Voltarelli (FMRP/USP) tem estudado os mecanismos de acdo do TACTH no
tratamento de diabete melito do tipo 1 e esclerose multipla em pacientes com estas
doencas autoimunes. Em adicdo, outros grupos demonstraram que pacientes que
passam por TACTH também apresentam remissdo de DIl (Brittan, Alison et al.,
2007), sendo de extrema relevancia a validacdo destes ensaios clinicos com
modelos experimentais de doencas autoimunes/inflamatoérias. Neste sentido, Godoi
e colaboradores, recentemente, estudaram o papel do TACTH em modelo
experimental de DIl (Godoi et al., 2010). Neste trabalho, a terapia com
ciclofosfamida associada ao TACTH foi capaz de induzir a remissdo dos sinais
clinicos e das alteracdes histopatolégicas associados a DIl, com diminuicdo do
infiltrado inflamatorio e das respostas Thl e Th1l7 na mucosa, além de aumentar a
sobrevivéncia dos animais doentes submetidos apenas ao protocolo de
imunossupressédo, na auséncia do transplante. No entanto, observou-se que o efeito
terapéutico do TACTH foi devido, principalmente, ao condicionamento de
imunossupressao utilizado previamente aos transplantes, e ndo necessariamente a
infusdo das células-tronco hematopoéticas, importantes na manutencdo da
sobrevida dos animais. Sendo assim, tornou-se evidente que outras terapias, que
resultassem na modulacdo da resposta imune intestinal sem interferir na
sobrevivéncia dos individuos/animais doentes seria de maior relevancia para o
estabelecimento de novos protocolos terapéuticos para a doenca de Crohn e/ou
colite ulcerativa.

Neste contexto, em relacdo ao tratamento de doencas autoimunes e
inflamatorias, acredita-se que células estromais mesenguimais multipotentes
possam ser aplicadas terapeuticamente na inducdo de tolerdncia em pacientes com

essas doencas. As células mesenquimais estromais (MSC, mesenchymal stromal
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cell ou stem cell) sdo células multipotentes que residem principalmente no estroma
da medula éssea (1 em 10*-10° células mononucleares da medula), mas encontram-
se também em varios outros tecidos, tais como mdasculo, vasos, derme, tecido
adiposo, pulmao, figado, pancreas e corddo umbilical. Devido a dificuldades na
obtencdo de MSCs a partir da doacdo de medula 6ssea por voluntarios, as MSCs
humanas obtidas de tecido adiposo subcutédneo tem surgido, ultimamente, como
uma alternativa atraente para a terapia celular (Yanez, 2009).

1.5 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS MULTIPOTENTES

O isolamento das MSCs da populacdo de células mononucleares da
medula assim como de tecido adiposo depende de sua capacidade de aderéncia ao
plastico apos 3-7 dias de cultura primaria (Le Blanc e Pittenger, 2005). As MSCs tém
capacidade de diferenciar-se em varios tipos celulares da linhagem mesodérmica
(como ostedcitos, adipocitos, condrécitos e células estromais). Elas caracterizam-se
pela auséncia de expressdo de marcadores de linhagens hematopoéticas (tais como
CD34, CD45, CD14, glicoforina A e marcadores de células T e B), e pela expressao
de varios marcadores celulares (CD44, CD29, CD51/61, CD13, CD54, CD90,
CD49e, CD73, CD105, STRO e KDR) e algumas moléculas de adesdo (VCAM-1,
ICAM-1, e LFA-3) envolvidas na interacdo com células T. Elas expressam MHC de
classe | e ndo expressam MHC de classe Il e moléculas co-estimuladoras como
CD40, CD80 e CD86. Portanto, apresentam um fendétipo ndo imunogénico ou hipo-
imunogénico. Além disso, foi demonstrado que as MSCs ndo induzem respostas
proliferativas de linfocitos alorreativos (Le Blanc e Pittenger, 2005). Estudos recentes
demonstraram que MSCs apresentam uma enorme capacidade imunossupressora e
imunoreguladora (Rasmusson, 2006, Uccelli, Moretta et al., 2006). Elas sédo capazes
de suprimir reacdes mistas de linfécitos, envolvendo células T autélogas ou
alogénicas (Di Nicola, Carlo-Stella et al., 2002). Os efeitos imunomoduladores
mediados pelas MSCs sobre as células T envolvem diversas interacdes celulares e
moléculas de superficie celular que desempenham esse papel modulador
(Gonzalez, 2009). MSCs inibem a proliferacdo de células T pela regulagdo negativa
da expressao de ciclina D2 (Glennie, Soeiro et al., 2005), e a inibicdo da proliferacéo

deve-se a ativagdo da via de sinalizacdo por PD-1 (Augello, Tasso et al., 2005), um
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co-receptor inibidor cuja expressao € induzida em linfécitos T e B, ap6s a ativagédo
celular. Além de atuarem sobre linfécitos T, as MSCs exercem uma regulagéo geral
sobre as respostas imunes, atuando também sobre outras células do sistema imune
inato e adaptativo (Aggarwal e Pittenger, 2005). Recentemente, foi demonstrado que
a interacdo de MSCs humanas com cultura mista de linfocitos inibe a diferenciacdo
de células dendriticas mieldides e favorece a diferenciacdo de subpopulacbes de
células TCD4" que expressam um fendtipo regulador/supressor CD4'CD25".
Trabalhos recentes que também avaliaram o papel da infusdo das MSCs de tecido
adiposo na DIl mostrou que estas conseguiram reduzir fortemente a inflamacao
aguda da mucosa e que este papel protetor pode estar associado a indugcédo de
respostas reguladoras (Gonzéalez, Gonzéalez-Rey, 2009).

Alem da modulacdo de respostas imunes, outra propriedade interessante
das MSCs consiste em sua capacidade de migracdo para areas de lesdo tecidual,
apOs administracdo intravenosa. Esta extraordinaria capacidade das MSCs foi
demonstrada em casos de fratura Ossea, infarto do miocardio, lesdo cerebral
isquémica, dentre outros (Le Blanc e Pittenger 2005). O homing preferencial das
MSCs de tecido adiposo para tecidos inflamados pode estar correlacionado com a
expressdo de um conjunto especifico de receptores de quimiocinas funcionalmente
ativos (CCR1, CCR5 e CCR9) e um painel de integrinas e selectinas, que sao
envolvidos na migracdo de leucocitos para tecidos inflamados (Gonzalez, 2009).
Embora com pequenas diferencas, um perfil similar de expressao dos receptores de
guimiocinas e moléculas de adesédo tem sido descrita em MSCs de medula 6ssea
(Chamberlain, 2007). Ao que parece, as MSCs necessitam de contato célula-célula
e fatores sollveis para desativacdo de macréfagos e células T. PGE, e IL-10
parecem desempenhar um papel critico neste efeito inibidor. Curiosamente, MSCs
podem produzir principalmente IL-10 apds o contato celular com macroéfagos, e esse
contato também ativa macréfagos a produzir grandes quantidades de IL-10. Embora
o envolvimento de PGE; e IL-10 na a¢do imunossupressora da MSCs de medula
0ssea tenha sido amplamente demonstrado por outros pesquisadores (Glennie, Jian,
Barry, 2005, Cui, Sato, 2007), outros trabalhos também mostraram que além de seu
potente efeito antiinflamatoério, o tratamento com as MSCs diminui a producao das
citocinas IFN-y e TNF-a, sendo que a inibicdo das respostas Th1 pode ser o
resultado de uma acéo direta sobre as células T efetoras (Gonzalez, 2009). Um

trabalho recente obteve resultados controversos, propondo que IFN-y, quimiocinas e



24

oxido nitrico sdo necessarios para as MSCs de medula 6ssea exercerem a funcéo
de imunossupressoras (Ren, 2008).

Com base em suas propriedades imunoldgicas, principalmente sua
capacidade imunossupressora, acredita-se que as MSCs possam ser aplicadas
terapeuticamente na inducdo de tolerancia em transplantes e no tratamento de
doencas autoimunes e inflamatorias humanas. Além do potencial imunossupressor e
imunomodulador, pode também ser explorado no mesmo conjunto de doencas, 0
potencial de diferenciacdo celular e regeneracao tecidual das MSCs, visando a
reconstrucdo dos tecidos lesados. Atualmente, alguns ensaios clinicos estdo se
iniciando na Europa utilizando essas células para tratar doencas reumaticas e
neurologicas de natureza autoimune. No Brasil, foram iniciados recentemente no
Hospital das Clinicas da FMRP-USP protocolos experimentais de infusdo de MSC
em pacientes com diabete melito do tipo 1 recém-diagnosticados ou com doenca do
enxerto versus hospedeiro (GVHD) aguda e cronica. O objetivo desses protocolos
clinicos é a avaliacao da seguranca da infusédo de MSC e da eficacia das MSC sobre
a lesdo autoimune.

Além de ensaios em humanos, varios estudos pré-clinicos em modelos
animais tém demonstrado o potencial terapéutico da infusdo de MSC no tratamento
de doencas autoimunes (EI-Badri, Maheshwari et al., 2004). Em um desses
trabalhos, camundongos portadores de EAE foram submetidos a infusdo de MSCs
autdlogas transfectadas com proteina fluorescente verde (GFP) em diferentes fases
do desenvolvimento da doenca neurolégica (Zappia, Casazza et al., 2005).
Observou-se que quando as células eram infundidas antes ou durante a instalacao
da doenca, havia diminuicdo da incapacidade neurolégica e reducdo dos achados
anatomo-patologicos de inflamacdo e desmielinizacdo no sistema nervoso central
dos animais. Entretanto, ndo se observou efeito terapéutico no grupo que recebeu
as células apos a instalacdo das manifestacdes neuroldgicas. Nesse mesmo estudo,
detectou-se a presenca de células marcadas por GFP nos 6rgados linféides dos
animais, sugerindo uma participacdo direta dessas células sobre a resposta
autoimune, possivelmente bloqueando a agressdo mediada por linfécitos T. Em
estudo semelhante, MSCs obtidas da medula 6ssea humana, injetadas em
camundongos com EAE, sem imunossupressao prévia, produziram significativa
melhora clinica nos animais, reduzindo a inflamagdo e contribuindo para a

regeneracao de oligodendrécitos no sistema nervoso central (Zhang, Li et al., 2005).
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O efeito das MSCs sobre camundongos MLR/lpr, que desenvolvem
espontaneamente uma doenca muito semelhante ao lapus, com nefrite fatal na
maioria dos animais, também foi avaliado (Ishida, Inaba et al., 1994). Outro estudo,
ao contrario dos demais, falhou em demonstrar melhora clinica ou histolégica em
camundongos portadores de artrite induzida submetidos a infusdo de MSCs (Hess,
Li et al., 2003, Djouad, Fritz et al., 2005). Por outro lado, células humanas estromais
multipotentes da medula éssea migram e promovem reparo das ilhotas pancreaticas
e glomérulos renais de camundongos NOD/Scid diabéticos (Lee, Seo et al., 2006).
Neste sentido, o grupo coordenado pelo Dr. Julio Voltarelli vem desenvolvendo,
também, além de ensaios clinicos, estudos em modelos animais nos quais se avalia
o potencial terapéutico de MSC humanas no tratamento de diabete experimental e
em feridas cutaneas induzidas por queimaduras. Considerando-se MSC e DII, sabe-
se que a deposicdo exacerbada de matriz extracelular na mucosa é associada a
presenca de MSC expressando receptores de TGF-f em modelo murino de colite
(Whiting, Tarlton et al., 2003). Além disso, estudo recente demonstrou que as MSC,
guando implantadas diretamente no célon de ratos com DIl experimentalmente
induzida, estavam associadas a cicatrizacao acelerada da colite induzida por TNBS.
Estes efeitos benéficos das MSC podem ter sido mediados, pelo menos em parte,
por sua capacidade de se diferenciar em células intersticiais do colon ou de induzir
VEGF e TGF-B na area lesionada (Hayashi, Tsuji et al., 2008). Vale ressaltar que a
colite induzida por TNBS (acido trinitrobenzenosulfénico) em modelo experimental
possibilita o estudo da fisiopatologia da doenca inflamatdria do cdlon e de novos
tratamentos. A resposta inflamatdria no modelo TNBS inclui infiltracdo da mucosa e
submucosa por leucécitos polimorfonucleares, macréfagos, linfécitos, mastocitos do
tecido conjuntivo, e fibroblastos. Podem ser observados também granulomas e
células gigantes do tipo Langerhan's (Morris et al.,, 1989), e, principalmente,
producéo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-12 (Neilly et al., 1995, Hollenbach,
2005, Te Veld, 2006), além de IL-23 e IL-17 (Fichtner-Feigl, 2005). Neste caso, a
colite induzida por TNBS é considerada semelhante a doenca de Crohn no humano
(Selve e Wohrmann, 1992), apresentando um padréo de resposta Thl/Thl7 pela
producdo de suas respectivas citocinas (Fujino, Andoh et al., 2003, Iwakura e
Ishigame, 2006).
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1.6 HIPOTESE e JUSTIFICATIVA

As (DIl) afetam milhares de pessoas em todo o mundo, causando dor abdominal,
diarréia, sangramento retal, perda de peso, febre e fadiga, além de obstrucéo
intestinal e fistulas. Ainda, a inflamacéo severa pode ocasionar danos prolongados e
ocasionalmente irreversiveis da funcdo e estrutura gastrintestinal além de
desencadear o desenvolvimento de outras doencas como cancer colon-retal.
Entretanto, no momento, nenhum tratamento é totalmente efetivo, nenhuma droga é
curativa, e uma porcentagem significativa de pacientes requer repetidas cirurgias
para combater as complicacdes da doenca. Além disso, um grupo relevante de
pacientes € refratario ou intolerante a varias intervencdes farmacologicas, tornando-
se evidente a necessidade de novas terapias para o controle da progresséo das DII.
Neste contexto, sendo as adMSCs uma fonte de células tronco ideal para terapias
celulares em virtude de seu facil isolamento, expansdo e capacidade
imunomoduladora, nossa hipotese € a de que as adMSCs possuem efeito
terapéutico na DIl. Sendo este estudo pré-clinico, visamos validar futuros ensaios
clinicos ja utilizando MSC de humanos. Além disso, como nenhum dos trabalhos
anteriores avaliou, em detalhes, a modulacdo da resposta imune inflamatéria, em
especial Thl7, apos terapia com MSC, tornam-se necessarios estudos mais

aprofundados sobre o potencial terapéutico dessas células nas DII.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar o potencial terapéutico das células mesenquimais estromais na

doenca inflamatoria intestinal induzida experimentalmente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Isolar MSC de tecido adiposo (AdMSC) de individuos saudaveis e

realizar sua caracterizagao fenotipica e funcional

2.2.2 Avaliar, por analise clinica e histopatologica, o desenvolvimento da
inflamacao intestinal camundongos com colite induzida

experimentalmente, tratados ou ndo com AdMSC.

2.2.3 Caracterizar, as células do infiltrado inflamatério envolvidas no

desenvolvimento da colite, tratada ou ndo com AdMSC

2.2.4 Estudar a modulacdo da resposta imune intestinal por meio da
producédo de citocinas em animais com colite tratados ou ndo com MSC,

com énfase nas subpopulacdes de células T reguladoras e Th17.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos BALB/c, fémeas, entre 6 e 8 semanas de
idade, criados e mantidos no biotério da disciplina de Biologia Celular da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Os animais foram mantidos com
agua e comida ad libitum durante todo o experimento. Foram utilizados 5 animais
por grupo para cada periodo estudado, assim divididos: grupo 1, camundongos
controles, sem inducdo de colite que receberam PBS por via intrarretal; grupo 2,
camundongos controles que receberam o veiculo da droga indutora da colite
(etanol), grupo 3, camundongos com colite (TNBS) e grupo 4 camundongos com
colite tratados com infusdo de MSC.Todos procedimentos de experimentagcdo foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFTM.
(Processo CEUA No0.106/2008 — ANEXO 1)

3.2 COLITE INDUZIDA POR ACIDO 2,4,6-TRINITROBENZENO
SULFONICO (TNBS)

O protocolo padrdo de inducdo de colite esta bem estabelecido na
literatura cientifica e ja foi padronizado e utilizado em trabalho anterior do grupo
(Morris, 1989, Godoi et al., 2010). Brevemente, os camundongos foram deixados em
jejum por 12h, mantidos com uma solucéo de glicose (0,03g/mL). Apos as 12h foram
anestesiados com cloridrato de quetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10
mg/Kg) por via intraperitoneal e submetidos a injecéo intrarretal de acido 2,4,6-
trinitrobenzeno sulfénico TNBS (Sigma-Aldrich, Steinhein, GE) na dose de 175mg/Kg
de peso corporal, utilizando-se etanol 50% como veiculo (para quebrar a barreira
intestinal), em solucdo de pH 7.4. Para a realizacdo deste enema, uma seringa de 1
ml contendo a solu¢do de TNBS foi acoplada a um cateter de 3,5F, cuja ponta foi
mergulhada em vaselina e cuidadosamente inserida no colén dos animais até cerca
de 4 cm distal ao anus. Apoés a injecdo, os animais foram mantidos de cabeca para

baixo por 60 segundos. Os camundongos foram pesados diariamente e avaliados
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quanto a presenca dos sinais clinicos da doenca (como por exemplo, diarréia,

sangramentos).

