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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células estromais multipotentes que possuem
capacidade de se autorrenovar e se diferenciar em linhagens celulares mesodérmicas. Estas
células apresentam morfologia fibroblastoide e podem ser isoladas de diversos tecidos. Nos
ultimos anos, as CTMs tém despertado intenso interesse cientifico devido as suas
propriedades imunomodulatorias. Embora os mecanismos adjacentes envolvidos nesse
efeito ndo estejam completamente elucidados, ha relatos de resultados promissores apds o
uso clinico destas células para tratamento de algumas doencas que envolvem desordens
imunologicas, especialmente no caso da doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH), o
que torna as CTMs uma ferramenta terapéutica promissora. Tendo em vista o nimero
emergente de publicacdes voltadas a desvendar os mecanismos moleculares que regem o
efeito supressivo das CTMs e a grande quantidade de relatos acerca do potencial clinico
dessas células, através desse trabalho pretende-se revisar os principais mecanismos de
supressao que as CTMs exercem sobre os linfocitos T, além de discutir a efic4cia clinica do

uso das CTMs para tratamento da DECH.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, propriedades imunomodulatorias, doenca

do enxerto contra o hospedeiro.



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent stromal cells with the capacity for both
self-renewal and differentiation into mesodermal cell lineages. MSCs have a fibroblast-like
appearance and can be isolated from several tissues. In recent years, MSCs have attracted
the interest of researchers due to its immunomodulatory properties. Although the
mechanisms involved in these effects are not fully understood, there are positive reports
after the clinical use of these cells in the treatment of some immune diseases, especially of
the graft versus host disease (GVHD). Given the need to clarify the mechanisms used by
these cells to supress the immune system, this study aims to summarize the latest findings

about such mechanisms and discuss the clinical efficacy of MSC in the GVHD treatment.

Keywords: mesenchymal stem cells, immunomodulatory properties, graft versus host

disease.
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1 INTRODUCAO

O transplante de medula 6ssea (TMO) constitui uma medida terapéutica util para
tratar doencas em que ha comprometimento na produgdo das células sanguineas, o que
pode ocorrer em canceres hematologicos e ndo hematoldgicos. O TMO também esta
indicado como tratamento complementar em distirbios autoimunes e deficiéncias
imunoldgicas congénitas. No Brasil, existem 70 centros de transplante de medula 6ssea
atualmente, sendo 26 habilitados para proceder a realizagdo de transplantes envolvendo
doadores ndo aparentados. No Instituto Nacional do Cancer (INCA) sdo realizados, em

média, 8 transplantes por més (INCA, 2014).

Apesar de o TMO ser um procedimento amplamente utilizado, ap6és a sua
realizacdo frequentemente sdo observadas algumas complicagdes como infecgdes, rejeicao
ao enxerto, recidiva da doenca de base, doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH),
dentre outras. Dentre essas complica¢des, a DECH, que constitui a principal complicagao
associada ao TMO, ocorre em 40 a 50% dos casos e ¢ responsavel por 15 a 40% da
mortalidade aguda decorrente do TMO, mesmo com emprego de terapia convencional
(NEUDOREF et al., 1984). Além disso, a mortalidade por DECH croénica € superior a 30%

em cinco anos pos-transplante (BREATHNACH, 1986).

Nesse contexto, as células-tronco mesenquimais (CTMs) tém emergido como uma
importante ferramenta terapéutica devido as suas propriedades imunomodulatérias, sendo
utilizadas no transplante alogénico de medula 6ssea a fim de propiciar o enxertamento
mais eficiente e modular o sistema imune do doador, o que contribui para prevenir ou tratar
a DECH (LE BLANC et al., 2008). Embora as CTMs tenham dado origem ao primeiro
medicamento a base de células, o Prochymal® (Osiris Therapeutics, 2014), existem dados

conflitantes na literatura quanto a taxa de eficiéncia dessas células, bem como em relagao
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aos mecanismos de acdo que elas utilizam para suprimir a resposta imunologica,
especialmente no que diz respeito aos linfécitos T. Desse modo, torna-se necessario
detalhar os principais mecanismos utilizados por essas cé€lulas para modular os linfocitos T

assim como discutir a eficacia clinica da utilizacdo de CTMs para tratamento da DECH.
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2 OBJETIVO

Esse trabalho tem por objetivo revisar a literatura a fim de apresentar uma
atualiza¢do quanto aos mecanismos utilizados pelas CTMs para modular os linfocitos T,

bem como discutir a eficacia da utilizagdo dessas células no tratamento da DECH.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico das Células-tronco Mesenquimais.

O conceito de célula-tronco mesenquimal (CTM) foi introduzido em 1991 para
definir uma populagdo de células capaz de dar origem a células do mesénquima
(CAPLAN, 1991). Os estudos acerca destas células tiveram inicio na década de 1960
quando Friedenstein e colaboradores detectaram a presenga de um novo tipo celular na
medula 6ssea de roedores que consistia em progenitores multipotentes de tecido
conjuntivo, e apresentava evidente potencial de autorrenovagdo, sendo capaz de regenerar

o tecido 6sseo (FRIEDENSTEIN et al., 1968).

