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RESUMO

As células-tronco se caracterizam por apresentar alta capacidade de auto-regeneragéo,
e de diferenciagdo celular, o que possibilita a transformacéo de diversos tecidos agredidos do
corpo em tecidos funcionais. As células-tronco mesenquimais (CTMs), um tipo de célula-
tronco adulta multipotente, sdo encontradas em diferentes tecidos, como a medula 0ssea,
tecidos adiposo, cardiaco, nervoso, corddo umbilical e sangue periférico e podem ser isoladas
e cultivadas in vitro. Seu papel na terapia celular vem sendo bastante explorado nos ultimos
anos, devido principalmente a sua capacidade em inibir a resposta imunoldgica adquirida,
tanto celular e humoral. A imunossupressdo induzida pelas CTM é mediada pelo contato
célula a célula e principalmente pelos mediadores sollveis produzidos por essas células.
Atualmente, a utilizacdo das CTM na area médica é bastante ampla e resultados pré-clinicos e
clinicos mostram a sua relevancia em diversas doencas autoimunes, em processos
inflamat6rios como as doencas intestinais e na sobrevivéncia de 6rgdos transplantados.
Portanto, as CTMs emergem como promissoras na terapia regenerativa, auxiliando no
tratamento das doengas autoimunes e contribuindo para o sucesso dos transplantes de 6rgaos,
através da inibi¢do da resposta imune adaptativa.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimal. Imunossupressdo. Resposta imune adaptativa.
Processos inflamatdrios. Transplante de 6rgéos.



ABSTRACT

Stem cells are characterized by a high capacity of regeneration and cellular
differentiation, which allows the repairment of injured body tissues into functional tissue. The
mesenchymal stem cells (MSC), a type of multipotent adult stem cells, are found in different
tissues, such as bone marrow, adipose tissue, cardiac, nervous, peripheral blood and umbilical
cord and can be isolated and cultivated in vitro. Its role in the cellular therapy has been
extensively explored in the recent years, mainly due to its ability to inhibit both humoral and
cellular immune responses. The MSCs-induced immunosuppression is dependent on the cell-
cell contact, and soluble mediators produced by them. Currently, the use of MSCs in the
medical field is quite wide and both pre-clinical and clinical results have already shown their
importance in autoimmune diseases, intestinal inflammatory diseases and survival of
transplanted organs. Therefore, MSCs emerge as promising in the cellular therapy for the
treatment of autoimmune diseases and sucessfully transplants.

Keywords: Mesenchymal stem cells. Immunosuppression. Adaptive immune response.
Inflammatory processes. Organ transplantation.
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LISTA DE ABREVIATURAS

APC (Célula apresentadora de antigeno)

B7-1 e B7-2 (Moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86, respectivamente)
B7-H1 (Molécula co-inibitoria)

CD: (Cluster of differentiation)

CTMs (Células-tronco mesenquimais)

CDA40L (Ligante de CD40)

CD4+ (Linfdcito T do tipo CD4)

CD8+ (Linfocito T do tipo CD8)

Dlls (Doengas Inflamatdrias Intestinais)

. HLA (Human Leucocyte Antigen. Complexo de Histocompatibilidade Principal de

humanos

HLA-G (Nao-cléassica molécula de histocompatibilidade de classe I)
IL (Interleucina)

IDO (Enzima indoleamina 2,3 dioxigenase)

IFN-y (Interferon-gama)

NK (Célula Natural Killer)

NKG2D (Natural killer grupo 2, membro D receptor proteico)
NO (Oxido nitrico)

Prostaglandina E;)

ROS (Espécies oxigénio reativas)

TNF- o (Fator de necrose tumoral tipo alfa)

TGF-p (Fator de crescimento tumoral tipo beta)

Treg Foxp3+ (Linfécitos T reguladores positivas para Foxp3)
Th1/Th2 (Linfocitos T CD4+ do padrdo T helper 1 e T helper 2)

Via Notch (Via de sinalizagéo intracelular Notch)
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1 INTRODUCAO