3.3 ISOLAMENTO DE CELULAS MESENQUIMAIS DE TECIDO
ADIPOSO (adMSCs)

Amostras de tecido adiposo de doadores saudaveis submetidos a
procedimentos de cirurgia plastica (abdominoplastia ou lipoaspiracdo) do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, foram colhidas sob
consentimento informado (ANEXO 2), de acordo com aprovacéo do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFTM (Processo CEP No0.1447/2009 —
ANEXO 3). Em seguida, o tecido adiposo foi imerso em PBS1x acrescido de
Antibiotico (Penicilina G solida: 0,01UI/mL, Sulfato de estreptomicina: 0,01ug/mL) e
anti-fingico (Anfotericina B 25ug/mL) por no minimo 4 horas, depois incubadas a 37°
C em colagenase Tipo | (GIBCO, Grand Island, EUA) a 0,3 mg/mL em solucdo de
PBS para digestdo do tecido e liberacdo das células. As células presentes foram
cuidadosamente coletadas, lavadas duas vezes com RPMI 1640 (GIBCO BRL,
Grand Island, EUA) contendo 10% soro fetal bovino (GIBCO BRL, Grand Island,
EUA) centrifugadas a 4°C, 10 min, 677 x g e contadas com corante Azul de Tripan a

0,2% em camara de Neubauer.

3.4 CULTURA DAS adMSCS

Ap6s a separacdo das células do tecido adiposo, 1x10° células foram
suspensas em meio de cultura DMEM (GIBCO BRL, Grand Island, EUA) enriquecido
com 15% de soro bovino fetal (SBF) (Hyclone Thermo Scientific, South Logan, CA) e
antibidticos (0,01ug/mL de Penicilina — Estreptomicina), plaqueadas em garrafa de
75 cm? e cultivadas a 37°C com 5% de CO,. Apds 24h, as células ndo-aderentes
foram removidas e foram adicionados 20 ml de meio de cultura. O meio foi trocado a
cada 3-4 dias e quando as células estavam semi-confluentes, estas foram
tripsinizadas com Tripsina-EDTA 0,5% 1x (GIBCO BRL, Grand Island, EUA) por 3
minutos, depois desativada com RPMI enriquecido de SBF 10%. As células foram

cuidadosamente coletadas e lavadas duas vezes com RPMI 10% de SBF, e
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repicadas para a 1% passagem (~7,5x10° células por garrafa). Na terceira passagem,
foram separadas amostras para caracterizacdo imunofenotipica; caracterizacao
multipotencial: diferenciacdo em adipdcitos/ostedcitos e infusdo nos camundongos

com DIl induzida experimentalmente.

3.5 IMUNOFENOTIPAGEM DE adMSCS

Aliquotas de MSC a 1x10° células/ml foram incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente no escuro com anticorpos monoclonais ou isotipos controle
diretamente conjugados aos fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
ficoeritrina (PE). Foram feitas marcacdes simples ou duplas para a analise dos
diversos marcadores de MSC. Apo0s a incubacao, as células foram centrifugadas por
5 minutos a 500 x g, lavadas duas vezes com PBS, ressuspensas em 200 ul de PBS
e analisadas imediatamente no citdbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickson,
San Jose, CA). Foram adquiridos 20000 eventos/amostra com base nos parametros
de tamanho (FSC) por granularidade (SSC). As analises foram realizadas utilizando-
se o software Cellquest (BD Becton Dickinson, San Jose, CA). Para a caracterizacao
imunofenotipica das MSCs foram utilizados os anticorpos monoclonais contra 0s
marcadores CD45, CD14 CD 90, CD73, CD31, CD166, CD34, CD13. Para analise,
foi desenhada uma gate na populacdo de células viaveis (R1), estabelecida com
base nos parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Os eventos da gate
e células viaveis (R1) foram representados por um histograma de fluorescéncia 1
(FL1, FITC) ou de fluorescéncia 2 (FL2, PE).

3.6 DIFERENCIACAO IN VITRO DAS adMSCS

Ao entrarem em confluéncia na terceira passagem, as adMSCs foram
induzidas a diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos. Aliquotas de 1 ml contendo
40.000 células (diferenciacdo em adipocitos e ostedcitos) ou 5.000 células (controle)
foram cultivadas em placas de 24 pocos com laminulas para a realizacédo de estudos
morfolégicos. A diferenciacdo foi iniciada no minimo 24 horas apés o inicio do
cultivo, quando a aderéncia e confluéncia estavam em torno de 50%. Nesta ocasiao,

todo o meio de cultura foi removido e foi adicionado 1 ml de meio de inducéo
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(adipdcitos ou ostedcitos) ou somente o meio DMEM 15% SFB como controle. As
placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO, e metade do meio foi trocado 2
vezes por semana. O meio utilizado para troca continha o dobro da concentragéo
dos agentes indutores. As células foram cultivadas a 37°C com 5% de CO, até a
diferenciacao celular e monitorizadas sob microscopia invertida. Para diferenciacao
em adipdcitos, foi utilizado meio DMEM 15% SBF, suplementado com 10 uM de
dexametasona (Decadron injetavel, Prodome, Campinas, SP, Brasil), 10 pg/mL de
insulina (Sigma-Aldrich, EUA) e 100 mM de indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), depois as laminulas do cultivo foram coradas com Sudan |l Escalate.
Para diferenciacdo em ostedcitos, foi utilizado meio DMEM 7,5% SBF suplementado
com 0,10 uM de dexametasona (Decadron injetavel, Prodome, Brasil), 100 uM de
acido ascorbico e 10 mM de B glicerolfosfato (Reagem, Brasil). Apds cultivo e

diferenciacao, as laminulas foram coradas com Alizarin Red.

3.7 ENSAIO DE CO-CULTIVO DAS adMSCs COM LINFOCITOS

Para analisar o potencial supressor das MSC isoladas do tecido adiposo,
a porcentagem de proliferacdo de linfécitos normais na presenca de MSCs foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando o método de marcacdo com CFSE
(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Quando células marcadas com CFSE se dividem, o CFSE é
distribuido igualmente entre as células filhas, as quais passam a apresentar metade
da fluorescéncia (verde) da célula mae. Desse modo, a perda de fluorescéncia das
células é proporcional a sua proliferacdo. Para o ensaio, células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) de individuos normais foram separadas por
centrifugacdo em gradiente de densidade, ressuspensas a 1-10x10°ml em
PBS/0,1% albumina humana e marcadas com CFSE (5 uM por 10 min). Em seguida,
as células foram lavadas duas vezes com PBS/0,1% albumina humana e
ressuspensas em meio RPMI 1640 com 10% de soro bovino fetal numa
concentracdo de 0,5x10° células/mL. Em placa de cultura de 24 pocos, as PBMCs
marcadas com CFSE foram adicionadas aos po¢os (1 ml/pog¢o) contendo as MSCs
em diferentes concentragbes (MSCs: PBMCs, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100). Em

seguida, as PBMCs foram estimuladas com 5 pg/ml do mitégeno fitohemaglutinina
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(PHA), e co-cultivadas com as MSCs por 5 dias a 37°C com 5% CO,. Foram feitas
duplicatas de cada condicdo, sendo posteriormente calculada a média da
porcentagem de proliferagcdo. Foram feitos controles de co-culturas sem PHA e de
PBMCs nao-marcadas com CFSE. Durante todo o experimento as células foram
protegidas da luz para evitar perda de fluorescéncia de CFSE. Apés 5 dias, as
PBMCs foram coletadas, marcadas com anticorpo anti-CD3 PE e analisadas por
citometria de fluxo. Foram adquiridos 50.000 eventos na gate de células CD3". Para
analise, foi feita uma gate R1 em linfécitos CD3" e os eventos representados por um

histograma.

3.8 INFUSAO DE adMSCS

As adMSCs foram primeiramente infundidas nos animais, por via
intraperitoneal em diferentes concentracdes (0,25x10°, 1x10° 2x10° adMCSs por
animal) para avaliacdo da dose ideal de tratamento, 24 horas apds a inducdo da
colite. Em seguida, foi averiguada a melhor via de infusdo, intraperitoneal ou
intrarretal (1x10° adMSCs por animal). Para evitar formacées de grumos celulares e
assegurar uma distribuicdo uniforme, as MSCs foram ressuspensas em um volume
adequado de solucdo PBS acrescido de 1mg/mL de Pulmozyme (ROCHE, South
San Francisco, EUA). Assim como ap0s a inducdo da doenca, os camundongos
foram também monitorizados diariamente em relacdo ao peso e presenca de sinais

clinicos como diarréia, seguido a inducao de colite e infusdo das MSCs.

3.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os camundongos foram eutanasiados nos dias 3, 7, 14 e 60 apés a
inducao da colite, e o intestino, baco e linfonodos mesentéricos foram coletados para
as analises posteriores. Também foram eutanasiados animais apenas com colite
(TNBS) sem infusdo de células (PBS) e controles com veiculo do TNBS (Etanol) e
sem a doenca (FIG. 1). Amostras foram coletadas e imersas em PBS/formaldeido
10% para inclusdo em parafina, meio de cultura RPMI completo para posterior

extracdo das células e quantificacdo por citometria de fluxo ou foram congeladas
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diretamente em nitrogénio liquido para trituracdo e dosagem de citocinas e enzimas

nos homogeneizados de tecidos.

r-r T °r  T°rr 1

0 1 3 7 14 60 dias
TMES
PBS |
Etanol adMSsC Eutanasia

FIGURA 1 - Esquema de eutandsia para a coleta das amostras dos camundongos controles
PBS e etanol, com a DIl e tratados com as adMSCs.

3.10 ANALISE HISTOLOGICA

A avaliacdo histoloégica foi realizada através da coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E) de amostras fixadas em formaldeido 10% em PBS. Os
tecidos de colon coletados foram deixados em formaldeido por 24h e depois
passados para etanol 70%. As amostras foram incluidas em parafinas e foram
realizados cortes de 5um de espessura no microtomo. Depois de coradas com H&E
as imagens dos cortes histolégicos foram capturadas e analisadas por um sistema
de andlise de imagens, utilizando uma céamera acoplada a microscopio e
computador. Para avaliar a seguranca do transplante de MSCs, amostras de outros
orgaos, como cérebro, coracdo, pulmdes, figado, musculo, pancreas, intestino
delgado, estdbmago e rins foram também coletadas, processadas e analisadas

conforme descrito acima.

3.11 ESCORE CLINICO DA DIl

Os animais com colite que receberam ou ndo o transplante das
adMSCs foram avaliados quanto a presenca de sinais clinicos da doenca, como
perda de peso, diarréia, sangramento retal, diarréia sanguinolenta e morte nos 7
primeiros dias pos-inducao de DIl e tratamento. Para esta avaliacéo, foi utilizado um
critério de pontuacéo, no qual cada sinal apresentado pelo animal corresponderia a
1 ponto, sendo que a morte do animal significaria pontuagdo maxima, com a soma
de todos os sinais (4 pontos). Por fim, foi realizada a soma de todos os valores de

cada animal individualmente, sendo estes dados apresentados graficamente.
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3.12 ENSAIO DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

Para quantificacdo de neutréfilos, foi avaliada a atividade da enzima MPO
nos tecidos inflamados e controles (Krawisz, 1984). Segmentos de intestino foram
cortados em pequenos pedacgos, pesados e imersos em solugdo tampéo contendo
fosfato de sédio (0,02M) e EDTA (5,58¢g/L) para homogeneiza¢do. Em seguida, o
tecido foi centrifugado a 600 x g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante desprezado.
O pellet foi ressuspenso por agitacdo em vortex em solugcdo tampdo contendo
fosfato de sodio e EDTA, e foi adicionada solucdo de NaCl 0,2% gelada para lisar as
hemacias. O pellet obtido apds centrifugacao foi ressuspenso em solucao tampao
contendo fosfato de sddio e o detergente H-TAB 0,5% (Brometo de Hexadecil-
Trimetil Amonio, Sigma-Aldrich, EUA). Para finalizar a extragdo das proteinas, a
amostra foi congelada e descongelada 3 vezes e centrifugada a 12000 x g por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico, realizado em
placas de 96 pocos, contendo 25 pl de amostra, que foi revelado pela adicdo de
TMB (3,3, 5,5'-tetramethylbenzidine, BD Pharmigen™, Sdo Diego, USA). A reacéo
foi interrompida pela adicdo de H,SO, 4M, sendo a leitura realizada em

espectrofotdmetro a 450 nm.

3.13 ENSAIO EOSINOFILO-PEROXIDASE (EPO)

Para quantificacao de eosindfilos, foi avaliada a atividade da enzima EPO
nos tecidos inflamados e controles (Strath et al., 1985). Para tal, os tecidos foram
removidos, pesados e ressuspensos em tampdo Hanks sem vermelho de fenol,
contendo 10 mM de Hepes (Sigma-Aldrich, EUA) e entdo homogeneizados. O
homogenato foi centrifugado a 1950 g por 10 min e o pellet lisado por meio de
choque hipotbénico. Esta suspensao resultante foi novamente centrifugada a 1950 g
por 10 min e o pellet ressuspenso em tampao Hanks contendo 0,5% de HTAB. Foi
realizado choque térmico das amostras seguido por centrifugacdo, sendo o
sobrenadante utilizado para as reacbes. As amostras foram incubadas, em placas
de 96 pogos, com OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride, Sigma-Aldrich, EUA)

diluido em tampé&o Tris/HCI 0,05 mM e H,O, durante 30 minutos a temperatura



35

ambiente. A reacgéo foi interrompida com H,SO4 4M e a absorbancia determinada a
492 nm.

3.14 CITOMETRIA DE FLUXO

Para a quantificacdo e fenotipagem das células do infiltrado inflamatério
de camundongos controles (etanol), com a colite ou tratados com infusdo de
adMSC, foram coletados baco, linfonodos mesentéricos e colén. Apés maceracéo do
baco com pin¢as e linfonodos mesentéricos passados em peneiras estéreis, as
células foram coletadas cuidadosamente, lavadas duas vezes em meio RPMI 1640
enriquecido com 10% de SBF e ressuspensas em 2 mL RPMI 1640 completo. O
colon foi removido e separado em fragmentos destinados a avaliagdo da lamina
propria e dos linfocitos intraepiteliais. Para a lamina propria, o colon foi cortado em
pequenos pedacos, que foram imersos em PBS com 3mM EDTA e colocados no
agitador magnético por 20 minutos. Em seguida, essas amostras foram
centrifugadas por 10 minutos em 470 x g a 4°C, foi desprezado o sobrenadante,
adicionado RPMI 1640 1% de SBF com 1 mM EDTA e 1,5 mM MgCl, e agitado
novamente por 30 minutos. Em seguida realizou-se centrifugacdo 470 x g 10
minutos a 4°C. Os tubos foram passados em vortex por 2 minutos e incubados em
liberase 50ug/mL (ROCHE, Mannheim, Germany) diluida em meio RPMI incompleto
(sem SBF) por 60 minutos em estufa a 37°C. ApoOs este periodo foram
acrescentados 3 mL de RPMI com SBF para inativar a liberase, seguido por
homogeneizacdo e centrifugacdo. As células foram ressuspensas, passadas em
coluna de nylon, centrifugadas novamente, passadas em Ficoll Hypaque™ (d=
1,077, Amersham Biosciences, EUA) e centrifugadas por 25min, a 25°C, 434 x g .
As células da interface do Ficoll foram cuidadosamente coletadas e lavadas com
RPMI 1640 enriguecido com 10% de SBF. Os linfécitos intraepiteliais foram
raspados do tecido do colén com um uma lamina de bisturi, colocados em RPMI
10% SBF 1mM DTT (ROCHE, Mannheim, Germany) e colocados no agitador
magnético por 15 minutos. Apos este periodo foram centrifugados por 10 minutos
em 470 x g a 4°C, foi desprezado o sobrenadante e adicionado RPMI 1640 10%
SBF, seguido por agitagdo no vortex por 3 minutos, e centrifugacdo em Ficoll

Hypaque™, por 25min, a 25°C, 434 x g. As células da interface do Ficoll foram
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cuidadosamente coletadas e lavadas com RPMI 1640 10% de SBF. No final do
processo todas as amostras foram contadas na camara de Neubauer e, em seguida,
utilizadas nos experimentos de cultura ou imunofenotipagem. Para caracterizagao
fenotipica das células T reguladoras, foi avaliada a expressao dos marcadores CD3,
CD4, CD25, GITR, CTLA-4, CD45RB, Foxp3, e PD-1. Além disso, o infiltrado celular
nos tecidos coletados foi também analisado para quantificacdo das células CD4",
CD8", CD11c*, CD11b", natural killer (NK), NKT e linfocitos T y8. Os anticorpos
usados eram conjugados a um os fluorocromos FITC (Fluorescein Isothiocynate),
Alexa Fluor 488, PE (Phycoerythrin) ou PerCy5 (Phycoerythrin-Cy5) (BD Pharmigen
™ San Diego, USA) conforme Tabela 1.