O cultivo das CTMs revelou a formagao de colonias com células que apresentavam
aparéncia semelhante a fibroblastos, sendo estas colonias denominadas unidades
formadoras de coldnia de fibroblastos (UFC-Fs) (FRIEDENSTEIN et al., 1970). Em 1987
foi realizada uma andlise in vitro da diferenciagdo osteogénica destas UFC-Fs, o que
proporcionou melhor compreensdo dos mecanismos de diferenciacdo e regulacdo da
osteogénese, bem como de outras linhagens celulares fibroblasticas (OWEN et al., 1987).
Além disso, foi proposta a existéncia de um sistema estromal, que teria na base de sua

hierarquia uma célula-tronco estromal.

Atualmente, a Sociedade Internacional para Terapia Celular (ISCT, do inglés
International Society for Celular Therapy) estabelece que a designacdo mais adequada
para definir as CTMs ¢ ‘célula mesenquimal estromal multipotente’ (HORWITZ et al.,
2005). Neste trabalho a sigla CTM serd utilizada em referéncia as células estromais

mesenquimais, com base na nomenclatura atual.
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3.2 Caracterizaciao das Células-tronco Mesenquimais

A ISCT propde trés critérios minimos para caracterizar as CTMs: 1) aderéncia ao
plastico quando mantidas sob condic¢des de cultura padronizadas, 2) expressao de antigenos
de superficie especificos e 3) capacidade de diferenciacdo in vifro em osteoblastos,

adipdcitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006).

Os antigenos de superficie expressos na membrana das CTMs sdo denominados
marcadores de membrana e permitem a caracterizacdo fenotipica destas células. Embora
exista uma ampla gama de marcadores positivos nas CTMs, observa-se uma
heterogeneidade no padrdo de expressdao desses marcadores por parte de diferentes grupos
de pesquisadores, possivelmente em fun¢do de variagdes nos métodos de cultura ou do
estdgio de diferenciacdo das células (DOMINICI et al., 2006). Além disso, as CTMs
partilham caracteristicas comuns com outros tipos celulares, como endotélio e células
musculares (MINGUELL et al., 2001), por exemplo, e apresentam um perfil altamente
variavel de antigenos de superficie celular, o que dificulta a identificagdo de um marcador
universal unico (SIMMONS; TOROK-STORB, 1991; JIANG et al., 2002; VOGEL et al.,
2003). Para resolver tais divergéncias, foi convencionado que, para serem consideradas
CTMs, os marcadores CD105, CD73 e CD90 devem apresentar expressao positiva em
mais de 95% das células em cultura, e que CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA-DR nao estejam presentes em mais que 2% dessas células (DOMINICI et al.,
2006). A escolha desses marcadores, que constituem antigenos tipicamente
hematopoiéticos, visa descartar a possibilidade de que as células em cultura sejam células
hematopoiéticas ou endoteliais (o antigeno CD34, além de caracterizar progenitores
hematopoiéticos, ¢ também um marcador de células endoteliais) (DOMINICI et al., 2006).
A expressao desses marcadores ¢ identificada empregando-se a técnica de citometria de

fluxo, que analisa caracteristicas fisicas e quimicas das células.
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A diferenciagdo das CTMs em linhagem mesodérmica ¢ um processo fisioldgico e
ocorre desde o periodo embriondario (Figura 1A). Contudo, os mecanismos que conduzem
as CTMs a essa diferenciagdo ndo estdo completamente esclarecidos. Sabe-se que alguns
fatores de crescimento soluveis (citocinas) regulam o processo de diferenciacdio em
diferentes linhagens (HUANG et al., 2010; WEISS et al., 2010). Além disso, estudos
demonstram que o controle da diferenciacdo das CTMs, bem como do fenotipo, dependem
do mecanismo de adesdo celular (KANG et al., 2014) e de for¢as mecanicas (KANG et al.,
2012). A partir de informagdes coletadas de diversos estudos, foi proposto um modelo de
regulacdo da diferenciacdo celular no qual as células poderiam ser divididas em dois
grandes grupos: células-tronco e células "comprometidas" (Figura 1B). Nesta proposta, as
células-tronco estariam sujeitas a modificagdes transcricionais gerando células precursoras
sem modificagdes significativas em seu fenotipo ou capacidade de autorrenovacgio.
Quando submetidas a estimulos especificos, as CTMs sofrem divisdo celular assimétrica,
dando origem a uma célula que mantém a multipoténcia da célula-mae e a outra
apresentando uma capacidade mais restrita de diferenciacdo, tornando-se tripotente (da
origem a trés diferentes tipos celulares) ou bipotente (dois tipos celulares). A partir deste
momento, embora algumas células possam preservar similaridades morfologicas com as
células multipotentes, apresentam diferencas no perfil de expressdo génica. Quando uma
célula se torna unipotente, ela possui propriedades especificas da linhagem final e
morfologia bem caracteristica (BAKSH et al., 2004). O mecanismo de controle do transito
de células ndo comprometidas para células progenitoras ou precursores parcialmente
comprometidos e, em seguida, para células totalmente diferenciadas ¢ desconhecido.
Recentemente, foi observado que a proteina cinase C delta determina o comprometimento
de CTMs humanas com a linhagem osteogénica ou adipogénica, constituindo um regulador