As células-tronco (CTs) sdo conhecidas pela sua alta capacidade de renovagéo e de
diferenciagdo em qualquer tecido do corpo humano, em diversas linhagens celulares,
mantendo a integridade e as caracteristicas idénticas (Mimeault M et al., 2007). As CTs s&o
classificadas de acordo com o potencial de diferenciacdo em diferentes tecidos e com a sua
natureza. De acordo com o potencial, as CTs sdo divididas em totipotentes, pluripotentes e
multipotentes. As totipotentes sdo capazes de se diferenciar em todos os tecidos do corpo
humano, incluindo a placenta e os anexos embrionarios. E essa é a caracteristica que as
diferem das pluripotentes, que se diferenciam em todos os tecidos derivados do ectoderma,
mesoderma e endoderma, mas ndo nos tecidos extra-embrionarios. As multipotentes possuem
a capacidade de gerar um numero limitado de células especializadas e geram células dos
tecidos dos quais foram obtidas.

De acordo com a natureza, as CTs sdo divididas em embriondrias e adultas. As
células-tronco embrionarias sdo derivadas da massa interna do blastocisto ou do zigoto. As
primeiras possuem capacidade ilimitada de auto-renovacdo e sdo pluripotentes. J& as células
com origem a partir do zigoto séo classificadas como totipotentes, pois, além de se diferenciar
nas celulas dos trés folhetos embrionérios, também originam os tecidos extra-embrionérios.
Em contraste, as CTs adultas aparentemente tém capacidade de auto-renovagdo limitada e séo
denominadas multipotentes, pela capacidade limitada de diferenciacdo em tipos celulares
especificos. (SOUZA et al., 2010).

A grande polémica que envolve o uso de CTs esté na visdo ética e religiosa sobre o
assunto. As CTs embrionarias geram grande polémica na concepcéo de quando comega uma
vida. No Brasil, a regulamentagdo do uso de CTs embrionérias para fins de pesquisa se deu
pela Lei N° 11.105, de 24 de margo de 2005, conhecida como Lei da Biosseguranga, onde a
mesma regula os procedimentos que devem ser adotados para quem as manipula. (DINIZ, et
al; 2005)

Diferente das CTs embrionarias, as CTs adultas ndo suscitam guestionamentos éticos e
religiosos, o que viabiliza seu uso nas pesquisas para a promogéo do seu conhecimento e da
sua utilizacdo. Estas foram caracterizadas inicialmente na medula 6ssea como CTs
hematopoiéticas e mesenquimais. A medula Ossea adulta possui trés compartimentos,
denominados estroma, hematopoiético e epitelial. Enquanto as células-tronco hematopoiéticas
sdo encontradas no compartimento hematopoiético, as mesenquimais compdem o estroma da

medula. Essa definicdo foi dada devido ao fato de as células do estroma serem responsaveis
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pela producdo de diferentes células incluindo fibroblastos, células endoteliais, adipdcitos,
osteoblastos, condrécitos, células da matriz extracelular e macrofagos. (MEIRELLES, 2003).

No entanto, hoje se sabe que as células-tronco mesenquimais (CTMs) séo encontradas
em diversas partes do corpo humano, e ndo somente na medula dssea, como se acreditava no
passado. Estudos revelaram sua presenca em tecido nervoso, cardiaco, corddo umbilical e
sangue periférico. Sua capacidade de auto-renovacdo e de diferenciagdo permite com que elas
reconstruam o tecido, caso parte deste seja lesionado (Mimeault M et al., 2007). Assim, Seu
potencial de protecéo e regeneracdo sugere que as CTMs estdo presentes em todas as partes
do corpo.

Além disso, é bastante conhecido o papel imunossupressor das CTMs sobre as funcdes
de ativacdo celular e efetoras de diferentes células da resposta imune, incluindo linfécitos T,
B, T regulatérias (Treg), mondcitos, células NK e células dendriticas. (Gleen JD, et al
Whartenby KA, 2014).