Para marcacéao fenotipica, as células mononucleares foram divididas em
tubos especificos e incubadas com 100 pL de PBS 1x molico 1%, por 20 minutos a
temperatura ambiente, para bloqueio dos sitios de ligacdes inespecificas, seguido
pela adicdo de anticorpos fluorescentes de superficie, com incubacdo por 30
minutos a 4°C no escuro. Em seguida, procedeu-se a lavagem das células com PBS
e fixacdo com PBS/formaldeido 1%. Para a marcacdo dos antigenos intracelulares
(FoxP3 e CTLA-4), ap6s a marcacao de superficie e lavagem das células foram
adicionados 100 pL da solucdo Cytofix/Cytoperm (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus
Fixation Kit with BD GolgiStop'™, BD Biosciences, San Diego, EUA) com incubac&o
de 20 minutos & 4°C no escuro, seguida por lavagem com PBS e adicéo de 100 pL
da solucdo de permeabilizacdo Perm/Wash (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation Kit
with BD GolgiStop™, BD Biosciences, San Diego, EUA), contendo os anticorpos
fluorescentes para marcacao intracelular. Procedeu-se incubacao por 30 minutos a
4°C no escuro, lavando com PBS e centrifugacdo por 10 minutos a 4°C a 470 x g.
Apos desprezado o sobrenadante, foi feita adicdo de PBS/Formaldeido 1% para
fixagcdo das amostras.

Para deteccéo de Th17, a producéo de IL-17 foi determinada apds cultivo
dos leucécitos dos linfonodos mesentéricos, in vitro, estimulados com forbol-
miristato-acetato (PMA, 50ug/mL) e ionomicina (1pg/mL). As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos, numa concentracdo de 5x10° células por poco, no
qual foi também adicionado 1 pL de GolgiStop (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation
Kit with BD GolgiStop™, BD Biosciences, San Diego, EUA) para bloquear os
processos de transporte intracelular, levando ao acumulo da maioria das citocinas

no complexo de Golgi, resultando em melhor sinal de marcacdo. As células foram
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mantidas em cultura em estufa de CO, 5% a 37°C por 4 horas. Apds este periodo
foram coletadas e distribuidas em tubos de citometria para marcacdo de CD3 e CD4
de superficie e da citocina IL-17 intracelular. As células foram lavadas e incubadas
com 100 pL de PBS 1x molico 1%, por 20 minutos a temperatura ambiente (para
bloquear ligacdes inespecificas) em seguida adicionou-se 1.5 ug de anticorpos
monoclonais especificos, por 30 minutos a 4°C. Apds incubagdo com 0s anticorpos,
as amostras foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e centrifugadas a 470 x g por 10
minutos. A marcacdo da IL-17 foi feita como os marcadores intracelulares, ja
descritos. Os leucdcitos foram adquiridos em FACscalibur (Becton & Dickson®, San
Jose, CA) e as analises foram feitas usando o software “FlowJo 7.6” (Tree Star,
Ashland, OR).

Tabela 1 - Tabela 1 - Anticorpos usados para caracterizagdo fenotipica dos
leucocitos de baco, linfonodos mesentéricos e intestino

Células néao cultivadas

Tubos Fluorocromo Fluorocromo Fluorocromo
FITC/Alexa
Fldor 488 PE PeCy 5

1 - Isotipo Controle 1gG1 IgG1 IgG1
2 - Linfécitos T CD4 e CD8 CD8 CD3 CD4
3 - Células NK e NKT CD49b CD3

4 - Mondcitos e células dendriticas CDllc CD11b

5- Linfécitos yo yo CD3

6 - Células T reguladoras CD25 CD45RB CD4
7 - Células T reguladoras CD25 GITR CD4
8 - Células T reguladoras CD25 PD-1 CD4
9 - Isotipo Controle permeabilizado 1gG1 IgG1 IgG1
10 - Células T reguladoras CD25 FoxP3 CD4
11 - Células T reguladoras CD25 CTLA-4 CD4

Células cultivadas

12 - Isotipo controle lgG1 lgG1 lgG1
13 - Células Th17 IL-17 CD3 CD4
14 - Isotipo controle* IgG1 lgG1 lgG1
15 - Células Th17* IL-17 CD3 CD4

* Estimuladas com PMA e ionomicina
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3.15 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para obtencdo dos percentuais das populagdes celulares marcadas
analisou-se em graficos de pontos (Dot-plot) as propriedades de tamanho e
granulosidade (FSC e SSC) das células, marcando-se gates em regides especificas
de linfécitos ou mondécitos, das quais foram extraidos os dados de fluorescéncia. Os
resultados foram obtidos subtraindo-se o valor encontrado para as células marcadas
com anticorpos do valor encontrado para as células marcadas com 0s respectivos
isotipos controles. Os fluorocromos utilizados para cada anticorpo encontram-se na
tabela 1. Para quantificacdo de linfécitos T, realizou-se uma primeira analise nos
parametros SSC x CD3*, e a populacdo correspondente as células CD3" de
granulosidade compativel com linfécitos foi delineada. Para quantificacdo das
subpopulacdes de linfécitos T realizou-se também uma primeira analise nos
parametros SSC x FSC, seguida por um dot plot para populagéo correspondente as
células CD3" x CD4" ou CD3" x CD8", e a regido compativel com linfécitos duplo
positivos foi delineada. Para verificagcdo das populacdes de NK e NKT, as analises
foram feitas nos parametros SSC x CD3" e marcadas as regides correspondentes a
células CD3" ou CD3". A partir destas foram obtidos histogramas para CD49b"
dentro das regides positivas ou negativas para CD3. Ja para as populacbes de
mondcitos e células dendriticas, analisamos nos parametros SSC x CD11b" ou
CD11c", e depois foi realizado o histograma desta mesma marcacgdo. Para o duplo
positivo, sobrepomos a marcagdo de CD11b" sobre o histograma de CD11c" e vice-
versa. Ja na marcacgéo de linfocitos T y&°', as andlises foram feitas nos parametros
SSC x CD3", marcando a regido correspondente aos linfécitos e fazendo um
histograma para yd*. Para obtencdo dos percentuais das células T reguladoras a
primeira gate foi delineada inicialmente na regido de linfécitos em FSC x SSC,
seguida por gate nas regides duplamente positivas para os anticorpos anti-CD4 e
anti-CD25. Em seguida, foram obtidos histogramas para verificacdo das marcacdes
para FoxP3, CTLA-4, CD45RB", GITR e PD-1. O mesmo foi realizado para as
populacdes CD4'CD25". Para obtengdo dos percentuais de células CD4" produtoras
de IL-17, foi realizado o delineamento de CD3", nos graficos de SSC x CD3 seguido

de dot plot e gate na regi&o duplo positiva para CD4" e IL17.
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3.16 HOMOGENEIZACAO DOS TECIDOS E QUANTIFICACAO DE
CITOCINAS

Para quantificagdo das citocinas, foram coletadas amostras do colon de
camundongos controles que receberam etanol, com a colite e de animais com colite
tratados com as adMSCs. Para tal, os tecidos foram removidos, pesados e
ressuspensos em tampao com inibidor de protease (Complete, Roche) e entédo
homogeneizados. Os homogenatos foram centrifugados a 1950 x g por 15 min e o
sobrenadante utilizado para as reagdes. No ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay, BD Pharmigen™, San Diego, USA) utilizamos placas com 96 pocos, onde
50ul da amostra foram incubados com os anticorpos de captura e de deteccéo para
IL-4 ou IL-5, de acordo com as recomendacdes do fabricante (BD Pharmigen™, San
Diego, EUA). As reacdes foram reveladas pela adicdo de TMB e interrompidas pela
adicdo de H,SO4 2N, sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a Lm;450 nm -
Lm,570nm. A presenca das citocinas IL-2, TNF-a e IL-6 nos homogenatos foi
analisada por CBA (Cytometric Bead Array BD Pharmigen™, San Diego, EUA). As
amostras foram distribuidas em tudos de citometrias com beads contendo os
anticorpos de captura. Em seguida as incubacbes com estas beads e reagentes de
deteccdo, procedeu-se a centrifugacdo e lavagem. As amostras foram entdo
ressuspendidas em PBS 1x e adquiridas em FACscalibur (Becton & Dickson®, San
Jose, CA).

3.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados encontrados foram tabulados no programa Graphpad Prism
4.0, o qual foi utilizado para realizar as analises estatisticas. Quando a distribuicédo
foi considerada normal e a variancia homogénea foram utilizados testes
paramétricos t ndo pareados ou ANOVA — One way seguido de comparac¢ao multipla
de Tukey e os resultados foram expressos em média (média e desvio padrdo). Nos
casos em que a distribuicdo ndo foi Gaussiana foram utilizados os testes Mann
Whitney (para 2 grupos) ou Kruskal-Wallis seguido por comparacdo multipla de
Dunn, para 3 ou mais grupos. Para o gréafico de sobrevida foi utilizado o teste de
Kaplan Meyer — Log Rank. As diferengcas observadas foram consideradas

significantes quando p < 0,05 (5%).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdoes das MSCs

Como critérios de padronizacdo e definicdo das adMSCs (quanto as
caracteristicas fenotipicas, funcionais e diferenciacdo) foi realizada primeiramente
uma avaliacdo das culturas das células obtidas de amostras de tecido adiposo de
individuos saudaveis. Apés 3% passagem consecutiva, as células aderentes foram
tripsinizadas e quantificadas para imunofenotipagem. A caracterizacdo das células
provenientes desta cultura mostrou expressdo de marcadores como CD90, CD73 e
CD13 com expressao intermediaria de CD166 e baixa expressdo de CD45, CD14,
CD31, CD34 (FIG.2), sugerindo tratar-se de fato, de células mesenquimais
estromais, como descrito na literatura (Meirelles et al.,2003, Dominici et al., 2006).

Sabe-se que as MSCs de medula ¢6ssea e tecido adiposo apresentam
capacidade de diferenciacdo em trés linhagens mesodérmicas (adipdcitos,
ostedcitos e condrocitos). Neste estudo, avaliamos a capacidade de diferenciacéo
de MSCs isoladas de tecido adiposo em duas linhagens mesodérmicas (adipdcitos e
ostedcitos) (FIG.3).
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FIGURA 2 - Caracterizagdo imunofenotipica de células mesenquimais estromais (MSC)
isoladas de tecido adiposo de individuo saudavel. As MSCs foram isoladas a partir da digesté@o
enzimatica de tecido adiposo de individuo saudavel, separadas por centrifugacdo em gradiente de
densidade e cultivadas em meio de cultura DMEM com 15% de soro bovino fetal. Na terceira
passagem, as células foram tripsinizadas e marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos
contra diversos antigenos de superficie expressos ou ndao nas MSCs (CD45, CD14 CD 90, CD73,
CD31, CD166, CD34, CD13). Para analise, foi desenhada uma gate na populacdo de células viaveis
(R1), estabelecida com base nos parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Os eventos
da gate de células viaveis (R1) foram representados por um histograma de fluorescéncia 1 (FL1, FITC
- isotiocianato de fluoresceina) ou fluorescéncia 2 (FL2, PE - ficoeritrina). Os valores em M2
representam a porcentagem de células positivas para aquele determinado antigeno de superficie e
M1 a porcentagem de células negativas.

Ao cultivarmos as células obtidas em meio de inducédo de diferenciacao
osteogénica por 18 dias, as mesmas diferenciaram-se em osteoblastos, formando
depdsitos de compostos de calcio os quais foram corados por Alizarin Red (FIG.3B).
A coloragdo Sudan ll-Escarlate revelou a presenca de depdsitos lipidicos (corados
em alaranjado) no citoplasma daquelas cultivadas em meio de indugdo de

diferenciacdo adipocitica por 21 dias, indicando sua diferenciacdo em adipdcitos in
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vitro (FIG.3D). As células ndo cultivadas em meio de indugcdo de diferenciagédo
adipocitica ou osteoblastica ndo se diferenciaram em adipdcitos ou osteoblastos,
respectivamente (FIG.3A, C). Tais resultados nos permitiram supor que, de fato, a
maioria das células obtidas apds cultura apresentava fenétipo de MSC; confirmando
a plasticidade e multipotencialidade das mesmas, in vitro.

FIGURA 3 - Fotomicrografias da diferenciagdo de MSC em osteoblastos e adipdcitos in vitro,
em terceira passagem (B e D). As adMSCs ap6s cultivo por 18 dias em meio indutor de
diferenciagdo osteogénica. A coloracédo Alizarin Red evidenciou a presenca de depdsitos de calcio
(regides marrons) indicando a diferenciagdo osteoblastica (B). Apds cultivo por 21 dias em meio
indutor de diferenciagcédo adipogénica. A coloragdo de Sudan II-Escarlate evidenciou a presenca de
depositos lipidicos proeminentes no citoplasma das células, indicando a diferenciagdo das adMSCs
em adipdcitos (D). As adMSCs nédo cultivadas em meio indutor de diferenciagdo adipogénica ou
osteogénica e submetidas as mesmas coloragdes, ndao apresentando evidéncias de diferenciagédo
osteogénica ou adipogénica (A e C).

Com o intuito de comprovarmos o potencial supressor das MCSs de
tecido adiposo, foi realizado um ensaio de co-cultura junto com células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos normais,
estimuladas com PHA na presenca de numeros crescentes de adMSCs. Os
resultados demonstraram inibicdo da proliferacdo de PBMCs estimuladas com



PHA na presenca de adMSCs. Quando as MSC foram cultivadas com PBMCs
na proporcédo de 1:2 (MSC:PBMC) observou-se que apenas 16,11% das células
proliferaram (FIG.4D), seguida por 41,31%, 52,31%, 56,62%, 58,99% e 38,13%
de proliferacdo nas propor¢des (MSC:PBMC) 1.5, 1:10, 1:20, 1:50 e 1:100,
respectivamente (FIG.4E-1). Em geral, observou-se que quanto maior nimero de
adMSC em relacdo a PBMC, maior foi a inibicdo da proliferagdo; embora na
proporcdo de 1:100, tenha ocorrido inibicdo comparavel aquela observada na
propor¢do 1:5 (FIG. 4). Para validagdo do nosso experimento utilizamos
controles de PBMCs n&o marcados com CFSE (FIG. 4A), PBMCs marcadas com
CFSE mas nao estimuladas com PHA (FIG. 4B) e, como controle positivo,
PBMCs marcadas com CFSE, estimuladas com PHA, mas sem a presenca das
MSCs (FIG. 4C).