chave para o balanco entre uma linhagem e outra (LEE et al., 2014).
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Para fins de caracterizagdo das CTMs a inducdo da diferenciacdo in vitro possui
métodos bem descritos. O protocolo para diferenciacdo de CTMs humanas adultas em

osteoblastos, por exemplo, preconiza a suplementagdo do meio de cultura durante 16 dias

com [-glicerolfosfato, dexametasona e acido ascorbico, que estdo envolvidos no
remodelamento e formagao dsseos, na avaliagdo das respostas celulares in vitro, € na
hidroxilagdo de residuos de lisina e prolina do colageno e promogado da sintese de matriz
Ossea, respectivamente (JAISWAL et al., 1997). A indugdo da osteopoiese ¢ confirmada
pelo aparecimento de osteoblastos, aumento na atividade de fosfatase alcalina e formacao

de matriz extracelular mineralizada (DOMINICI et al., 2006). A indugao da diferenciagdo
em condroblastos segue um modelo semelhante, em que o -glicerolfosfato ¢ substituido

pelo fator de transformacao do crescimento (TGF-1) (ZHENG et al., 2005). Nesse caso, o

tempo de cultivo necessario para que ocorra a diferenciacao ¢ de 14 dias.

A Cutros tecidos B
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Figura 1. O processo de diferenciacio das CTMs.

(A) Capacidade de diferenciacio das CTMs em diferentes linhagens mesodérmicas e seu potencial de

autorrenovacio, proliferacio e diferenciacdo. (B) Diferentes potenciais de diferenciacio das CTMs.

Fonte: Adaptado de BAKSH et al., 2004.
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3.3 Fontes de isolamento.

Apesar de a medula Ossea ser a principal fonte de escolha para a coleta de CTMs,
estudos demonstram que estas células podem ser encontradas em diversos outros sitios no
organismo, tais como placenta, polpa dental, tenddes, musculo esquelético, tecido adiposo,
sangue do cordao umbilical e liquido amnidtico (CRISAN et al., 2008). Ha também

evidéncias de que as CTMs circulam pelo sangue periférico (ROUFOSSE et al., 2004).

3.4 Mecanismos de controle da resposta imune pelas Células-tronco Mesenquimais

Além de exibirem propriedades de diferenciacdo em células da linhagem
mesodérmica, diversos estudos in vitro demonstram que as CTMs desempenham
importante papel na modulacao da resposta imune (Figura 2). Acredita-se que a atividade
imunossupressora exercida pelas CTMs se deva a modulacdo exercida sobre diversas
funcdes das células T, incluindo ativacdo e proliferacdo. Além disso, j4 foi demonstrado
que, in vitro, as CTMs s3o0 capazes de modular todas as células da resposta imune, como
por exemplo, inibir a prolifera¢do, diferenciagdo e quimiotaxia de células B (BALL et al.,

2007).
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Figura 2. Mecanismos de acdo das CTMs sobre as células do sistema imune.

Fonte: Adaptado de WANG; ZHAO; SHI, 2012.

Varios autores buscam elucidar os mecanismos pelos quais as CTMs modulam a resposta
imunologica. Em 2002 foi realizado um estudo pioneiro nesse campo, em que foi avaliada
a atividade inibitoria das CTMs sobre linfocitos T, e descritos alguns mecanismos
utilizados por essas células para provocar esse efeito (DI NICOLA et al., 2002). Os autores
observaram que tanto CTMs autdlogas quanto alogénicas suprimiam fortemente a
proliferagdo das células T, e que esse processo era reversivel. Além disso, ficou
demonstrado que ndo havia restricdo imunoldgica para o uso das CTMs (DI NICOLA et

al., 2002).

A modulacao exercida sobre as células T pode ser explicada, em parte, pela

expressao de moléculas com propriedades imunomodulatorias na superficie das CTMs.
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Estas células apresentam baixos niveis de expressao de antigenos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex) de classe I em
sua superficie, acompanhada de auséncia de antigenos do MHC de classe II (MORANDI et
al., 2008). A expressdo de MHC de classe I, embora pequena, confere protegdo as CTMs
do ataque de células natural killer (NK). Além disso, a auséncia de expressdo de MHC de

classe II permite que as CTMs nao sejam imunologicamente reconhecidas.