Assim, considerando a capacidade de modular as células do sistema imune e de
regenerar tecidos doentes, as CTMs séo consideradas uma alternativa para a terapia celular de
diferentes patologias como as doencas inflamatorias cronicas intestinais e em transplantes de
6rgdos. Nesse trabalho, uma revisdo foi feita no sentido de explorar a interacdo regulatéria
entre as CTMSs e a resposta imune com base em investigagOes in vitro e in vivo. Algumas

implicagdes clinicas também foram exploradas.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Rever, com base na literatura cientifica, a modulacdo da fungdo efetora das células

imunes pelas CTMs e suas aplicagOes terapéuticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Relatar os conceitos classicos e atuais sobre as propriedades das CTMs e seus
efeitos nas respostas inflamatéria e imune, através de levantamento

bibliogréfico;
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b) Esclarecer o contexto atual sobre as aplicagdes das CTMs, com foco em
transplantes de 6rgdos e em doengas inflamatdrias cronicas intestinais;

c) Expor visdo critica dos dados bibliogréficos relacionados.

3 MATERIAL E METODOS

Este estudo constitui-se de uma revisdo da literatura cientifica, realizada entre
setembro de 2014 e novembro de 2014, através da consulta de livros e periddicos presentes na
Biblioteca da Universidade do Sagrado Coracéo e de artigos cientificos selecionados através
de busca no banco de dados do Pubmed. A busca no banco de dados foi realizada utilizando
os termos mesenchymal stem cells, immune cells, immunosuppression, organ transplant,
rejection, intestinal inflamatory diseases, ulcerative colite e Crohn disease. O critério de
inclusdo para os estudos encontrados foi a abordagem bioldgica e terapéutica das CTMs,

excluindo-se os demais tipos de células-tronco.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTMs)

Foram inicialmente descritas como células estromais presentes na medula 6ssea com
grande capacidade de diferenciacdo em linhagens celulares. Os primeiros estudos, nas décadas
de 1960 e 1970, mostraram que essas células compunham uma subpopulacéo de 0,01% na
medula (Friedenstein AJ et al., 1970). Atualmente se sabe que as CTMs existem em quase todos 0s
tecidos e possuem a capacidade de renovagdo e de diferenciagdo nos tipos celulares dos
tecidos de origem sob certas condic@es fisioldgicas e experimentais, conforme figura 1.

Figura 1 — Esquema ilustrado sobre as propriedades exercidas pelas CTMs
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Célula Tronco
Mesenquimal

Vérios trabalhos demonstraram que as CTMs sdo ativadas e recrutadas para os sitios
lesados dos tecidos, onde elas regeneram novos tecidos e reparam os defeitos (Kolf CM et al.,
2007). Diferente das CTs embrionérias, as CTMs emergem como bastante promissores, uma
vez que elas ndo possuem entraves éticos, demonstram nao induzir a formacéo de teratomas e
problemas relacionados a histocompatibilidade.

CTMs podem ser cultivadas por muitas passagens em cultura sem provocar alteragdes
significativas em suas propriedades. (FRIEDENSTEIN et al., 1974). Foi demonstrado que
elas possuem potencial para se diferenciar em diferentes tipos celulares, tais como adipdcitos,
condrécitos, osteoblastos, midcitos e neurdnios. (PITTENGER et al., 1999; DE UGARTE et
al., 2003; MACKAY et al., 1998; TROPEL et al., 2006; FERRARI et al., 1998). No entanto,
ainda ha controvérsias com relagdo a localizacdo anatdmica das CTMs dos 6rgdos. Estudos
mostram que essas células residem principalmente perto dos vasos sanguineos, e por essa
caracteristica, se assemelham aos pericitos. (CORSELLI et al., 2008; 2010). No entanto, as
CTMs sdo também encontradas em tecidos intersticiais e ao redor de artérias e veias.
(CRISAN et al., 2008).

4.2 ISOLAMENTO DAS CTMs
As CTMs podem ser isoladas a partir dos tecidos nervoso, adiposo, medula 6ssea,

fluido amnidtico, corddo umbilical, placenta, e polpa dentéria. A morfologia das CTMs é

semelhante a do fibroblasto como é mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Morfologia das CT
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Fonte: UFSC (2007).