43
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FIGURA 4 - Efeito inibidor de MSCs isoladas de tecido adiposo na proliferacdo de linfocitos extraidos de
individuo saudavel. A proliferacdo de linfocitos foi avaliada por citometria de fluxo, pelo método de CFSE.
PBMCs foram isoladas de individuo saudavel, marcadas com CFSE, estimuladas com PHA e cultivadas na
presenca de diferentes nimeros de adMSCs [MSC:PBMC 1:2 (D), 1:5 (E), 1:10 (F), 1:20 (G), 1:50 (H) e 1:100
(0] por 5 dias. Foram adquiridos 50000 eventos na gate de células CD3". Os eventos foram representados por
histograma de fluorescéncia 1 (FL1-CFSE). Os nuameros indicam a média da porcentagem de proliferacdo de
linfocitos (duplicata) em relagdo ao controle negativo. Em (A), PBMCs ndo marcados com CFSE; (B) PBMCs
marcadas com CFSE néo estimuladas com PHA e (C) PBMCs marcadas com CFSE, estimuladas com PHA, mas
sem a presenc¢a das MSCs — controle positivo.
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4.2 Resultados Clinicos

A partir dos resultados obtidos com a caracterizacdo fenotipica e
funcional das adMSC, a colite foi induzida em camundongos BALB/c que foram
tratados, apos 24h, com as MSC xenogeneicas. Primeiramente, foi realizada a
infusdo de diferentes quantidades de adMSCs nos camundongos doentes para
identificarmos a melhor dose de utilizacdo dessas células como terapia e também
para se estabelecer o limite minimo de adMSC requeridas para efeito curativo, in
vivo. Para tal, foram infundidas 0,25x10°, 1x10° ou 2x10° células por animal, por via
intraperitoneal, tendo sido analisados os pesos durante os sete primeiros dias apés
a inducdo da DII (FIG. 5A). Foi observado que, mesmo em baixas doses (0,25x10°),
as adMSC apresentaram aparentemente efeito curativo na inflamacao intestinal
induzida experimentalmente, observado pelo ganho de peso (FIG. 5A). Além disso,
tanto com 1x10° ou 0,25x10° células os animais apresentaram melhora da perda de
peso inicial apds o tratamento, sendo que a infusdo de 1x10° adMSC demonstrou
efeito terapéutico discretamente superior as demais concentracdes, em especial 24h
pos-infusdo (FIG. 5A, colite vs. 1x10°% p < 0,05). Neste contexto e com base em
outros estudos (Gonzalez, M 2009), optamos por utilizar a dose de 1x10° adMSC
por animal nos experimentos subsequentes.

Tendo em vista que a via de administracdo das adMSC poderia também
interferir no seu efeito terapéutico, verificamos, também, qual a melhor via de infuséo
das células. Para isso, os animais com colite foram tratados pelas vias
intraperitoneal ou intrarretal, com 1x10° células por camundongo. Em ambas as vias
de infusdo, os animais apresentaram ganho de peso, com melhora discretamente
maior naqueles que receberam as MSCs via intraperitoneal (FIG.5B)

Portanto, a partir destes resultados todos 0s experimentos seguintes
foram realizados com a infus&o de 1x10° células por camundongo, via intraperitoneal
(FIG. 5C). Os animais foram avaliados nos periodos de 3, 7, 14 e 60 dias poés-
tratamento. Os resultados demonstraram perda de peso significativa nos
camundongos com colite, o que foi recuperado nos animais tratados com adMSC,
sendo a principal diferenca nos trés primeiros dias apos a inducdo da doenca e
terapia (FIG.5C).
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FIGURA 5 - Avaliagdo do peso de camundongos BALB/c durante os primeiros dias apds indugdo de doenca
inflamatéria intestinal colite e tratamento com células mesenquimais estromais (adMSC). Os animais foram anestesiados
e submetidos a injecao intrarretal de acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) para indugéo da colite e tratados, apds 24h, com
injecdo de MSC. Os camundongos foram pesados diariamente e os dados representados apés calculo da porcentagem de
ganho ou perda de peso em relagdo ao primeiro dia de inducao da DIl. (A) Infusdo das MSCs em concentragdes diferentes de
0,25x10° 1x10° e 2x10° células por animal. (B) Infusdo das MSCs com inje¢do intraperitoneal (i.p.) ou intrarretal (i.r). (C)
Avaliagdo do peso dos animais durante 14 dias depois de padronizadas a dose e via de infusdo das MSCs. As diferencas
significativas entre os grupos séo apresentadas por letras (a-i, p < 0,05).
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Este ganho diferencial de peso nos camundongos tratados com adMSC
nao parece ser devido a um maior consumo de ragao, visto que todos os animais
consumiram a mesma quantidade durante o inicio do periodo experimental, como
visto na FIG 6.

——PBS

—0— Etanol

—a— Colite

--@- Colite+adMSC

Consumo de ragao
(g/animal/dia)
°

FIGURA 6 — Consumo de racao. A racédo foi pesada e foi calculado o consumo diario de cada animal
durante o periodo experimental.

Sabe-se que o0s principais sinais DIl sdo dor abdominal, diarréia,
sangramento retal, perda de peso, febre e fadiga, além de obstrucéo intestinal e
fistulas (Fuss, Heller et al., 2004). Sendo assim, no intuito de se averiguar a
gravidade da doenca na presenca ou auséncia de tratamento com adMSC, foi feito
um escore clinico com base nos sinais da colite induzida experimentalmente. Ao
observamos a presenca de diarréia, sangramento, diarréia mais sangue, perda de
peso grave e morte, constatamos melhora significativa dos animais que receberam
as adMSC em comparacdo aqueles nédo tratados (FIG.7A, p < 0,05). Ainda, foi
observada alta mortalidade dos animais com a DIl nos primeiros 7 dias 0 que nao
foi visto nos animais que receberam as células (FIG.7B, p < 0,05), mostrando que as
adMSCs conseguiram melhorar o quadro clinico dos animais (FIG.7A) e impediram a

morte devido a inflamacéo intestinal exacerbada precoce dos mesmos (FIG.7B).
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FIGURA 7 - Avaliagdo do escore clinico e sobrevida dos animais durante os primeiros dias
apoés inducédo de Doenca Inflamatoéria Intestinal (DIl) e tratamento com adMSC. Os animais foram
anestesiados e submetidos a injecdo intrarretal de acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) para
inducédo de DIl e tratados, apés 24h, com injecdo de MSC. (A) Os camundongos foram avaliados
diariamente quanto a presenca de diarréia, sangramento, diarréia mais sangue, perda de peso grave
e morte, para célculo e demonstracdo dos respectivos escores clinicos. (B) Curva de sobrevida
durante os 7 primeiros dias. (* p < 0,05).

4.3 ANALISES MACROSCOPICAS E HISTOLOGICAS

Os camundongos com a colite e que receberam infusdo de adMSCs
foram eutanasiados com 3, 7, 14 e 60 dias e foi coletado o intestino grosso para
avaliacdo macroscopica, ja que o encurtamento do colon € uma das caracteristicas
gue define o processo inflamatério intestinal. De fato, este encurtamento foi visto nos
animais com colite enquanto os camundongos tratados apresentaram célon de

extensdo comparavel agueles controles, que receberam apenas PBS (FIG.8).
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FIGURA 8 - Analise macroscépica do intestino grosso. Os animais foram anestesiados e
submetidos a injecdo intrarretal de PBS, ou etanol ou acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) para
inducdo de colite e o grupo tratado recebeu, apds 24h, injecdo intraperitoneal de células
mesenquimais estromais (adMSC). Ap6s 3, 7, 14 e 60 dias, os camundongos tiveram o coélon
removido e fotografado para andlise comparativa entre 0s grupos.

Para melhor visualizacdo das areas afetadas pela colite, foram realizadas
analises histopatolégicas do célon dos camundongos controles PBS, etanol (veiculo
do TNBS), animais com a colite e os que receberam tratamento com as adMSCs.

No grupo PBS, a mucosa do intestino grosso apresentou uma superficie
epitelial plana com presenca de criptas dispostas em formas retas e paralelas sem
anormalidades arquitetdbnicas da cripta ou lamina prépria e celularidade dentro da
normalidade. Essas caracteristicas foram constantes aos 3, 7 e 14 dias analisados.
N&o foi observada infiltracdo de polimorfonucleares na lamina propria, no epitélio da
cripta ou no seu interior, assim como de linfocitos intraepiteliais. Também né&o foram
observadas anormalidades epiteliais tais como, achatamento do epitélio, deplecéo
de mucina, perda focal de células e/ou erosdo, tampouco Ulcera. Nao foram

observados infiltrados inflamatérios na submucosa (FIG. 9A-D).
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FIGURA 9 - Andlise histopatolégica do intestino grosso de animais controles com infuséo
de PBS. Os animais foram anestesiados e submetidos a injecéo intrarretal de PBS. Apos 3, 7 e
14 dias, os camundongos tiveram o colon removido, processado para inclusdo em parafina e
corado por H&E para andlise morfométrica. Em A e C (Objetiva de 40X) mucosa do intestino com
superficie epitelial plana, criptas paralelas e células caliciformes, lamina propria (LP) com
celularidade dentro da normalidade. Em B e D area de aumento dos requadros de A e C
mostrando as caracteristicas da mucosa.

No grupo etanol, a superficie epitelial da mucosa do intestino grosso
apresentou-se com as mesmas caracteristicas que o grupo PBS; porém, com
aumento discreto e focal da celularidade da lamina propria. Esse aumento foi
caracterizado como infiltrado misto com predominio de células mononucleadas nos
dias 3, 7 e 14 analisados. N&o foi observada infiltracdo de polimorfonucleares no
epitélio da cripta ou no seu interior, assim como de linfocitos intraepiteliais. Também
nao foram observadas anormalidades epiteliais tais como achatamento do epitélio,
deplecdo de mucina, perda focal de células e/ou erosdo. Foi observado infiltrado

inflamatorio, focal e discreto, na submucosa (FIG. 10A-D).
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FIGURA 10 - Analise histopatolégica do intestino grosso de animais controles com infusao
de etanol. Os animais foram anestesiados e submetidos a inje¢ao intrarretal de etanol. Apos 3, 7
e 14 dias, os camundongos tiveram o colon removido, processado para inclusdo em parafina e
corado por H&E para andlise morfométrica. Em A e C mucosa mostrando o epitélio normal e
[amina propria com celularidade discretamente aumentada e focal com predominio de células
mononucleadas na base da LP; em B e D area de aumento dos requadros de A e C mostrando o
predominio de células mononucleadas na base da LP e na submucosa, de forma discreta e focal.
Também observa-se no colo das glandulas tubulares a presenga de mitoses.

No grupo com a colite foram observadas, no terceiro dia, extensas areas
de erosédo (perda de epitélio superficial e de glandulas tubulares) e Ulceras (a lesédo
ultrapassou a muscular da mucosa), intercaladas, na borda dessas lesdes, com
epitélio superficial irregular e criptas dilatadas (anormalidades arquiteténicas da
criptas). Estas apresentavam infiltrado de polimorfonucleares na superficie do
epitélio ou no interior da cripta caracterizando uma criptite e/ou abscesso de cripta.
Também foi observada a presenca de anormalidades epiteliais nas criptas tais
como, achatamento do epitélio e deplecdo de mucina. A celularidade da lamina
prépria apresentava infiltrado inflamatorio misto de graus variados de intensidade,
sendo acentuado nas &reas de erosao e Ulcera (FIG. 11 A-D).
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Foram observados linfécitos intraepiteliais aos 3 dias, com diminuicdo
destes achados aos 7 e 14 dias. Aos 7 dias foi evidente a re-epitelizacdo da mucosa,
onde houve erosao e/ou ulceracdo.Na borda dessas areas as criptas apresentavam
bifurcacdo e deplecdo de mucina. Também foram observadas &areas de pseudo-
estratificacdo nuclear do epitélio e nos colos glandulares aumento das mitoses. A
lamina prépria apresentou edema aparente com presenca de fibroblastos jovens e
infiltrado mistos de graus variados. A submucosa apresentou também infiltrados
mistos de moderada a acentuada intensidade (FIG. 11E e F).

Aos14 dias apoés inducao de colite foi possivel observar projecées vilosas,
bifurcacdo de criptas, revestidas com epitélio colunar e células caliciformes. O
infiltrado inflamatério da lamina propria se manteve misto e de graus variados,

porém, com predominio de mononucleares (FIG.11G e H).



FIGURA 11 - Analise histopatolégica do intestino grosso dos animais com colite. Os animais foram
anestesiados e submetidos & injecéo intrarretal de 4cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) para indugéo
de colite. Apos 3, 7 e 14 dias, os camundongos tiveram o c6lon removido, processado para inclusdo em
parafina e corado por H&E para andlise morfométrica. A, B, C e D correspondem ao grupo colite 3
dias. Em A, lesao ulcerada da mucosa do intestino com perda de glandulas tubulares e lamina propria
com acentuado infiltrado inflamatoério misto (objetiva de 20X). Em B, ampliacéo do requadro de A. Em C,
borda da Ulcera com criptas dilatadas, células inflamatérias no epitélio da cripta e no interior. Em D,
aumento do requadro de C. Em E, F (objetivas de 20 e 40X respectivamente) grupo de 7 dias com
pseudoestratificacdo nuclear do epitélio da cripta e presenca de fibroblastos jovens. Em G e H (objetiva
de 40X) grupo de 14 dias com bifurcagéo de criptas, presenca de células caliciformes e, em H,
projegdes vilosas.
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No grupo colite tratado com MSC foram observadas, no terceiro dia, as
mesmas caracteristicas do grupo DII; porém, aparentemente, com maior frequiéncia,
de areas de re-epitelizacao intercaladas com as lesdes. Nessas areas os infiltrados
de polimorfonucleares foram evidentes na superficie do epitélio. Também foi
observada a presenca de anormalidades epiteliais nas criptas tais como,
achatamento do epitélio e deplecdo de mucina, pseudo-estratificacdo nuclear do
epitélio e nos colos glandulares aumento das mitoses. AlteragBes arquiteturais como
dilatacao e bifurcacdo das criptas também estiveram presentes. A celularidade da
lamina prépria apresentava infiltrado inflamatério misto de graus variados de
intensidade, sendo acentuado nas areas proximas da eroséo, Ulcera e entremeados
a presenca de fibroblastos jovens. Na submucosa houve também infiltrado misto de
moderada a acentuada intensidade, que nas areas da Ulcera se estendia até a

muscular propriamente dita (FIG.12).



FIGURA 12 - Andlise histopatolégica do intestino grosso dos animais aos 3 dias com colite
tratados com as adMSCs. Os animais foram anestesiados e submetidos a injecdo intrarretal de
acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) para indugéo de colite e, apds 24h, tratados com as células
mesenquimais estromais (adMSCs). Apds 3 dias, os camundongos tiveram o célon removido,
processado para inclusédo em parafina e corado por H&E para analise morfométrica. Em A, lesdo
ulcerada da mucosa do intestino com edema na borda e perda de glandulas tubulares. Na lamina
propria acentuado infiltrado inflamatoério de tipo misto (objetiva de 20X). Em B, ampliacdo do
requadro de A, o infiltrado se estende até a serosa. Em C, area de re-epitelizacdo com &reas de
epitélio cubico na superficie e perda de criptas. Observaram-se células inflamatorias na superficie
epitelial e na lamina prépria entremeadas a fibroblastos. Em D amplia¢do do requadro de C. Em E
(objetiva de 20X) é possivel observar areas de pseudoestratificacdo nuclear do epitélio da cripta e
deplecdo de mucina, assim como presenca de fibroblastos jovens. Em F, ampliagdo do requadro
de E.

Aos 7 dias se mantiveram as caracteristicas descritas com 3 dias; no

entanto, ndo foram observadas areas de erosao ou Ulceras da mucosa. Foram
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observadas também &reas de auséncia de cripta na mucosa; porém, a superficie se
apresentava re-epitelizada (FIG.13A e B).

Com 14 dias foi possivel observar bifurcacédo de criptas, revestidas com
epitélio colunar e células caliciformes. O infiltrado inflamatério da lamina prépria se
manteve misto e de graus variados; porém com predominio de mononucleares. Nas

areas distantes das lesdes a mucosa se encontrava preservada (FIG.13 C-F).