Outro aspecto considerado para esclarecer os mecanismos de acdo utilizados pelas
CTMs para suprimir os linfécitos T envolve a producdo de fatores soluveis (Figura 3).
Diversos estudos demonstram que as CTMs secretam moléculas capazes de regular o
sistema imunitario. O TGF-B, por exemplo, constitui uma citocina imunossupressora
secretada pelas CTMs que demonstrou atuar negativamente sobre os linfocitos T CDA4,
tanto in vitro quanto in vivo (NEMETH et al., 2010). Entretanto, esse efeito parece estar
também associado a outros fatores soliveis secretados pelas CTMs, tais como fator de
crescimento de hepatocitos (HGF) (SEGURA-FLORES et al., 2004) e prostaglandina E,
(PGE,) (HARRIS et al., 2002). H4 ainda outros fatores soluveis secretados pelas CTMs
que atuam sobre a modulacao das células T, como a adenosina (SALDANHA-ARAUJO et
al., 2011) e a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que, sob indugdo de interferon y (IFN-y),
aumenta a expressdo de B7-HI, uma molécula que inibe a ativagdo de células T

(DELAROSA et al., 2009).

Além de produzir fatores soluveis para modular a resposta imune, foi demonstrado
que as CTMs sdo capazes de reprogramar linfocitos T, que possuem um papel inflamatorio,
em linfocitos regulatorios (Tregs). Ademais, as CTMs também suprimem a resposta imune
através de contato célula-célula (revisado em HADDAD; SALDANHA-ARAUJO, 2014).

Dentre os mecanismos evidenciados por Di Nicola e colaboradores, foi demonstrado que o
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contato célula-célula entre CTM e célula T era necessario para exercer forte supressao
sobre estes linfocitos (DI NICOLA et al., 2002). Posteriormente foi demonstrado que as
CTMs expressam integrinas, moléculas de adesdo celular (ICAM), proteinas de adesdo
celular vascular (VCAM), entre outras moléculas de adesdo em sua superficie, sendo
capazes de se ligar com alta afinidade as células T (MAJUMDAR et al., 2003). Em relacao
a indugdo de Tregs — células que inibem a proliferagdo de células T — foi demonstrado
que esse processo ocorre, em parte, por intermédio de alguns fatores soluveis citados
anteriormente, tais como PGE, e TGF-B1, além do contato célula-célula (ENGLISH et al.,
2009). Além de gerar Treg classicas, com fendtipo CD4CD25FOXP3, as CTMs parecem
induzir a geracdo de outros subtipos de linfocitos que também exibem propriedades
imunossupressoras (PREVOSTO et al., 2007; SALDANHA-ARAUJO et al., 2012). Outros
estudos realizados apontam diversos mecanismos utilizados pelas CTMs na modulagdo da
resposta imune que podem estar relacionados a indugao de Tregs, como a secre¢do de fator
inibitério de leucemia (LIF) (NASEF et al., 2008), ativacdo da via Notchl (DEL PAPA et

al., 2013), produgao de heme oxigenase 1 (LI et al., 2013) e ativacdao da via nao candnica

de NF-«B (SALDANHA-ARAUIJO et al., 2012).
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Figura 3. Producio de fatores soltiveis pelas CTMs.

Fonte: Adaptado de ABDI et al., 2008.

Diversos estudos buscam esclarecer como ocorre o processo denominado
licenciamento das CTMs, isto ¢, o papel da ativacdo destas células para exercerem sua
capacidade imunomodulatdria (Figura 4). Atualmente considera-se que as CTMs exercem
outras acdes bioldgicas, destacando-se agdes antiapoptoticas (XU et al., 2007), e atuacao
como células apresentadoras de antigeno (APC, do inglés antigen-presenting cells) e pro-
inflamatorias (STAGG et al., 2006; FRANCOIS et al., 2009). Tais observacdes sugerem
que a atividade imunomodulatéria ndo € expressa constitutivamente pelas CTMs,
dependendo de um processo de licenciamento para ser adquirida (KRAMPERA, 2011).
Exploragdes recentes mostram que um ambiente formado por citocinas pro-inflamatorias,
tais como IFN-y, TNF-a e IL-1 o/, se faz necessério para que ocorra o licenciamento das
CTMs para exercerem ou aprimorarem suas agdes imunossupressoras (ENGLISH, 2013).
As CTMs também expressam receptores 7o/l-like (TLRs), os quais juntamente contribuem

para as propriedades imunomodulatorias associadas a estas células. Recentemente foi
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demonstrado que as CTMs sdo ativadas por ligantes de TLR, resultando na modulacgio da
proliferacdo, diferenciagdo, migragdo, sobrevivéncia e capacidade imunossupressora

(DELAROSA; LOMBARDO, 2010).
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Figura 4. Licenciamento das CTMs.

Fonte: Adaptado de KRAMPERA, 2011.

3.5 Doenc¢a do enxerto contra o hospedeiro

Dentre as diversas possibilidades de uso clinico das CTMs, a aplicacdo no
tratamento da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) tem se mostrado bastante
promissora. A DECH faz parte de um conjunto de reagdes que podem acometer o individuo
apos este ser submetido a um TMO, o qual consiste na infusdo intravenosa de células
progenitoras hematopoiéticas com o objetivo de restabelecer a funcao medular. Este
procedimento terapéutico ¢ utilizado no tratamento de doencas malignas e nao malignas,

de natureza congénita ou adquirida, de origem hematologica ou ndo hematoldgica
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(CASTRO JR et al., 2003). As primeiras tentativas de administragdo de medula dssea com
finalidade terapéutica remontam ao século XIX. Entretanto, o primeiro TMO a ter algum
sucesso foi realizado em 1958 por George Mathé, que tratou seis homens que haviam sido
expostos a radiagdo com uma infusdo de medula dssea alogénica (JANSEN, 2005).
Atualmente, o TMO ¢ amplamente utilizado e tem obtido resultados positivos no sentido

de aumentar a sobrevida dos pacientes.