Nota: Células obtidas a partir do corddo umbilical em cultivo
em garrafas de cultura vistas ao microscépio invertido no
aumento de 10x

Na medula 6ssea, as CTMs sdo isoladas a partir de células nucleadas, cultivadas in
vitro em meios de cultura especificos contendo soro bovino fetal. Possuem aderéncia ao
plastico, 0 que permite a sua separacao das CTs hematopoiéticas, que sdo células ndo
aderentes. No entanto, a formacdo de uma populacdo pura de CTMs requer Varios e
subsequentes subcultivos, o que estimula a proliferagdo das CTMs em detrimento a das
hematopoiéticas, removidas a cada subcultivo. Embora ndo sejam consideradas imortais, as
CTMs possuem potencial alto de proliferagdo ao longo do tempo bem como da
multipotencialidade. No inicio da cultura priméria, as CTMs formam unidades formadoras de
colbnias de fibroblastos (UFC-f), ja que elas se encontram em baixa propor¢do na medula
6ssea e 0 crescimento se da apenas a periferia das CTMSs, as quais estavam presentes na
medula. O nimero de UFC-f formadas depende da idade do doador, do meio de cultura, da
densidade de plagueamento de células totais e dos fatores de crescimento utilizados na
cultura. (MONTEIRO et al., 2009).

A confirmacéo da populacdo de CTMs depende ndo somente da sua morfologia, mas
também do seu fendtipo. A caracterizacdo fenotipica se da através da identificacdo de
marcadores de superficie. Embora ndo ha um marcador especifico que identifique as CTMs,
elas expressam um padrdo caracteristico de marcadores. Assim, as CTMs sdo positivas para
determinados marcadores enquanto sdo negativas para outros marcadores. De acordo, com a
International Society for Cellular Therapy as CTMs séo positivas para os marcadores CD105,
CD73 e CD90, e negativas para os marcadores CD34, CD45, CD14, CD79 e HLA-DR. De
acordo com o potencial de diferenciacdo celular, todas as CTMs possuem a capacidade de
diferenciacdo nos tecidos 6sseo, cartilaginoso e adiposo. (MONTEIRO et al, 2009).
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4.3 EFEITOS BIOLOGICOS

As CTMs estdo envolvidas em muitos processos fisioldgicos e patolédgicos, incluindo a
manutencdo da homeostase celular, envelhecimento, dano tecidual e doencas inflamatérias.
(UCCELLI et al.,, 2008; CHIDGEY et al., 2008; SHI et al., 2010). O potencial de
diferenciacdo celular faz das CTMs células promissoras para aplicagdo clinica. A sua
utilizagdo também é reiterada pelo fato de as mesmas ndo expressarem as moléculas do
complexo de histocompatibilidade e moléculas coestimulatorias, impossibilitando a
apresentacdo de antigenos pelas mesmas e a ndo ativacdo do sistema imunolégico do
hospedeiro. (SOUZA et al., 2010). Além disso, as CTMs possuem a capacidade de modular a
resposta imunoldgica, tanto inata como a adaptativa, caracteristica que permite a sua
aplicagdo nas terapias celulares voltadas ao tratamento de doencas degenerativas,

inflamatorias e autoimunes. (SOUZA et al; 2010).

4.4 EFEITO DAS CTMs SOBRE O SISTEMA IMUNOLOGICO

O seu papel sobre o sistema imunoldgico esta relacionado a modulagéo da produgéo
de fatores de crescimento e interleucinas (IL) envolvidas nos processos inflamatorio e imune.
(PINTO FILHO et al., 2013). Nesse sentido, vérios trabalhos demonstram que as CTMs
aumentam a secre¢do de citocinas anti-inflamatérias enquanto inibe as citocinas pro-
inflamatorias. (GONLCAVES, 2013).