FIGURA 13 - Analise histopatoldgica do intestino grosso dos animais aos 7 e 14 dias com
colite tratados com as adMSCs. Os animais foram anestesiados e submetidos a injecédo
intrarretal de &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) para inducédo de colite e apds 24h, tratados
com as células mesenquimais estromais (adMSCs). Apos 7 e 14 dias, os camundongos tiveram o
cblon removido, processado para inclusdo em parafina e corado por H&E para analise
morfométrica. Fotos A e B correspondem ao grupo colite+MSCs de 7 dias. Em A, area de re-
epitelizacdo da mucosa do intestino com células colunares e presenca de células caliciformes (na
superficie). Perda de glandulas tubulares na lamina prépria com moderado infiltrado inflamatério
misto (objetiva de 20X). Em B, ampliacdo do requadro de A; Fotos de C a F correspondem ao
grupo de 14 dias. Em C, glandulas tubulares bifurcadas com presenca de células caliciformes e
com uma lamina prépria de celularidade aumentada. Em D, aumento do requadro de C. Em E
(objetiva de 20X) a mucosa com epitélio superficial e glandulas tubulares apresentou aparente
restituicdo das caracteristicas de normalidade, mantendo discreto infiltrado inflamatério na base
da LP. Em F aumento do requadro de E.
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Quando comparamos as histologias dos animais com a colite e animais

tratados aos 3 dias, observamos semelhanca nos achados com presenca de
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anormalidades epiteliais nas criptas e infiltrado inflamatorio misto de graus variados
mas de maior intensidade naqueles com a colite, enquanto nos tratados havia
presenca de fibroblastos jovens (FIG. 14A e B). Aos 7 dias observamos nos animais
com a colite areas de pseudo-estratificagcdo nuclear do epitélio e a lamina propria
apresentou edema aparente com presenca de fibroblastos jovens e a submucosa
apresentou também infiltrados mistos de moderada a acentuada intensidade, e
guando tratados ndo apresentaram areas de erosdo ou Ulceras da mucosa,
observando também superficie re-epitelizada (FIG. 14C e D).

J4 com 14 dias de inducdo da colite observamos que o infiltrado
inflamatdrio da lamina propria se manteve misto e de graus variados, porém, com
predominio de mononucleares. Nos animais tratados foi possivel observar que o
infiltrado inflamatdrio se manteve misto e nas areas distantes das lesdes a mucosa
se encontrava preservada (FIG.14E e F).

Para verificar a seguranca e viabilidade do tratamento de colite com as
adMSC, amostras de 6rgaos de animais que receberam a infusdo das adMSC
também foram avaliadas em I[aminas coradas por H&E. A analise histopatolégica dos
diferentes orgaos (figado, coracédo, baco, rim, muasculos, pulmdes, estémago,
intestino delgado e cérebro) ndo revelou nenhum tipo de neoformacédo tecidual,
sendo considerados 0os mesmos, tecidos dentro dos parametros da normalidade, nos
periodos de 7, 14 e 60 dias apoés a infusdo de adMSC (dados ndo mostrados). Estes
dados sugeriram que esta pode ser, de fato, uma terapia segura para a colite, sob o

ponto de vista histopatolégico.
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FIGURA 14 — Comparagdo das analises histopatologicas do intestino grosso de animais com a
colite e ap6s tratamento com as adMSCs. Os animais foram anestesiados e submetidos a inje¢édo
intrarretal de &cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) para indugdo de colite e, apds 24h, tratados com as
células mesenquimais estromais (adMSCs). Ap6s 3, 7 e 14 dias, os camundongos tiveram o c6lon
removido, processado para inclusdo em parafina e corado por H&E para analise morfométrica. Em A
animais com colite 3 dias, lesdo ulcerada da mucosa do intestino com perda de glandulas tubulares e
lamina prépria com acentuado infiltrado inflamatério misto. Em B, animais com 3 dias de tratamento,
apresentando area de re-epitelizacdo com areas de epitélio cubico na superficie e perda de criptas.
Observaram-se células inflamatérias na superficie epitelial e na lamina prépria entremeadas a
fibroblastos. Animais com a colite de 7 dias em C, com pseudoestratificagdo nuclear do epitélio da cripta.
Em D, tratados com 7dias apresentando area de re-epitelizacdo da mucosa do intestino com células
colunares e presenca de células caliciformes (na superficie). Em E, grupo de 14 dias com a colite, no qual
se observou bifurcacgéo de criptas, presenca de células caliciformes. Animais tratados com 14 dias em F,
a mucosa com epitélio superficial e glandulas tubulares apresentou aparente restituicdo das
caracteristicas de normalidade, mantendo discreto infiltrado inflamatério na base da LP (Objetiva de 20X).
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4.4 AVALIACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

4.4.1 Neutroéfilos e eosinoéfilos

A andlise quantitativa do infiltrado inflamatorio de neutréfilos e eosindfilos
na DIl e sua relagdo com o tratamento com adMSC foi realizada por meio dos
ensaios de mieloperoxidase (MPO) e eosindéfilo-peroxidase (EPO), respectivamente,
nas amostras de tecido intestinal coletadas de camundongos controles, doentes e
tratados com adMSC. De forma geral, os camundongos submetidos ao protocolo de
inducdo de inflamacgédo intestinal apresentaram maior acumulo de eosindfilos e
neutrofilos no célon em relagdo ao grupo néo inflamado PBS (Fig.15). Os resultados
mostraram aumento da enzima eosinofilo-peroxidase nos grupos etanol e colite
tratado com adMSC em comparagdo ao grupo com a colite. Esta diferenca foi
especialmente significativa quando este aumento foi comparado ao grupo controle
PBS aos 3 dias (Fig.15A, p < 0,05). Aos 7 dias ocorreu aumento da EPO no grupo
etanol quando comparado com o controle PBS e discretamente aumentado no
grupo tratado em relacdo ao grupo com a colite (Fig.15C). Quando comparamos o
grupo PBS com o grupo da DIl e tratados com as adMSCs, observamos aumento
significativo com 14 dias (FIG.15E, p < 0,05). Ja com 60 dias vimos aumento
significativo no grupo etanol comparado com PBS e aumento nos grupos tratados
com as adMSCs (FIG.15G, p < 0,05). Com relacdo a enzima mieloperoxidase,
observamos resultados especialmente significativos aos 3 e 7 dias, com aumento
nos animais com a colite quando comparados ao grupo controle com PBS, enquanto
0S animais tratados apresentaram diminuicdo da MPO quando comparados com 0s
colite (FIG.15B e D, respectivamente, p < 0,05). Os animais de 14 e 60 dias com a
colite, apresentaram resultados aumentados significativos em relagédo ao grupo PBS
e também mostraram resultados diminuidos nos tratados quando comparados com
0s animais com a colite (FIG.15F e H, respectivamente, p < 0,05). Estes dados
sugerem que esta nova terapia proposta para tratamento de colite € supostamente

efetiva e pode interferir no acumulo de eosindfilos e neutréfilos no sitio da doenca.
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FIGURA 15 - Avaliagdo da atividade das enzimas eosindfilo-peroxidase (EPO) e
mieloperoxidase (MPO) no cdlon de camundongos com colite e tratados com adMSC. Os
fragmentos de intestino foram coletados, triturados e, processados para 0s ensaios de EPO e MPO,
com leitura da densidade Optica dos sobrenadantes a 490 e 450 nm, respectivamente. Em (A), (C),
(E) e (G) avaliacdo de EPO nos dias 3, 7, 14 e 60, respectivamente. Em (B), (D), (F) e (H)
guantificacdo de MPO nos dias 3, 7,14 e 60, respectivamente. * p < 0,05.
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4.4.2 Leucocitos e células CD3"

A DIl é causada por um processo inflamatério crénico multifatorial com
importante participacao do infiltrado inflamatério intestinal na destruicdo da mucosa.
Sabendo disso, buscamos averiguar e quantificar as alteragdes no infiltrado
inflamatdrio no intestino grosso dos animais doentes e tratados com as adMSCs, por
citometria de fluxo. Para isso, primeiramente as amostras do co6lon foram coletadas
e processadas para separacao da lamina propria (LP) e dos linfocitos intraepiteliais
(IEL) nos periodos de 7, 14 e 60 dias, quando foram quantificados os leucdcitos
totais com o auxilio da camara de Neubauer. Verificamos que ap0s o tratamento
com as adMSCs ocorre diminuigdo de leucocitos presentes na area, principalmente
com 14 dias de tratamento, tanto na LP como no compartimento IEL, assim como na
LP aos 60 dias (FIG. 16A e 16C, p < 0,05). Também verificamos se o0 tratamento
com MSC poderia interferir no recrutamento e/ou acumulo de linfécitos T no intestino
grosso, onde as ceélulas mononucleares foram marcadas com anticorpo anti-CD3
conjugado a fluorocromo e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. Foi
observada reducéo da frequéncia de linfocitos T da LP dos camundongos tratados
com MSC, quando comparados aos grupos que receberam apenas 0 enema
intrarretal de TNBS para inducéo da colite, especialmente aos 14 dias (FIG.16B, p <
0,05).
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FIGURA 16 - Avaliacao do infiltrado inflamatério apods 7, 14 e 60 dias de inducdo de colite
elou tratamento com adMSC. O intestino grosso dos animais foi removido para separacdo da
lamina prépria e linfécitos intraepiteliais, para contagem total dos leucécitos na camara de
Neubauer (A e C). ou citometria de fluxo apds marcagédo com anticorpo especifico para a molécula
CD3 (linfécitos T) (B e D). Apds aquisicdo das amostras em citdbmetro de fluxo, a porcentagem de
células CD3" foi analisada na “gate” de linfécitos de acordo com parametros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) no software FlowJo. * p < 0,05. Linha tracejada: animais controles etanol
(veiculo do TNBS) com 14 dias.

4.4.3 Células NK, NKT e linféocitos T

Tendo em vista os resultados encontrados no intestino grosso, buscou-se
averiguar quais populacées poderiam estar alteradas nos linfonodos mesentéricos
(LN) e no baco (BC) dos animais eutanasiados com 7, 14 e 60 dias ap0s a inducao
da colite e tratamento com as adMSCs. Verificou-se discreto aumento na frequéncia
de células T CD3" em todos os periodos nos linfonodos mesentéricos (FIG.17A) e
baco (FIG.17B) dos animais tratados, em especial aos 7 dias no baco em
comparacdo aos animais doentes nao tratados (FIG. 17B, p < 0,05). Dentre a
populacdo de células CD3", observou-se aumento aparente dos linfocitos
CD3"CD49b" (supostamente NKT) nos linfonodos mesentéricos com 60 dias de
tratamento (FIG.17C) e reducdo no baco aos 7 (p < 0,05) e 14 dias (FIG. 17D). De
forma similar, foi observado aumento da frequiéncia de células natural killer CD49b"

nos linfonodos mesentéricos aos 60 dias (FIG. 17E, p < 0,05) e diminuicdo no baco
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com 14 dias de tratamento, ao comparar-se com 0s animais doentes néo tratados

(FIG.17F, p < 0,05), sugerindo uma possivel mod

ulagdo da resposta imune de

mucosa dependente destas células, apds a infusdo de adMSC.

>

. 100+ 1uu-
T

754 _T_

e |
T

,_
prd
CD3"'CD49b (%)
3
1

)
{0

CD3"'CD49b (% )
3
1

100 14d 60d

D]
g =
= )
3 =)
(=]

o
LN © a
o o
[m] ™
L8] (]
(3]

1001 1001

[m]

[=2]
o
1
o
(=]
1

[~
o
1

LN

CD3 CD49b" (%) H

CD3'CD49b" (%)
o

FIGURA 17 - Avaliacdo do infiltrado inflamatério dos linfonodos mesentéricos e baco ap6s 7, 14 e
60 dias de inducgao de colite e/ou tratamento com adMSC. Os linfonodos mesentéricos e o bago dos
os leucécitos, que foram marcados com
anticorpos especificos para as moléculas CD3 (PE) e CD49b (FITC). Apo6s aquisicdo das amostras em
citdmetro de fluxo, a porcentagem de linfécitos CD3" (A e B), duplo positivos CD3CD49b (NKT) (C e D)
ou simples positivos CD49b (NK) (E e F) foi analisada pelo software FlowJo. * p < 0,05. Linha tracejada:

camundongos foram removidos e macerados para extracdo d

animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.

4.4.4 Linfécitos CD4" e CD8"
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Para verificar se o tratamento com adMSC também poderia interferir no

recrutamento e/ou acUmulo de linfécitos TCD4

e TCD8 na LP, linfonodos

mesentéricos (LN) ou baco (BC), foi realizada imunofenotipagem dos leucocitos
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obtidos destes compartimentos dos camundongos controles, doentes e tratados,
apos 7, 14 e 60 dias de infusdo de adMSC. Foi observada tendéncia de aumento da
freqiiéncia de linfocitos CD3'CD4" na LP dos camundongos tratados com MSC, em
todos os periodos avaliados (FIG.18A), com aumento significativo nos LN aos 7 dias
e baco aos 14 dias em comparacdo aos animais doentes néo tratados (FIG. 18B e
18C, respectivamente, p < 0,05). J& em relagdo aos linfécitos CD3'CD8* houve
reducdo significativa na freqiéncia dessas células nos LN dos camundongos
tratados em comparacdo ao grupo colite, no dia 14 (FIG.18E, p < 0,05), com
tendéncia ao aumento na LP aos 60 dias e baco 14 dias (FIG. 18D e 18F,

respectivamente).
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FIGURA 18 - Avaliacdo da frequéncia de linfécitos T CD4 e T CD8 ap6s 7, 14 e 60 dias de
inducdo de colite e/lou tratamento com adMSC. A lamina prépria (LP, A e D), linfonodos
mesentéricos (LN, B e E) e baco (BC, C e F) foram removidos e processados para extracdo dos
leucécitos, que foram marcados com anticorpos especificos para as moléculas CD3 (PE), CD4 (PeCy5)
e CD8 (FITC). Apos aquisicdo das amostras em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células duplo
positivas CD3CD4 (A, B, e C) ou CD3CD8 (D, E e F) foi analisada pelo software FlowJo. * p < 0,05.
Linha tracejada: animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.

Sabendo que os linfécitos intraepiteliais representam uma importante
barreira na imunidade de mucosa, os mesmos foram também analisados por
citometria de fluxo. Observou-se reducéo da freqiiéncia de linfécitos T CD3" yd" com
14 e 60 dias de tratamento quando comparados com o grupo doente (FIG. 19A). Em

relagdo as populacées de linfocitos CD3'CD4" e CD3'CD8" observou-se aumento
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significativo com 14 dias nos animais tratados com MSC quando comparados

aqueles com colite (FIG. 19B e 19C respectivamente, p < 0,05).
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FIGURA 19 - Avaliacdo da frequéncia de linfécitos intraepiteliais apos inducdo de colite e/ou
tratamento com adMSC. Os linfdcitos intraepiteliais (IEL) do c6lon dos camundongos foram isolados e
marcados com anticorpos especificos para as moléculas CD3 (PE), y§ (FITC), CD4 (PeCy5) ou CD8
(FITC). Apbs aquisicao das amostras em citdmetro de fluxo, a porcentagem de células duplo positivas
CD3y5 (A), CD3CD4 (B) e CD3CD8 (C), foi analisada pelo software FlowJo. *p < 0,05. Linha tracejada:
animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.

4.4.5 Células monociticas

Ao analisar-se as células monociticas no compartimento de LP do
intestino grosso, linfonodos mesentéricos (LN) e baco (BC), verificou-se que houve
aumento na frequéncia de células dendriticas CD11c" aos 14 dias nos camundongos
com colite em relacéo aos tratados (FIG.20B, p < 0,05), o que foi observado também
no bacgo (FIG.20C). Porém, embora aos 60 dias a frequéncia de células CD11c" se
apresentasse reduzida em relacdo aos periodos anteriores, a porcentagem de
células marcadas foi significativamente maior no baco dos camundongos tratados
com adMSC em relacdo aos doentes nao tratados (FIG. 20C, p < 0,05). Nao foram
observadas diferencas na populacdo CD11c” no infiltrado da LP a despeito do
tratamento utilizado (FIG.20A). Na deteccdo de macréfagos (CD11b™) observou-se
maior freqiéncia na LP dos animais tratados aos 60 dias (FIG.20D, p < 0,05),
enguanto que nos LN foi detectada queda na porcentagem de células CD11b" aos 14
dias no grupo tratado em relagéo ao colite (FIG.20E, p < 0,05). Essa reducdo de
macrofagos foi observada também no baco dos camundongos tratados com adMSC
aos 14 e, em especial, 60 dias, quando comparados aos animais com colite ndo
tratados (FIG.20F, p < 0,05). Além disso, ao avaliar-se a populagdo de células

dendriticas CD11b*CD11c" foi visualizada diminuicdo na frequiéncia deste subtipo
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celular nos LN e baco dos animais tratados, aos 14 dias (FIG.20H e 20I,
respectivamente), além de tendéncia a reducdo desta mesma populagdo na LP,
também no dia 14 (FIG. 20G).
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FIGURA 20 - Deteccéo de células monociticas nos camundongos apés inducédo de colite e/ou
tratamento com adMSC. A lamina propria (A, D e G), linfonodos mesentéricos (B, E e H) e bago (C,
F e 1) foram removidos e processados para extragdo dos leucdcitos, que foram marcados com
anticorpos especificos para as moléculas CD11b (PE) e CD11c (FITC). Em A, B e C observamos a
porcentagem de células dendriticas (CD11c"), em G, H e | células CD11b"CD11c" e os macrofagos
(CD11b") em D, E e F;, apds aquisicdo das amostras em citdmetro de fluxo. A porcentagem de
células marcadas dentro da gate de mondcitos foi analisada pelo software FlowJo. *p < 0,05. Linha
tracejada: animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.