A indicacdo do transplante depende, em geral, da doenca e da fase da doenga em
que os pacientes se encontram. Para muitos casos, ndo had possibilidade de controle da
doenga somente com quimioterapia e radioterapia convencionais, tornando a realiza¢do do
transplante o melhor recurso terapéutico disponivel para alcancar a cura. Dentre os
pacientes que realizam o TMO, a depender de cada doenca, as taxas de cura variam entre
50 e 95%. Apesar da eficacia terapéutica observada, o TMO pode frequentemente resultar
em diversas complicagdes agudas, tais como doenca veno-oclusiva hepatica (VOD),
rejeicdo do enxerto e desenvolvimento da DECH aguda (Figura 5). Podem ocorrer ainda
complicacdes tardias, que incluem DECH cronica, pneumonite intersticial, infec¢des

virais, anormalidades endocrinoldgicas e recidiva da doenga basica (RIBAUD, 1999).
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Figura 5. Relacdo temporal entre TMO e algumas complicacdes decorrentes expressa em meses pos-

transplante.

Fonte: Adaptado de PANDEY; MAXIMIN; BHARGAVA, 2014.

Dentre estas complicacdes, a DECH constitui a principal complicagdo decorrente
do transplante de medula dssea, cuja ocorréncia ¢ observada em cerca de 40% dos
pacientes submetidos a este procedimento. Essa complicagdo envolve uma reagdo

imunoldgica decorrente do ataque imune das células T do doador as células do hospedeiro.

Convencionalmente, a DECH diagnostica no periodo de até 100 dias ap6s o TMO ¢
denominada aguda e quando a DECH ocorre ap6s esse periodo recebe o nome de cronica
(FLOWERS; KANSU; SULLIVAN, 1999). Cabe ressaltar que essa definicdo baseia-se
majoritariamente no fator tempo e, assim, as caracteristicas clinicas distintas associadas a
cada fase da doenca podem, por vezes, apresentar-se concomitantemente e/ou de forma

independente do tempo apds o transplante.

As manifestacdes clinicas da DECH aguda sdo observadas na pele (rash), no trato

gastrointestinal (ndusea, anorexia, dor abdominal, diarreia aquosa ou sanguinolenta) e no
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figado (hiperbilirrubinemia e/ou aumento de outras enzimas hepaticas) (VOGELSANG;
LEE; BENSEN-KENNEDY, 2003). Os estagios da DECH aguda sdo classificados de
acordo com o numero de 6rgaos envolvidos e extensdo desse comprometimento. O sistema
de estadiamento atual foi idealizado em 1994 (PRZEPIORKA et al., 1995). Dados recentes
suportam o uso do sistema de classificacdo, uma vez que este ¢ capaz de subdividir os
pacientes em categorias de risco para complicagdes e mortalidade. Nesse sistema os
pacientes sdo alocados em um dos quatro graus (I-IV) conforme o estagio de envolvimento

observado na pele, no figado e no intestino (Tabela 1).

Tabela 1. Graduacio clinica da doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda.

Estéigio Pele (superficie Figado Intestino (saida de
corporea) (bilirrubina) fezes)

0 Sem rash <2 mg/dl <,500 ml/d@ ou

nausea persistente

1 <25% 2-3 mg/dl 500-999 ml/dia

2 25-50% 3,1-6 mg/dl 1000-1500 ml/dia

3 > 50% 6,1-15 mg/dl > 1500 ml/dia
Eritrodermia Dor abdominal

4 generalizada e > 15 mg/dl severa com ou sem
formagao de bolhas ileo paralitico

Grau

I Estagio 1-2 - -

1T Estagio 3 Estagio 1 Estagio 1

I - Estagio 2-3 Estagio 2-4

1V Estagio 4 Estagio 4 -

Fonte: Adaptado de JACOBSOHN; VOGELSANG, 2007.