As CTMs possuem baixa imunogenicidade, podendo escapar do sistema imune por
possuirem fendtipos de superficie que ndo sdo reconhecidos pelos linfécitos T. O MHC,
conhecido como Complexo de Histocompatibilidade Principal, possui mais de 200 genes e foi
descoberto em camundongos através de experimentos de transplantes entre camundongos
isogénicos e alogénicos. Em humanos, as moléculas de histocompatibilidade compdem o
sistema HLA (human leukocyte antigen) e sdo divididos em trés classes: HLA-I, HLA-II e
HLA-III. Os de classe | sdo considerados classicos compostos pelos HLA-A, HLA- B e HLA-
C, onde sua principal funcdo é apresentar peptideos endégenos ou virais aos linfocitos T
CD8+. Os da classe Il sdo compostos pelos HLA-DR, DQ e DP e estdo diretamente
envolvidos na rejeicdo de transplantes, ja que s&o responsaveis por codificar glicoproteinas e
apresentar na superficie de células apresentadoras de antigenos (APCs), incluindo linf6citos
B, macrofagos e células dendriticas, aos linfocitos T CD4+. (GONCALVES, 2013)



16

Além do reconhecimento de antigenos através do receptor de células T, a ativagdo de
células T requer sinais co-estimulatorios, envolvendo moléculas especificas na superficie
dessas celulas e das células dendriticas. (NAUTA et al., 2006).

A auséncia de MHC Il ou moléculas co-estimulatérias como B7-1, B7-2, CD40 e
CD40L (ligante) de células T podem explicar o mecanismo pelo qual as CTMs ndo sdo
reconhecidas pelos linfécitos T. (JORGENSEN et al., 2003). Tanto as CTMs singénicas
(células do proprio individuo), quanto alogénicas (células de um doador da mesma espécie)
sdo imunotoleradas pelo receptor. (GONZALEZ et al, 2009). As CTMs podem
imunomodular tipos celulares do sistema imune inato e do sistema imune adaptativo, tais
como linfocitos T e B, células dendriticas, células NK (natural Killer), neutréfilos e células T
regulatdrias (Treg). (ABDI et al., 2008). Essas células desencadeiam a liberacéo de diversos
fatores sollveis que atuam no sistema imunoldgico e modulam a resposta imune. (DI
NICOLA et al., 2002; ARGGAWAL, PITTENGER, 2005; MEIRELLES et al., 2006). Entre
os fatores solUveis estdo a prostaglandina E; (PGE), as interleucinas (IL)-4, IL-6, IL-10, o
fator de crescimento transformador beta (TGF-B), o fator de crescimento do hepatdcito
(HGF), a enzima indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO) e o 6xido nitrico. (NAUTA, FIBBE,
2007; MONTEIRO et al., 2008; REN et al., 2008).

A liberacdo de PGE; inibe o recrutamento dos linfocitos T citotdxicos e a producgdo de
citocinas pré-inflamatorias. (AGGARWAL; PITTENGER 2005). A producdo da citocina
anti-inflamatéria IL-10 pode promover tolerdncia a mondcitos e macréfagos, diminuindo a
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, aumentando a atividade fagocitaria e
consequentemente amenizando a inflamacdo. (ENGLISH, 2013). J4 a liberagdo de TGF- B ¢
HGF suprimem a proliferagdo dos linfdcitos T e B, sendo que o TGF- B exerce efeito na
inducéo de células Treg. (DI NICOLA et al., 2002). A enzima IDO regula a proliferagdo das
células T e pode induzir a apoptose dos linfécitos T, podendo transformar o triptofano
(aminodcido essencial para a ativacdo dessas células) em produtos toxicos (AGGARWAL,;
PITTENGER, 2005). Da mesma forma, IDO, PGE; e TGF- B induzem a perda do potencial
citotoxico das células NK, uma vez que eles suprimem a producéo de IL-2, IL-15 e IFN-y
pelas mesmas. (NAUTA; FIBBE, 2007). O 6xido nitrico € produzido como resultado da
reacdo enzimatica de 6xido nitrico sintase e tem capacidade de inibir a proliferacéo de células
T e de induzi-las a apoptose. (REN et al., 2008). Estudos in vitro de co-cultivo celular
realizados com um sistema formado pela membrana semipermeavel que separa células
polimorfonucleares de CTMs demonstraram que ha participacdo de fatores sollveis. Esse

resultado sugere que o contato célula-célula ndo é obrigat6rio para induzir a imunossupressao.
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No entanto, alguns estudos relataram existir uma dependéncia parcial do mecanismos de
contato célula-célula pela indugdo da secrecdo de fatores imunossupressores para as celulas T.
(GONZALEZ et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