4.4.6 Células T reguladoras

Sabendo que células T reguladoras sdo fundamentais no controle de
processos inflamatdrios e o balanco reguladoras/efetoras define, em geral, o curso
de doencas como a DIl, buscou-se avaliar a frequéncia de células CD4" que
apresentam alta expressao da cadeia a do receptor de IL-2 (células T reguladoras

naturais) na colite, com ou sem tratamento de adMSC. Os linfonodos mesentéricos
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(LN) e o baco dos camundongos controles, doentes e tratados, apos 7, 14 e 60 dias
de infusdo de adMSC foram coletados e processados para extracdo das células
mononucleares. Estas, foram marcadas com anticorpos anti-CD4 e anti-CD25
conjugados a fluorocromos e posteriormente analisadas por citometria de fluxo.

N&o houve diferenca significativa nos percentuais de células CD4"CD25"
entre os grupos tratados e doentes, embora tenhamos observado tendéncia ao
aumento no periodo de 14 no bago dos animais tratados com adMSC (FIG. 21B).
Quando analisamos as células CD4'CD25 (células T efetoras ou reguladoras
induzidas) constatamos aumento significativo nos LN aos 7 dias pds-colite e
tratamento com adMSC (FIG.21C, p < 0,05).
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FIGURA 21 - Frequéncia de células CD4"CD25" e CD4'CD25 apds 7, 14 e 60 dias de inducéo de
colite e/ou tratamento com adMSC. Em (A e C) os linfonodos mesentéricos (LN) e (B e D) baco
(BC) dos camundongos controles e tratados foram removidos para extragdo dos leucdcitos, que
foram marcados com anticorpos especificos para CD4 (PeCy5) e CD25 (FITC). Apds aquisicdo em
citometro de fluxo, a porcentagem de células expressando CD4'CD25" (A e B) ou CD4"CD25 (C e D)
foi determinada apds analise na “gate” de linfocitos, com auxilio do software FlowJo. *p < 0,05. Linha
tracejada: animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.

Porém, com o objetivo de averiguar se as células T CD4'CD25"
guantificadas poderiam ser de fato reguladoras, buscou-se caracterizad-las com
outros marcadores caracteristicos de Tregs nos linfonodos mesentéricos e baco dos
camundongos doentes e tratados com MSC.
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Primeiramente, avaliamos a expressdo de FoxP3* em células
CD4"CD25". Embora tenhamos observado maior freqiiéncia de células CD4"CD25"
expressando Foxp3 nos LN dos animais colite aos 14 dias, a intensidade média de
fluorescéncia (MFI) dessa molécula foi aparentemente maior no grupo tratado com
MSC no mesmo periodo avaliado (FIG.22A e 22B). Observamos também elevada
freqliéncia de linfécitos CD4"CD25"FoxP3" no baco de camundongos com colite aos
14 dias em comparacdo aos animais tratados (FIG. 22C, p < 0,05), assim como
aumento da frequéncia de células CD4'CD25 expressando Foxp3 nos linfonodos
dos mesmos animais aos 14 dias (FIG. 22E, p < 0,05). Nao foram detectadas
diferencas significativas na freqiiéncia de expressao tampouco na intensidade média
de fluorescéncia de Foxp3 nos demais momentos ou 6rgaos avaliados, entre 0s

grupos doentes e tratados.
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FIGURA 22 - Quantificacéo de linfécitos T reguladores (FoxP3") apés 7, 14 e 60 dias de inducéo
de colite e/ou tratamento com adMSC. O bago (BC) (C, D, G e H) e linfonodos mesentéricos (LN)
(A, B, E e F) dos camundongos com colite e tratados foram removidos para extragdo dos leucdcitos,
gue foram marcados com anticorpos especificos para Foxp3 (PE), CD4 (PeCy5) e CD25 (FITC). Apds
aquisicdo em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células expressando Foxp3 e a intensidade
média de fluorescéncia (MIF) foi analisada dentro da populagdo de células CD4°CD25" (A-D) ou
CD4'CD25 (E-H). *p < 0,05. Linha tracejada: animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14

dias.
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Em relagéo a frequéncia de linfécitos T CD4*CD25PD-1*, vimos aumento
significativo nos LN 14 dias e baco aos 14 e 60 dias, nos animais tratados com as
adMSC em relacdo ao grupo colite (FIG. 23A e C, respectivamente, p < 0,05). Da
mesma forma, observamos também MIF de PD-1 aparentemente elevado nas
células CD4"'CD25" dos LN (7, 14 e 60 dias) e baco (60 dias) dos camundongos
tratados em relacdo aos doentes (FIG.23B e D, respectivamente). Em relacdo aos
linfécitos T CD4"CD25PD-1", observamos significativo aumento com 14 e 60 dias
no baco dos animais tratados com adMSC comparados aqueles néo tratados (FIG.
23G, p < 0,05). Os resultados do MIF para PD-1 nas células CD4"CD25 ndo foram
estatisticamente significativos, embora possa ter sido observado aumento aparente
de expressao aos 60 dias nos LN e bagco dos camundongos tratados com adMSC
(FIG. 23F e 23H, respectivamente).
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FIGURA 23 - Quantificacéo de linfécitos T reguladores (PD-1") ap6s 7, 14 e 60 dias de inducéo
de colite e/ou tratamento com adMSC. O bacgo (BC) (C, D, G e H) e linfonodos mesentéricos (LN)
(A, B, E e F) dos camundongos com colite e tratados foram removidos para extracdo dos leucdcitos,
gue foram marcados com anticorpos especificos para PD-1 (PE), CD4 (PeCy5) e CD25 (FITC). Apés
aquisicdo em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células expressando PD-1 e a intensidade média

de fluorescéncia (MIF) foi analisada dentro da populagdo de

células CD4'CD25" (A-D) ou

CD4'CD25 (E-H). *p < 0,05. Linha tracejada: animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14

dias.
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Ao se comparar 0s grupos tratados e doentes para caracterizacdo da
frequéncia de linfécitos T CD4"CD25"GITR", observamos significativo aumento com
14 dias nos LN e baco do grupo que recebeu terapia com adMSC (FIG. 24A e 24C,
p < 0,05). Quanto ao percentual de células CD4"CD25GITR", ocorreu aumento
aparente no bagco com 7e 14 dias de tratamento (FIG. 24G, p < 0,05) e aumento
significativo de MIF nos LN aos 60 dias (FIG. 24F).
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FIGURA 24 - Quantificacdo de linfécitos T reguladores (GITR") apds 7, 14 e 60 dias de inducéo
de colite e/ou tratamento com adMSC. O bago (BC) (C, D, G e H) e linfonodos mesentéricos (LN)
(A, B, E e F) dos camundongos com colite e tratados foram removidos para extragdo dos leucdcitos,
gue foram marcados com anticorpos especificos para GITR (PE), CD4 (PeCy5) e CD25 (FITC). Apés
aquisicdo em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células expressando GITR e a intensidade
média de fluorescéncia (MIF) foi analisada dentro da populagdo de células CD4"CD25" (A-D) ou
CD4'CD25 (E-H). *p < 0,05. Linha tracejada: animais controle etanol (veiculo do TNBS) com 14

dias.
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Analisando o percentual de linfécitos T CD4*CD25"CTLA-4", encontramos
discreta diminuigdo nos LN com 14 dias, baco com 60 dias e aumento nos LN com
60 dias de tratamento (FIG. 25A e 25C), embora essas diferengcas nao tenham sido
estatisticamente significativas. Para o MIF destas células, verificou-se tendéncia de
aumento nos LN aos 14 dias (FIG. 25B). Ja em relacdo as células com fenétipo
CD4'CD25 CTLA-4", observamos pequena diminuicdo na freqliiéncia no baco dos
animais tratados aos 60 dias (FIG. 25E) e discreto aumento de MIF nos LN aos 14
dias no grupo tratado (FIG. 25F).
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FIGURA 25 - Quantificagdo de linfécitos T reguladores (CTLA-4") ap6s 7, 14 e 60 dias de
inducdo de colite efou tratamento com adMSC. O baco (BC) (C, D, G e H) e linfonodos
mesentéricos (LN) (A, B, E e F) dos camundongos com colite e tratados foram removidos para
extracdo dos leucdcitos, que foram marcados com anticorpos especificos para CTLA-4 (PE), CD4
(PeCy5) e CD25 (FITC). ApOs aquisicdo em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células
expressando CTLA-4 e a intensidade média de fluorescéncia (MIF) foi analisada dentro da
populagdo de células CD4'CD25" (A-D) ou CD4'CD25 (E-H). *p < 0,05. Linha tracejada: animais
controle etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.
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Por fim, verificamos a frequéncia dos linfécitos T CD4*CD25*CD45RB"",
e encontramos aumento significativo nos LN e bago de 14 dias nos camundongos
que receberam infusdo de adMSC (FIG. 26A e 26B, p < 0,05). As células T
CD4'CD25 CD45RB"" também estavam significativamente aumentadas nos LN com
14 dias de tratamento e no baco aos 14 e 60 dias, quando comparados com 0s
grupos doentes néo tratados (FIG. 26C e 26D, p < 0,05).
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FIGURA 26 - Quantificacdo de linfocitos T reguladores (CD45RB'°W) ap6s 7, 14 e 60 dias de
inducao de colite e/ou tratamento com adMSC. O bago (BC) (B-D) e linfonodos mesentéricos (LN)
(A-C) dos camundongos com a DIl e tratados foram removidos para extracdo dos leucdcitos, que
foram marcados com anticorpos especificos para CD45RB (PE), CD4 (PeCy5) e CD25 (FITC). Apés
aquisicdo em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células expressando CD45RB foi analisada dentro
da populacéo de células CD4"CD25" ou CD4°CD25 . *p < 0,05. Linha tracejada: animais controle
etanol (veiculo do TNBS) com 14 dias.

4.4.7 Perfil de citocinas

Como a DIl é caracterizada por producdo descontrolada de citocinas
inflamatodrias que também desempenham um papel fundamental na destruicdo do
célon (Gonzalez, 2009), buscamos quantificd-las nos tecidos intestinais coletados

nos varios periodos analisados.
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Encontramos aparente redugéo de IL-2 com 7, 14 e 60 dias nos animais
tratados com adMSC em relacdo ao nao tratados (FIG. 27A). A citocina TNF-a
mostrou-se com reducédo significativa aos 3 dias nos camundongos que receberam
MSC em comparacgdo aqgueles com colite ndo tratados, embora suas concentracdes
estivessem discretamente elevadas nos periodos de 7, 14 e 60 dias (FIG. 27B). De
forma semelhante, observamos queda significativa nos niveis de IL-6 no dia 3
naqueles camundongos tratados com adMSC em comparacao ao grupo colite (FIG.
27C).

Por outro lado, em relacdo as citocinas do padrdo Th2, que supostamente
controlariam a inflamacéo exacerbada da doenca, observamos, em geral, aumento
nos grupos tratados em relacdo aos doentes. Em especial, houve elevada producéo
de IL-4 nos dias 3, 14 e 60 no intestino dos camundongos que receberam infuséo de
MSC em relacdo aos doentes nao tratados (FIG. 27D). Ainda, observamos altas
concentragdes de IL-5 nos grupos controles etanol em relacdo aos demais (dias 3 e
7), além de tendéncia ao aumento de producdo desta citocina nos animais tratados
nos dias 3, 7 e 14, em relacdo aqueles com colite (FIG. 27E). Estes resultados
sugerem um possivel desvio de resposta para o perfil Th2 no controle da inflamacao

intestinal, mediado por adMSC.
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FIGURA 27 - Avaliacdo do perfil de citocinas no célon de camundongos com colite e tratados
com adMSC. Fragmentos intestinais dos camundongos que receberam etanol, com colite ou tratados
foram removidos e triturados em soluc¢éo contendo inibidores de protease. A presenca das citocinas
IL-2 (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) foi quantificada por CBA (Cytometric Bead Array), em amostras
adquiridas em citdbmetro de fluxo. As citocinas IL-4 (D) e IL-5 (E) foram avaliadas por ELISA, nos
diversos tempos pos-colite e tratamento. Os dados foram expressos por pg/ml por grama de tecido.

*p < 0,05.

4.4.8 Linfécitos Th17

Além da indugdo de células T reguladoras e modulacdo das citocinas,

buscou-se avaliar o potencial terapéutico das MSC no controle da resposta Thl7,

sabidamente patogénica na DII. Neste contexto, foram realizadas culturas de células
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dos linfonodos mesentéricos de camundongos com etanol, doentes com a DIl e
tratados com adMSC, com re-estimulo de PMA e ionomicina, para deteccdo
intracelular de IL-17 por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que o aumento
de regulacéo foi acompanhado por uma diminui¢do da frequéncia de células T CD4
produtoras de IL-17 (Th17) nos linfonodos mesentéricos em todos os periodos pos-

tratamento (FIG. 28, p < 0,05) e no bago de camundongos com colite tratados com
as adMSC no dia 60 (dados ndo mostrados).
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FIGURA 28 - Quantificacdo de células Th17 dos linfonodos mesentéricos apo6s 7, 14 e 60 dias
de inducéo de colite e/ou tratamento com adMSC. Os linfonodos mesentéricos dos camundongos
controles e tratados foram removidos e macerados para extracdo dos leucécitos, que foram
separados por gradiente Ficoll-Hypaque para obtencdo das células mononucleares. Apos 4h de
cultura na presenca de forbol-miristato-acetato (PMA), ionomicina e brefeldina, as células foram
coletadas, marcadas com anticorpos especificos para CD3 (PE), CD4 (PeCy5) e IL-17 (Alexa 488)
para detec¢do dos linfocitos T CD4 produtores de IL-17, por citometria de fluxo. * p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

Com o intuito de investigar as alteracdes imunolégicas relacionadas ao
transplante das adMSCs, avaliamos os animais doentes na presenca ou auséncia de
tratamento. Foram estudadas as caracteristicas funcionais dos neutrofilos,
eosindfilos, linfécitos CD4*, CD8" e y§, mondcito, células dendriticas, células NK e
NKT, linfécitos com o perfil T regulador, células Th1l7 e a producdo de diversas
citocinas. Nossos estudos revelaram modulacdo significativa da resposta
inflamatéria relacionado com a presenca das adMSCs, melhorando em geral o
estado clinico dos animais que foram tratados.