A DECH cronica pode ocorrer como uma extensdo da forma aguda (progressiva),
ou apds um intervalo livre da doenga (quiescente), ou ainda sem precedente de DECH
aguda (SULLIVAN; AGURA; ANASETTI, 1991). Além disso, possui inumeras
manifestagdes clinicas e, ao contrario da DECH aguda, pode afetar multiplos sistemas
organicos. Em geral pode apresentar secura, estenoses ou esclerose dos véarios 6rgaos,
incluindo a pele (esclerose), boca (xerostomia), olhos (xeroftalmia), vagina, es6fago,

figado, pulmdo (bronquiolite obliterante), fasceite, serosite (incluindo pericardio ou
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derrames pleurais) (FILIPOVICH; WEISDORF; PAVLETIC, 2005), e raramente rins
(sindrome nefrética) (REDDY et al., 2006). Ademais, a DECH cronica ¢ caracterizada pela
fibrose do 6rgdo afetado (SHULMAN et al., 2006). O sistema de estadiamento comumente
utilizado para a DECH cronica possui dois graus de classificagdo: limitada, em que se
observa manifestacao de pele localizada com ou sem disfun¢do hepatica; e extensiva, onde
ha envolvimento dérmico generalizado, ou DECH cronica limitada acompanhada de
hepatite progressiva cronica e/ou envolvimento ocular e/ou comprometimento de glandulas
salivares ou mucosa oral e/ou acometimento de quaisquer outros 6rgdos (SHULMAN;

SULLIVAN; WEIDEN, 1980).

De modo geral, pacientes com sistema imune suprimido e que receberam leucécitos
de outro individuo apresentam risco elevado de desenvolver a DECH (KRENSKY et al,
1990). As medidas terapéuticas para tratamento dessa complicagdo incluem
corticosteroides, antimetabodlitos e deplecdo dos linfocitos T presentes na medula do
doador. O sucesso dessas medidas ¢ inconsistente, particularmente nos casos de DECH

resistente a terapia esteroide tradicional.

3.6 Eficacia clinica das Células-tronco Mesenquimais no tratamento da Doenc¢a do

enxerto contra o hospedeiro

O primeiro relato de uso de CTMs no tratamento da DECH foi bem sucedido e
ocorreu em meados de 2004. Tratava-se de uma crianga de 9 anos de idade diagnosticada
com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), que desenvolveu DECH aguda de grau IV com
comprometimento gastrointestinal e hepatico 70 dias apds ser submetida ao TMO (LE
BLANC et al., 2004). As células foram doadas pela mae da crianca e, apds 3 semanas em
cultura, foram administradas ao paciente por via intravenosa. A frequéncia de diarreia caiu

de 20 para 2 episodios ao dia 4 dias apoés a infusdo, e no 5° dia ja era observada uma
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diminui¢do nos niveis de bilirrubina total. O paciente recebeu alta médica no 220° dia de
internacdo € um ano apds o transplante ndo apresentou nenhuma doenca residual minima

no sangue e na medula Ossea.

Desde entdo, diversos ensaios clinicos vem sendo realizados a fim de consolidar a
eficacia dessa nova medida terap€utica. Em um estudo publicado em 2006, pesquisadores
administraram CTMs em 8 pacientes com DECH aguda de graus IIl e IV resistente a
esteroides numa dose média de 10° células/kg, sendo observado o desaparecimento
completo da doenga em 6 pacientes (RINGDEN et al., 2006). Um estudo publicado em
2009 aborda o tratamento de 32 pacientes acometidos pela DECH aguda que foram
tratados com diferentes concentragdes de CMTs em combinagdo com corticosteroides
(KEBRIAETI et al., 2009). Foi observada uma resposta parcial em 94% dos pacientes,
sendo que 77% apresentaram uma resposta completa. Ao final do estudo, 24 pacientes
(75%) sobreviveram. Dentre os pacientes que vieram a Obito e que haviam apresentado
resposta completa a infusdo de CTMs, as mortes estavam relacionadas a outras
complicagdes, como pneumonia, meningite e infeccdo por Aspergillus enteritis. Os
pacientes que obtiveram resposta parcial faleceram devido a progressdo da doenga. Além
disso, a dose mais baixa mostrou-se tdo eficaz quanto a dose mais alta em relagcdo a
inducdo de resposta. Outro estudo realizado entre agosto de 2009 e abril de 2012 com 40
pacientes (25 adultos e 15 criangas) resistentes a terapia com corticosteroides apresentou
resultados semelhantes (INTRONA et al.,, 2014). Durante avaliacdo da eficicia da
preparacao comercial de CTMs (Prochymal®), 244 pacientes com quadro clinico de
DECH aguda cortico-refrataria foram alocados em grupos para receber tratamento ou
placebo. Apds receberem 8§ infusdes de 2 x 10° células/kg (ou volume equivalente de
placebo) por 4 semanas, seguidas de 4 infusdes adicionais semanais para aqueles que

apresentaram resposta parcial, foi verificada uma melhora significativa em relagdo ao
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placebo, especialmente nos casos de acometimento de figado e intestino, bem como

auséncia de toxicidade (MARTIN et al., 2010).