Como ja descrito na literatura, alguns dos antigenos mais importantes
para caracterizacdo das MSCs sdo o CD90 (conhecido como Thy-1), CD73 (ecto-5-
Nucleotidase) e CD105 (endoglina), em alta expressdo. Além disso, observa-se
nessas ceélulas auséncia de marcadores hematopoéticos como CD45 (marcador
pan-leucocitario), CD34 (antigeno que caracteriza células progenitoras
hematopoiéticas), CD14/CD11b (expressos em mondcitos e macrofagos), auséncia
de moléculas HLA-DR, CD79a e CD19 (células B), além da baixa expressédo de
CD31, encontrado em células endoteliais (Zhang et al., 2005; Dominici et al., 2006).
A expressdo de CD13 (aminopeptidase N) e CD166 (molécula de adesao celular)
também caracteriza as MSCs (Haack-Sorensen, 2008). Assim sendo, dentro deste
contexto, nossas culturas de adMSCs apresentaram os critérios que permitiram as
definir como de fato células mesenquimais estromais, com capacidade de aderéncia
ao plastico, expressao positiva dos antigenos CD90, CD73 e CD13, expressao
intermediaria de CD166 e baixa expressdo de CD45, CD14, CD31, CD34. Além
disso, testamos o potencial supressor e a plasticidade in vitro das adMSCs e
demonstramos que estas conseguiram suprimir a proliferacdo alogeneica de PBMC
e diferenciar-se em osteoblastos e adipdcitos. Estes resultados comprovaram a sua
multipotencialidade e validaram o0s ensaios subseqlentes que envolviam reparo
tecidual e imunorregulacdo. Embora as adMSC tenham apresentado esta
multipotencialidade, sabe-se que MSCs de outra origem, como aquelas isoladas de
sangue de corddo umbilical, ndo apresentam a capacidade de diferenciacdo em
adipdcitos, mas em apenas duas linhagens mesodérmicas (Kern et al., 2006,
Meirelles et al., 2003. e Dominici M et al., 2006).
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A utilizacdo de MSCs no tratamento de doencas autoimunes foi
demonstrada pela primeira vez na encefalomielite autoimune experimental (EAE).
Posteriormente, diversos estudos pré-clinicos forneceram evidéncias que
justificaram a eficiencia da terapia. Por exemplo, em modelo de artrite, a
administracdo de MSCs diminuiu a proliferacdo de células T antigeno-especificas e
citocinas proé-inflamatorias (Augello, 2007, Gonzalez, 2009). Em outros exemplos, a
administracdo de MSCs em modelos experimentais melhorou a enteropatia
autoimune (Parekkadan, 2008), diabetes tipo 1 (Fiorina, 2009, Lee, 2006) e nefrite
causada pelo lupus (Gu, 2010). Vale ressaltar que, embora o modelo experimental
dessas doencas envolva mecanismos patogénicos diferentes, a administracédo de
MSCs exogenas para tratamento produziu efeitos similares aos observados na EAE,
inibindo a resposta autoimune periférica com diminuicao da infiltracéo de células T e
macrofagos, diminuicdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas e
melhora local com reparacéo tecidual (Zhang, 2005).

No presente trabalho observamos que as MSC apresentaram potencial
curativo na DIl, como observado pelo ganho de peso, melhora do score clinico da
doenca e auséncia de encurtamento intestinal. Na analise histolégica dos célons
observamos maior frequéncia de aparecimento de areas de re-epitelizacdo assim
como reparo mais precoce. A presenca de fibroblastos jovens nestas areas ja no
inicio do tratamento, demonstrou a tentativa de reparo nestes animais que
receberam MSC, ja que uma das funcdes dos fibroblastos € a sintese de proteinas
envolvidas na regeneracéao tecidual. Estes resultados sugeriram que as MSC podem
estar envolvidas no reparo tecidual do célon inflamado. De fato, trabalhos anteriores
mostraram que o tratamento com MSCs € altamente eficaz para a colite e uma Unica
injecdo sistémica melhorou os sinais clinicos e histopatologicos da doenca, além de
ter reduzido a alta mortalidade causada pela DIl (Gonzalez-Rey, 2009, Liang, 2010).
Outro trabalho que avaliou a DIl tratada com adMSCs teve resultados condizentes
com 0s nossos, mostrando que apds o tratamento houve aumento da taxa de
sobrevivéncia, perda de peso rapidamente recuperada assim como a aparéncia
saudavel dos camundongos que receberam MSC. As andlises histolégicas dos
cblons mostraram que o tratamento com as adMSCs reduziu inflamacao transmural
causada pela DIl induzida por TNBS (Gonzalez et. al., 2009), o que também
corrobora com os nossos achados. Em adicdao, Ciccocioppo e colaboradores

avaliaram, recentemente, pacientes com doenca de Crohn fistulizante ap6s o
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transplante autdlogo de MSCs isoladas de medula 0ssea. Obtiveram resultados
satisfatérios na maioria dos casos, com o fechamento completo das fistulas,
apresentando reducd@o paralela da doenga de Crohn e indices de atividade da
doenca perianal. Além disso, o tratamento ndo apresentou nenhum efeito adverso
(Ciccocioppo, 2011). Porém, nenhum destes trabalhos avaliou os parametros
especificos de modulagédo local da resposta imunoldgica como visto no presente
estudo.

Por apresentarem expressao consideravelmente baixa de MHC de classe
Il, as adMSCs sdao células com fenétipo ndo-imunogénico ou hipo-imunogénico, ndo
sendo reconhecidas por células T (Tse, 2003) e, portanto, permitindo o seu
transplante xenogénico. De acordo com os dados obtidos em nosso estudo,
aparentemente as ceélulas transplantadas ndo induziram per se, respostas de
rejeicdo e sim cicatrizacdo da area afetada pela colite, como visto pelas analises
clinicas, microscopicas e imunolégicas dos animais e tecidos coletados. Entretanto,
outros trabalhos demonstraram que as MSCs ndo sdo intrinsecamente
imunoprivilegiadas, sendo capazes de induzir células T de memoria apdés transplante
das MSCs (Eliopoulos, 2005; Alma; Moadsiri, 2006). Ainda, Gonzalez—Rey et al.,
demonstraram que o efeito benéfico das adMSC na DIl ndo se restringiu a um
sistema xenogénico, mas também ocorreu em transplante singeneico e alogénico,
melhorando a colite (Gonzalez—Rey; Gonzalez, 2009). Estes resultados também
foram vistos no transplante de MSCs extraidas do corddo umbilical, no tratamento
da DIl (Liang, 2010), embora em nenhum destes trabalhos certos mecanismos
especificos de acédo das MSC tenham sido esclarecidos, como no presente trabalho.

Como as MSCs podem suprimir a ativacao de células in vivo, este pode
ser um caminho para que o organismo mantenha a homeostase, inibindo a ativacéo
do sistema imune em compartimentos distintos, como a medula 6ssea e a interface
materno-fetal. Portanto, as MSCs podem modular a funcdo imunolégica das
principais células envolvidas no reconhecimento de aloantigenos, como células
apresentadoras de antigenos, as células T e células natural killer. No entanto, o
mecanismo molecular que medeia este efeito imunossupressor das MSC ainda néo
€ completamente compreendido (Rasmusson, 2006; Casiraghi, 2008). O resultado
final da interacdo entre MSCs e células imuno-competentes é provavelmente
influenciado pelo microambiente local, que inclui a presenca de citocinas,

guimiocinas, fatores de crescimento e sinais patogénicos (Uccelli et al., 2008). Neste
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contexto, N0SsS0S ensaios para avaliar a capacidade anti-proliferativa das adMSCs,
corroboraram com os dados j& existentes, mostrando inibicdo da proliferacdo de
PBMCs contato-dependente (Uccelli et. al., 2008). O papel exato pelo qual ambos
mecanismos (fatores sollUveis ou supressdo contato-dependente), suprimem a
respostas das células T ainda é uma questdo ndo totalmente esclarecida. Porém,
sabe-se que a imunossupressao por MSC humana pode ser mediada por fator de
crescimento dos hepatdcitos, TGF-B1 (DI, 2002), PGE2 (Aggarwal, 2005),
indoleamina 2, 3 dioxigenase (IDO) (Meisel, 2004), e éxido nitrico (Sato, 2007).

A Doenca de Crohn é caracterizada por falhas nos processos de
imunorregulacdo e supressao, com respostas dos linfocitos T helper (Th) 1, que
promovem ativacdo exagerada de macréfagos e infiltragdo de neutrofilos, dando
origem a uma grave e prolongada inflamagdo transmural da mucosa intestinal,
caracterizada pela producdo descontrolada de citocinas inflamatorias, mediadores
guimicos e radicais livres. Estes, sdo produzidos pelo infiltrado inflamatério e por
macrofagos residentes, que desempenham um papel critico na destruicdo dos
tecidos do colon (Bouma, 2003, Gonzélez et. al., 2009, Schirbel e Fiocchi, 2010).
Neste sentido, quando analisamos o infiltrado inflamatério de neutréfilos por MPO e
sua relacdo com o tratamento com as adMSC observamos que estas células
estavam diretamente relacionadas a inflamag¢do na mucosa intestinal, corroborando
com os estudos prévios ja publicados, que demonstraram acumulo de neutréfilos no
sitio inflamatério e sua reducédo apos tratamento com MSC (Gonzalez et al, 2009,
Gonzalez-Rey et al, 2009). Em adicdo a reducdo de MPO, o aumento dos niveis de
EPO apds o tratamento com MSC sugeriu que esta nova terapia consegue interferir
no acumulo de neutréfilos e eosindfilos no sitio da doenca, levando a uma possivel
inversdo de resposta imunolégica para um perfil Th2. A diferenciacdo para esse
subtipo de linfocito CD4" requer sinalizacdo mediada por IL-4, a qual eleva sua
prépria producdo e a de outras citocinas, como IL-5, responsavel pela geracédo de
eosindfilos (Zhu, 2010). Assim, para ativacdo de um linfécito Th2 € necesséaria a
supressdo de outros destinos, como a inibicdo da expressdo de STAT4 ou T-bet,
gue levariam a diferenciacdo para Thl. Este perfil de resposta, além do Thl7,
seriam responsaveis pela inflamacédo exacerbada na mucosa intestinal no modelo
utilizado. Neste sentido, o recrutamento de eosindéfilos pode estar diretamente

relacionado a regressao da DII.
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Além de granuldcitos, sabemos que a DIl € também caracterizada por
infiltracdo de células mononucleares que corroboram com a destruicdo da mucosa
inflamada. Neste contexto, a quantificacdo geral do infiltrado inflamatério nos
animais tratados demonstrou um papel para as MSC na reducdo de linfocitos no
célon (LP e IEL), sugerindo que este tratamento poderia intervir no recrutamento
e/ou acumulo dessas células no intestino. Linfécitos intraepiteliais intestinais (IEL)
sdo uma populacdo heterogénea de linfécitos localizados entre as células do epitélio
intestinal e responsaveis pelo monitoramento da integridade do epitélio. Neste
compartimento intraepitelial ha presenca de grande quantidade de células T gama-
delta e outros linfocitos como T CD4 e, principalmente, TCD8 0s quais, em nosso
trabalho, poderiam estar execercendo funcao protetora na reconstituicdo do epitélio
intestinal pos-tratamento (Jabri, 2007). Ja a LP consiste de células B (15-40%),
células T (40-90%) e um numero limitado de células natural killer.

O segundo importante subtipo de leucécitos na LP € a linhagem de
monaocitos / macréfagos, presentes no coélon difusamente. Eles sdo um grupo
heterogéneo composto de células com propriedades fagociticas ou especializadas
na apresentacdo de antigenos (Geboes, 2003). De forma geral, o tratamento da
inflamacéo intestinal com MSC levou também a reducéo do acumulo de macrofagos
e células dendriticas na mucosa intestinal e tecidos associados, o que corrobora
com o papel anti-inflamatoério dessa populacédo de células estromais. Os macréfagos
intestinais normais sao condicionados pelo microambiente da mucosa para
expressar um fenotipo ndo-inflamatorio, produzindo baixa expressao de receptores
para a imunidade inata e a producéo limitada de citocinas pré-inflamatorias (Smith,
2005). Em contraste, na DIl os macrofagos afetados da mucosa exibem um fenétipo
ativado e sdo fenotipicamente heterogéneos. Os macréfagos que expressam CD14,
recrutados a partir do sangue periférico, podem produzir varias citocinas pro-
inflamatorias como a IL-1a, IL1-B e TNF-q, IL-23 e IFN-y, as quais auxiliam na
ativacdo de células T no local da inflamacdo (Rugtveit, 1994, Rugtveit, 1997). De
forma similar, as células dendriticas intestinais sdo células apresentadoras de
antigenos envolvidas na iniciacdo e regulacdo dos fenébmenos imunolégicos inatos
no local, mas também tem um papel na resposta imune adaptativa (Rescigno, 2009).
Como macrofagos, sua funcdo é modulada pelo microambiente da mucosa, podendo
funcionar na protecdo e defesa, induzir tolerdncia ou mediar inflamacgéo

(Bilsborough, 2004). Na DI, as células dendriticas sdo ativadas, sua expresséo de
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receptores microbianos é reforcada, e produzem niveis elevados de citocinas pro-
inflamatérias como IL-12 e IL-6 (Hart, 2005). Neste contexto, a diminuicdo das
células monociticas na LP, bago e linfonodos mesentéricos pds-infusdo de MSC
pode ter contribuido para melhora da inflamacao intestinal em questao.

Quando averiguamos as populac¢des nos LN e baco, observamos discreto
aumento de células CD3" em todos os periodos nos animais tratados, o que indica
uma possivel participacdo de linfocitos T nesta resposta. Dentre as células CD3", o
acumulo diferencial dos linfécitos NKT CD3"CD49b" e, além disso, de células natural
killer CD3'CD49b" nos LN e baco, sugeriu uma possivel modulacio da resposta
imune de mucosa dependente destas células apods a infusdo de MSC. As células
NKT podem produzir, apds ativacdo do TCR, varias citocinas com papeis
importantes na imunidade da mucosa (Middendorp, Nieuwenhuis, 2009), maturacao
e ativacado de células dendriticas (Hermans, Silk, Gileadi, 2003). As células NKT
foram avaliadas em varios modelos experimentais da DIl, sendo que a transferéncia
combinada de células T CD4 patogénicas com ceélulas NKT leva a melhora da
doenca (Hornung, Farkas, Sattler et. al., 2006). Por outro lado, as células NK sé&o
importantes células efetoras da resposta imune inata, requeridas para a primeira
linha de defesa contra células transformadas e infectadas, exercendo importante
papel na interligacdo das respostas imunes inata e adaptativa, por meio da secrecao
de IFN-y (Martin-Fontecha et al., 2004). Outro trabalho também mostrou que a
infusdo de MSCs pode melhorar o enxerto de células hematopoiéticas na leucemia
mieldide aguda, fornecendo apoio estromal adequado e interagindo com as células
transplantadas. Além disso, o0 efeito benéfico da MSCs também reflete sua
capacidade de inibir a proliferacdo de linfocitos T do doador e de prejudicar a fungéo
das células dendriticas residuais do paciente. Através do bloqueio de células T do
paciente, as MSCs pode evitar a rejeicdo do transplante hematopoiético inibindo
células NK e induzindo um ambiente apropriado para o processo de cura. Embora
todas essas a¢fes das MSC possam resultar em um transplante bem sucedido, dois
efeitos podem ocorrer. Primeiro, as células NK podem matar MSCs (que expressam
baixos niveis de MHC classe |) e transportar ligantes para a ativacdo de receptores
NK. Segundo, MSCs podem inibir a proliferacdo de células NK e funcdes efetoras,
incluindo a citotoxicidade e produgéo citocinas (Uccelli, et. al., 2008)

O aumento relativo de células T poderia, também, ser explicado com base

na maior freqiéncia de células TCD4 nos LN e bago dos animais tratados com MSC,
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embora ndo se saiba, ao certo, se esta populacdo é reflexo de maior acimulo de
linfécitos efetores ou reguladores. No entanto, 0 menor acumulo de células T CD8
nos linfonodos mesentéricos 14 dias apos infusdo de MSC poderia ser indicativo da
reducdo de uma populagcdo potencialmente patogéncia e inflamatéria na DII. Estes
resultados corroboram parcialmente com trabalho publicado anteriormente, o qual
demonstrou que o tratamento de DIl experimental com transplante de medula 6ssea
associada a imunossupresséao, gera reducdo acentuada de células CD4" e CD8" no
célon, fato que provavelmente contribuiu para a melhora da inflamacao intestinal e
regressao da doenca, neste caso (Godoi, 2008).

As células T CD4'CD25" s&o potenciais reguladoras da resposta imune-
inflamatoria nas DIl. Estudos mostram que a regulacdo do desenvolvimento da
inflamacéo intestinal € dependente da presenca e funcédo de células T reguladoras
no intestino, que podem agir inibindo respostas inflamatorias excessivas, como Thl
e, supostamente, Th17 (Yu et al., 2007). Nossos resultados demonstraram tendéncia
de aumento das células CD4'CD25" (reguladoras naturais) e CD4'CD25", assim
como a maioria dos marcadores de Tregs nessas populacdes, apds o tratamento
com MSC, sugerindo que o transplante xenogénico de MSC pode controlar a
inflamac&o intestinal por meio da inducdo de células T reguladoras. Sabe-se que as
MSCs sédo capazes de realizar imunorregulacdo de processos inflamatorios e que a
presenca de MSCs humanas em cultura mista de linfocitos (MLR) favorece a
diferenciacdo de subpopulacdes de células T CD4" que expressam um fenotipo
regulador/supressor (CD4'CD25") (Casiraghi, Selmani, 2008, Batten, 2006,
Aggarwal, 2005, Maccario, 2005, Di lannl, 2008).