Constam ainda na literatura pesquisas acerca da eficacia do uso clinico das CTMs
em pacientes acometidos pela DECH cronica que apresentaram resultados animadores. Em
estudo publicado em 2009 ¢ relatado o experimento realizado com 12 pacientes
diagnosticados com DECH cronica que possuiam resisténcia a terapia convencional
submetidos a trés infusdes de CTMs (ZHANG et al., 2009). Logo apds a primeira dose
verificou-se que 3 pacientes obtiveram resposta completa e 6 alcangaram uma resposta
parcial, representando uma taxa de efetividade de 75%. Outro estudo de 2010 avaliou os
efeitos da administragio de CTMs em 4 pacientes com esclerodermatose associada a
DECH cronica (ZHOU et al., 2010). Os efeitos benéficos das CTMs foram observados nas
duas primeiras semanas apo6s a infusdo, com melhora gradual dos sintomas, além de
auséncia de efeitos adversos detectaveis. Um ensaio clinico publicado em 2012 investigou
a eficacia das CTMs no tratamento da secura ocular associada com a DECH crénica e dos
efeitos imunomodulatorios das CTMs sobre os linfocitos Treg (WENG et al., 2012). Dos
22 pacientes envolvidos no estudo, 12 apresentaram reducdo dos sintomas apos o

tratamento. Importantemente, os pacientes que desenvolveram melhora clinica

apresentaram aumento nos niveis de Tregs e niveis significativamente elevados de IL-2 e

IFN-y.

Recentemente foram publicados os resultados de um estudo prospectivo de fase 11
que avaliou o perfil de seguranca clinica do tratamento com CTMs em pacientes com
DECH aguda resistente a terapia esteroide convencional (TE BOOME et al., 2015). Além

dos resultados positivos em relacao a cura completa da doenca, foi observado um aumento
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das células dendriticas mielodides imaturas, fato que se associou a diminuicdo da

mortalidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Neste estudo foi adotada como metodologia a revisdo da literatura, que consiste
numa andlise ampla e critica das publicagdes correntes em uma determinada area do

conhecimento.

4.2 Levantamento dos dados

As bases de dados PubMed (Public Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online) e ScienceDirect serviram como instrumento para a coleta de dados, a partir
dos seguintes descritores: mesenchymal stem cells; MSC; differentiation;
immunomodulation; immunosupression; mechanism; T-cell; bone marrow transplant;
hematopoietic stem cell transplantation; graft versus host disease; GVHD; licensing.

Também foram coletados dados de dominio publico disponibilizados pelo INCA.

4.3 Populac¢ido, amostra e critérios de inclusao

A populagdo do estudo foi composta por parte da literatura relacionada ao tema de
estudo publicada entre o periodo de 1968 a 2015, indexada nos bancos de dados PubMed e

ScienceDirect.

Em relagdo a amostra, os artigos foram selecionados a partir da variavel de
interesse, sendo excluidos os artigos contendo informagdes repetidas e selecionados os

mais recentes, totalizando 75 artigos.
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4.4 Analise dos resultados

Apds a coleta dos dados, foi feita a leitura de todo material, seguida de
compilamento das informac¢des de maior relevancia. Posteriormente foi realizada uma
analise descritiva das mesmas para fins de compreensao do assunto, bem como elaboragao

do referencial tedrico.



35

5 DISCUSSAO

Como pode ser visto a utilizagdo das CTMs no tratamento da DECH, a principal
causa de mortalidade relacionada ao TMO, emerge como uma medida terapéutica
promissora. Embora a capacidade supressiva das CTMs sobre as células T tenha sido
fortemente investigada nas ultimas décadas, ainda persistem divergéncias quanto as
moléculas produzidas por essas células para modular a resposta imune. Por exemplo,
CTMs de camundongo produzem NO para suprimir a proliferagcdo de linfocitos (SATO et
al.,2007), o que ndo acontece com CTMs humanas. Por outro lado, CTMs humanas
produzem IDO (JONES et al., 2007), que depleta triptofano ocasionando supressdo das
células T — mecanismo que ndo ocorre em CTMs de camundongos. O conhecimento
completo dos mecanismos de modulagdo da resposta imune pelas CTMs ¢ de fundamental
importancia para se explicar os motivos de insucesso terapéutico quando da utilizacdo

dessas células no tratamento da DECH.

Outro ponto que merece discussdo diz respeito a descoberta do licenciamento das
CTMs, processo que possui papel determinante na poténcia da acdo imunossupressora
dessas células. O principio do licenciamento resultou da constatacdo de que a inibigdo de
IFN-y causa a reversao da atividade imunossupressora das CTMs (KRAMPERA et al.,

2006). No entanto, a fun¢ao do IFN-y parece ser mais complexa do que ser um agente de
ativagdo, uma vez que citocinas pré-inflamatérias podem alterar o perfil funcional das
CTMs. De fato, tanto o IFN-y quanto os demais fatores soluveis, descritos anteriormente,

como capazes de licenciar as CTMs, podem ativa-las para atuarem como células

apresentadoras de antigenos (STAGG et al.,, 2006; FRANCOIS et al., 2009). Até o

momento tem-se o IFN-y como o principal fator capaz de ativar as CTMs, mas tem sido

descrito a importdncia do TNF e dos TLRs. De qualquer modo, tendo em vista a
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complexidade do sistema imune, seria simplista acreditar que esse processo seja
desencadeado apenas por esses fatores. Nesse contexto, se faz necessario, inclusive,
investigar a sinergia de diversos fatores inflamatorios, em conjunto ou nao com IFN-y. A
ampla compreensao do licenciamento tem grande importancia devido ao elevado numero
de células requerido atualmente para o emprego desse tipo de terapia celular — em média, 1
milhdo de CTMs/kg de peso corporeo, o que torna o cultivo celular trabalhoso e,
consequentemente, resulta em um procedimento oneroso. A capacidade de se realgar a
capacidade supressiva das CTMs abre a possibilidade de se utilizar uma quantidade de
células inferior a que se tem utilizado atualmente, garantindo os mesmos efeitos, ou, para
0s casos mais criticos, podera se utilizar a quantidade utilizada atualmente, mas de uma
célula com um potencial de supressao muito mais forte. Desse modo, a completa
elucidacdo dos mecanismos envolvidos nesta etapa pode permitir a redugao da quantidade
de células necessaria, bem como promover maior acessibilidade ao tratamento. Dentro de
alguns anos a expectativa ¢ de que passem a ser publicados trabalhos clinicos com uso de

CTMs licenciadas.

No que diz respeito ao uso clinico das CTMs no tratamento da DECH, apesar dos
resultados positivos obtidos, alguns aspectos requerem atengdo. A maioria dos estudos
clinicos realizados at¢ o momento apresenta amostras heterogéneas e populacdes
relativamente pequenas, o que dificulta a caracterizacdo das respostas completas. Além
disso, os protocolos e numero de células utilizadas variam de estudo para estudo,
resultando em conclusdes imprecisas. Entretanto, existe uma tendéncia geral para certas
caracteristicas de pacientes que apresentaram uma resposta completa ao tratamento com
CTMs. As CTMs parecem ser mais efetivas em criangas em comparagao aos resultados
obtidos com pacientes adultos. No estudo realizado por Le Blanc et al. uma maior

propor¢ao de pacientes pediatricos respondeu ao tratamento quando comparados com os
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adultos (LE BLANC et al., 2008). Outro ponto a ser refletido consiste na relagdo entre
potencial supressivo e fonte de isolamento das CTMs. Em grande parte das pesquisas
realizadas que resultaram em respostas completas foram utilizadas CTMs isoladas da
medula dssea. No entanto, ao se utilizar CTMs provenientes de sangue de cordao
umbilical, observaram-se taxas de resposta completa superiores as observadas apods
administracdo de CTMs derivadas de medula déssea, sugerindo superioridade no potencial
imunossupressor de células de sangue de corddo umbilical (WU et al., 2011), o que ndo
chega a ser tdo surpreendente, tendo em vista que junto a placenta, essas sdo regides de
tolerancia materno fetal. Nesse sentido, tanto as células obtidas de corddo, quanto as de
placenta, ganham destaque por ser oriundas de fontes descartaveis, ao contrario da medula

ossea.

Devemos considerar ainda a eficacia das CTMs conforme os diferentes quadros de
DECH. No caso da DECH aguda, embora os casos de envolvimento de pele apresentem
em geral uma resposta positiva ao tratamento, alguns relatos sugerem que as CTMs sdo
mais efetivas na DECH de figado e intestino (MARTIN et al., 2010). Ao se comparar 0s
resultados obtidos para tratamento de DECH aguda e cronica, percebe-se que as CTMs sdo
mais eficazes contra a forma aguda da doenga (LUCCHINI et al., 2010). Além do mais, em
grande parte dos estudos realizados os pacientes vinham sendo tratados com
corticosteroides, fator que pode exercer influéncia desconhecida sobre os efeitos das

CTMs.
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6 CONCLUSAO

Os efeitos imunossupressores associados as CTMs representam evidéncias que
sustentam sua aplicagdo clinica para o tratamento da DECH. Embora os mecanismos de
acdo adjacentes ndo estejam completamente esclarecidos, os estudos clinicos atualmente
disponiveis mostram um painel de seguranga e eficicia notdrio. Para alcancar a melhora da
eficiéncia terapéutica das CTMs no tratamento da DECH, a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos bem como a padronizagdo de protocolos para expansdo, e determinacdo da dose
ideal e frequéncia das infusdes sdo fundamentais. Ademais, a partir da constatagdo de que
CTMs licenciadas mostram, clinicamente, resultados superiores aos alcangados pelas
CTMs ndo ativadas, surgird muito provavelmente um novo desafio: manipular as CTMs

com intuito de estimular a superexpressao das citocinas envolvidas nesse processo.
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	Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent stromal cells with the capacity for both self-renewal and differentiation into mesodermal cell lineages. MSCs have a fibroblast-like appearance and can be isolated from several tissues. In recent years, MSCs have attracted the interest of researchers due to its immunomodulatory properties. Although the mechanisms involved in these effects are not fully understood, there are positive reports after the clinical use of these cells in the treatment of some immune diseases, especially of the graft versus host disease (GVHD). Given the need to clarify the mechanisms used by these cells to supress the immune system, this study aims to summarize the latest findings about such mechanisms and discuss the clinical efficacy of MSC in the GVHD treatment.
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