Por outro lado, o papel de Treg na imunomodulacao induzida pelas MSCs
€ controversa. Ha dados que demonstram que a inibicdo mediada pelas MSCs no
sistema imunolégico humano néao é revertida pela remocdo de Treg na co-cultura
(Krampera, 2003). Com isso, um dos mecanismos mais importantes que as MSCs
suprimem as respostas imunes € através da inducdo de células T reguladoras
(Tregs) (Nauta e Fibbe, 2007). Ainda, o aumento do numero de células
CD4"CD25Foxp3* em 6rgéos linfoides e no enxerto de animais a longo prazo indica
gue as MSC sdo capazes de iniciar um processo ativo tolerogénico. Este,
supostamente se sustenta através da interagdo com a populacdo residente de
células T, favorecendo a geracéo de Tregs CD4'CD25" (Casiraghi, 2008). Tendo em

vista estes e outros estudos anteriores (Gonzalez 2009, Gonzalez-Rey, 2009), os
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dados encontrados em nosso trabalho nos permitem supor que, embora nao
tenhamos observado alta expressdo de FoxP3 nos camundongos tratados com
MSC, os demais marcadores de Tregs corroboram com a hip6tese de que as MSC
infundidas podem ter gerado imunorregulacéo e controle da resposta intestinal nos
animais com DII.

As células T reguladoras também podem expressar outras moléculas
fenotipicas, incluindo CD45RB"" (Lee, 1990), CTLA-4 (Read, 2000, Kingsley, 2002),
PD-1 (Augello, 2005, Sharma, 2007), GITR (McHugh, 2002) entre outras. Ha
evidéncias crescentes de que essas células T com funcéo reguladora desempenham
papel central no controle da reatividade a auto-antigenos e respostas aloimunes
(Cassis, 2005).

As Tregs se utilizam de varios mecanismos para exercerem suas funcdes
reguladoras. Um destes mecanismos € através da estimulacdo da expresséao de PD-
L em células dendriticas e outras células, que ao se ligarem em PD-1 expresso em
células T efetoras induzem a apoptose (Augello, 2005, Sharma, 2007). Também foi
visto em camundongos, que células T CD4" naive expressam altos niveis de
CD45RB, enquanto que células T CD4" que ja encontraram antigenos expressam
baixos niveis de CD45RB (Lee, 1990). A andlise funcional do CD45RB" e
CD45RB"" em células T CD4" demonstrou que ocorrem importantes interacées
reguladoras entre esses subgrupos in vivo, com atividade reguladoras sendo
principalmente na populacdo CD4" CD45RB"" (Hara, 2001, Powrie, 1993, Davies,
1999).

Através do contato células a células, as Tregs ativadas provocam
diminuicdo da expressdo de CD80 e CD86 nas APCs, o0 que pode estimular as
células dendriticas a expressarem a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que
cliva o triptofano levando a formacao de produtos téxicos no citoplasma da célula, e
consequente diminuicdo da proliferacdo de células T. As MSCs também estao
envolvidas nessa modulacdo da resposta imunoldgica interagindo com a IDO
(Aggarwal e Pittenger, 2005). Este processo parece ser dependente do antigeno de
linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA4, CD152) que é expresso constitutivamente em
células T reguladoras (Cardoso, 2008, Read, Takahashi, 2000). O CTLA4 parece
estar funcionalmente associado com as células Tregs, mas sua expressao nao é

especifica para essa populacdo de células (Linsley, 1991, Engen, 2002).
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O GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) é
expresso pelas células Tregs apds a exposicdo a aloantigenos (Zelenika,2002), bem
como ocorre expressdo constitutiva em células reguladoras (McHugh, Shimizu,
2002). Varios trabalhos tem sido descritos sobre a interagdo dessas moléculas de
superficie como fatores importantes na modulacdo da reposta inflamatéria em
diversas doencas autoimunes, como a expressao de CTLA-4 e PD-1 na artrite
reumatoide (Singer, 2011). Neste contexto, o aumento das células T no baco e
linfonodos mesentéricos pos-infusdo de MSC com um perfil regulador CD4"CD25" e
CD4'CD25" pode ter contribuido para melhora da inflamag&o intestinal em questao.

Porém, para avaliar mais precisamente a modulacdo da resposta imune
intestinal, fez-se necessaria a quantificacdo das citocinas produzidas no célon, na
presenca e auséncia de tratamento com MSC. Os resultados mostraram, em geral,
regulacdo da resposta inflamatéria e conversao para resposta imune do padréo Th2,
a qual supostamente auxiliou no controle da doenca. Estes efeitos foram mais
evidentes nos primeiros dias pés-tratamento, quando observamos maior reducdo de
TNF-a e IL-6 com aumento de IL-4 e IL-5 nos animais tratados com MSC. Estes
resultados corroboraram parcialmente com aqueles encontrados por Gonzalez et al,
2009, que observaram reducdo dos niveis de TNF-a apds tratamento de colite
experimental com MSC humanas. Ao contrario, Godoi et al 2008 ndo observaram
aumento significativo de IL-4 poés-tratamento de DIl induzida por TNBS com
imunossupressao e transplante de células totais de medula 6ssea. Por outro lado,
observamos também discreto aumento de TNF-a nos dias 7 e 14, o que poderia
estar relacionado a alguma resposta xenogéncia as MSCs humanas.

Conforme exposto anteriormente, as células T pro-inflamatorias e as
citocinas por elas produzidas séo os principais efetores na inducao e perpetuacao da
inflamacédo intestinal na DIl (Bouma, Strober, 2003, Colombel, Watson, Neurath,
2008). Sabendo que recentemente foi descrita a participacdo de células T
produtoras de IL-17 na DII, buscamos caracterizar esta populacdo Thl7 nos
camundongos doentes e com colite tratados com MSC. Os dados obtidos indicaram,
pela primeira vez, uma importante participacdo das MSC na reducéo do padréo de
resposta Thl7, potencialmente patogénico no modelo de inflamacao utilizado. Na
colite induzida por TNBS a IL-17 é pré-inflamatoria e participa do dano tecidual na
mucosa intestinal (Zhan, 2006). Nossos dados estdo de acordo com Godoi et al,

2008, que observaram reducdo dos niveis de IL-17 apds imunossupressao e
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transplante de medula Ossea para tratamento de colite induzida por TNBS,
sugerindo que, de fato, a IL-17, neste modelo de DII, é patogénica, e sua producao
pode ser regulada por tratamentos imunossupressores como a ciclofosfamida ou
terapia celular com MSC. As células Th17 e IL-17 tém sido encontradas em niveis
elevados no soro e no tecido intestinal de pacientes com a DIlI, corroborando com a
hip6tese da participacéo dessas células no desenvolvimento da doenca (Kobayashl,
Okamoto, Hisamatsu et al., 2008). No presente trabalho, a reducdo de Thl7 foi
concomitante a diminuicdo do acumulo de neutréfilos no célon dos camundongos
doentes tratados com MSC, o que estd de acordo com estudos anteriores, 0s quais
mostraram que, além de inducéo de inflamagéo, a IL-17 promove o recrutamento de
células mononucleares e neutrofilos para tecidos periféricos (Elson, Cong, Schoeb et
al., 2007), (Shen, Scott, Durum, 2010), amplificando ainda mais a inflamacéao local e
o combate a bactérias extracelulares. As células humanas Th17 na DIl também
podem expressar IFN-y bem como IL-23R e IL-12RB2 (Th17/Th1). Além disso, IL-12
pode diminuir a expressao de RORyt e IL-17, enquanto aumenta expressao de T-bet
(Annunziato, 2007), levando a inibicdo de células Th17 pelo IFN-y (Weaver, 2007).
Ainda, estudos relataram que tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-17
agravou a colite induzida por DSS (dextran sulfato de sd6dio) em camundongos
(Ogawa, Andoh, Araki et al., 2004). Também ha o papel da IL-23 em desempenhar
bloqueio na funcdo das Treg, sugerindo que células derivadas do sistema imune
inato que sintetizam IL-23 podem promover colite ndo s6 pela inducédo da producéo
de IL-17, mas por inibicdo da funcdo das células Treg (FoxP3") (lzcue, 2008;
MALOY, 2003).

Concluindo, nossos resultados contribuem para os achados sobre a
utilizacdo das MSCs na modulacdo de doencas inflamatérias e autoimunes. As
MSCs sao de suma importancia para a regulacao das respostas que poderiam levar
a producéo exagerada de mediadores inflamatérios causadores da DII. O tratamento
de camundongos com DIl induzida experimentalmente demonstrou o potencial
terapéutico de MSC xenogénicas no controle das respostas desreguladas de
mucosa intestinal, culminando com a visivel melhora clinica dos animais tratados.
Finalmente, estes resultados abrem novas perspectivas de tratamentos mais
efetivos para doencas de dificil controle como a doenca de Crohn e a retocolite

ulcerativa, tendo por base a terapia celular com MSC humanas.
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6. CONCLUSOES

6.1 As MSCs provenientes de tecido adiposo apresentam marcadores de
superficie, plasticidade e potencial supressor semelhantes as populacdes

de MSC ja previamente isoladas de outros tecidos.

6.2 As AMSC séo capazes de controlar a inflamagéo intestinal e os sinais

clinicos da DIl induzida experimentalmente em camundongos.

6.3 O infiltrado inflamatério na DIl € influenciado pelo tratamento com MSC, o
gual diminui o acumulo de neutroéfilos, macréfagos e células dendriticas no
colon, bago e linfonodos mesentéricos com modulagdo das populacdes de
células NK/NKT e linfécitos T, além de levar ao aumento de eosindfilos no

intestino.

6.4 O tratamento da DIl com MSC induz inversdao do padrdo de resposta
imune intestinal, com reducédo de citocinas inflamatodrias, diminuicdo da

populacédo de células Th17, aumento de regulacéo (Tregs) e resposta Th2.
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ANEXOS

ANEXO -1

Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO COM ENVOLVIMENTO DE ANIMAIS

IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: Potencial terapéutico de células mesenquimais estromais na doenca inflamatdria
intestinal.

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEUA UFTM: 08/12/2008
PROTOCOLO CEUA/UFTM: 106

manipular os animais, seguindo as orientagdes da Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratério
antigo COBEA.

Todos os procedimentos cirirgicos sdo realizados em capela de fluxo laminar horizontal, previamente
esterilizados seguindo normas padronizadas de uso da capela. Os instrumentais cirtirgicos utilizados nos
procedimentos serdo colocados, apds seu uso, em solugdo de hipoclorito para desinfecgdo e, a continuagdo,
lavados em 4gua corrente e detergente neutro e em seguida, serdo colocados em estufa para sua esterilizagio.
Materiais descartaveis, como seringas, laminas de bisturi e agulhas serdo desprezados em recipiente proprio
de materiais perfuro-cortantes.

9. ORCAMENTO FINANCEIRO DETALHADO DA PESQUISA E FONTE DE RECURSOS
Descrito um Total de R$100.000,00.

10. CRITERIOS PARA SUSPENDER OU ENCERRAR A PESQUISA
Nio se aplica.

11. ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS

Para o pesquisador e seus colaboradores, o projeto visa o desenvolvimento de novas terapias para as doengas
inflamatdrias/auto-imunes cronicas e recidivantes, em especial as DII, com base na utilizagdo de MSCs. Além
do entendimento da patogénese e da modulagdo da resposta imune nas DII, os resultados esperados
compreendem o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para essas doengas e a validago de futuros
ensaios clinicos. Sendo assim, este projeto visa proporcionar bases cientificas para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o tratamento da colite ulcerativa e/ou doenga de Crohn.

12. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO
Protocolo adequado segundo parametros éticos.
PARECER DA CEUA: Aprovado.
(O relatdrio anual ou final deverd ser encaminhado pelo Pesquisador um ano apés o inicio do processo).

euniAo: 10[12/ 7040

AN
erme Vannucchi Portari
denador da CEUA

Prof. Dr.

Rua Frei Paulino n® 30, 2° andar - Sala H - CEA-Centro Educacional e Administrativo-Bairro Abadia - CEP: 38025-180 — Uberaba-MG
Telefax: (0**34) 3318 5854 E-mail: ceua@pesqpg.uftm.edu.br
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ANEXO -2

SO
UV

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Termo de Consentimento
TITULO DO PROJETO: Potencial terapéutico de células mesenguimais estromais na doenca
inflamatdria intestinal

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo “Potencial terapéutico de células
mesenquimais estromais na doenga inflamatoria intestinal”. Os avangos na area da salde ocorrem
através de estudos como este e, por isso, sua participacdo € importante. O objetivo deste estudo é
avaliar o potencial terapéutico das células mesenquimais estromais humanas na doenca inflamatoria
intestinal induzida experimentalmente. Ele ajudara no tratamento para 0s pacientes que possuem esta
doenca. VVocé pode participar desse estudo como paciente saudavel que apenas doou gordura de sua
cirurgia. Caso vocé participe, serd coletada a gordura que seria descartada ap6s sua lipoaspiracao.
Vocé ndo terd nenhum desconforto adicional, como os j& previstos para a sua cirurgia.

Vocé podera ter todas as informagfes que quiser e poderd nao participar da pesquisa ou retirar
seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no
estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas
necessarias para a realizagdo da pesquisa nao serdo de sua responsabilidade. Seu nome nao aparecera
em qualguer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um namero.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , i elou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei
submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisédo e que
isso ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome ndo serd divulgado, que ndo terei despesas e
ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, ............. [, [oiiiiiiiii,
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato do pesquisador orientador: (34) 3318 5203
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ANEXO -3

717

MINISTERIO DA EDUCACAO -
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

IDENTIFICACAQ ;
TITULO DO PROJETO: POTENCIAL TERAPEUTICO DE CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS NA‘
| DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL
| PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM ‘
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 05-08-2009
PROTOCOLO CEP/UFTM: 1447

[ k;ge;te_s ﬁﬂ PCR: kits de extméﬁb de RNA e confecgio de cDNA, feagerﬁés ;;é;extr?c-ﬁo de Rﬁe’nzimasv,_hﬁofoif)?' |
cubetas, SYBR green, dNTPs, placas de PCR, plasticos selantes para placas de PCR, materiais e reagentes utilizados no

PCR, etc. | ‘
!' Reagentes para citometria de fluxo: enzimas para digestdo de tecidos, liberases, colagenases, anticorpos, BSA, soro
’ bovino fetal, meio de cultura RPMI, software para andlise das aquisigdes no citometro, isogen, DNAse, etc. . 28.000,00 |
r - S e 25.000,00

Reagentes para cultura de células e ensaios in vitro: beads magnéticas, concanavalina A, anticorpos anti-CD3, CFSE, \

meio de cultura a-MEM, Ficoll Hypaque, DMSO, placas de cultura, soro especial para cultivo de MSCs, tripsina, | |

anticorpos e meios para diferenciagio e caraterizagao das MSCs, etc. |

Material de escritério/outros: Papel branco (tamanhos carta e Ad), papel de fax, toners, fitas/cartuchos de impressora, | 3.000,00

CDs para gravago de dados, grampeadores, cola, envelopes, participagio em congressos nacionais e internacionais, etc. |
) 7 100.000,00 |
—— — — J

| Total parcial
Fonte: Processo CNPq n° 573841/2008-0 - Edital 17/2008 — Terapia Celular

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR

Salério de professora adjunta da UFTM. )

13. ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE OBTE-LO

O Termo serd obtido de individuos saudaveis e voluntérios que irdo realizar procedimento normal de cirurgia
plastica/lipoaspiragdo na Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelos pesquisadores,
através de esclarecimentos individuais e coleta das assinaturas.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO - O protocolo foi adequado para atender as determinagdes da

Resolugiio CNS 196/96.

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUGAO CNS 196/96 E COMPLEMENTARES

PARECER DO CEP: APROVADO
(O relatério anual ou final deveri ser encaminhado um ano apos o inicio do processo).
DATA DA REUNIAO: 13-11-2009

Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional ¢ Administrativo da UFTM) —2° andar, Sala H — Abadia — Cep: 38025-180
Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: cep@prodepe.uftm.edu.br