Outro mecanismo da imunossupresséo exercido pelas CTMs tem sido observado na
inibicdo sobre a diferenciacdo e maturagdo das células dendriticas derivadas de mondcitos.
(MACCARIO et al., 2005; IVANOVA et al., 2009). Dessa forma, as CTMs podem alterar a
producgdo de citocinas pelas células dendriticas atraves da estimulacdo de citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10, e da inibicdo de citocinas prd-inflamatérias como IFN-y, IL-12 e
TNF-a. (NAUTA et al., 2006). Somado a isso, as CTMs derivadas do tecido adiposo tém
demonstrado maior potencial imunossupressor que as CTMs derivadas da medula 6¢ssea, pois
sdo capazes de inibir com maior efeiciéncia a diferenciacéo e a expressdo de moléculas co-
estimulatérias de importancia funcional na superficie de células dendriticas derivadas de
monacitos. (TODOROVA et al., 2009; ZHENG et al., 2008). Ao longo do tempo, as CTMs
vém mostrando novas alternativas para doengas como acidente vascular cerebral, doenca
renal, doenca do enxerto versus hospedeiro, esclerose mdltipla, doengas inflamatdrias
intestinais e transplante de 6rgdos. (GONCALVES 2013).

A procura em conhecer 0s Vvarios mecanismos imunossupressores induzidos pelas
CTMs é um tdpico bastante abordado na literatura. E embora uma grande contribuicdo ja
tenha sido alcangada, ainda had muito que se conhecer sobre a biologia basica dessas células.
As células-alvo do efeito das CTMs sdo aquelas da resposta imune inata, e da resposta
adquirida como os linfécitos T dos subtipos CD4 e CDS8, linfdcitos Treg e linfécitos B.
(WOOD et al., 2012). A Tabela 1 contempla as diversas funcdes dessas células no contexto

das respostas inflamatdria e imune e na presenca das CTMs.
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Tabela 1 - Mecanismos envolvidos na modulagdo dos mecanismos indutores ou efetores

das células da resposta imune pelas CTMs

Células da resposta Mecanismos de ~ Mecanismos efetores Modulacédo pelas

imune inducéo/ativacéo CTMs
Células NK Secrecéo de IL-2, Secrecédo de IFN-y e L IL-2
IL-12 e IL-15 Destruicéao de células | IFN-=y
infectadas
Mondcitos/Macréfagos TNF-a, IL-1, IL- Fagocitose e secrecéo | Maturacéo
6 de TNF-a, IL-1, IL-6, JIL-1 e TNF-a.
IL-12, IFN-y, ROS e
NO
Linfdcitos B IL-2, IL-4, IL-5 Secrecdo de | Diviséo celular
e Linfécitos T imunoglobulinas
Linfocitos T CD4" IL-2, IL-12 Ativacdo de | Proliferagdo
macréfagos TApoptose
Linfocitos T CD8" IL-2, IL-12 Destruicao celular | Lise citolitica
Células dendriticas IFN-y Apresentacdo de |Maturagdo
antigenos |B7-1,B7-2¢
Expressdo de CD40
moléculas co-
estimulatdrias e
ativacdo da
resposta imune
celular
Célula Treg IL-2, IL-18 Secrecdo de 1 1L-10 e TGF-B
IL-10 e TGF-B 1Treg
Supressao da 1Supressdo da
imunidade celular imunidade celular

Fonte: Wang et al. (2014); Beyth et al. (2005); Li et al. (2014).
Nota: Adaptada pela autora.

Grande parte das pesquisas estd focada no entendimento do papel das moléculas
presentes e dos mediadores produzidos pelas CTMs envolvidos na regulagdo das funcdes
imunoldgicas dessas celulas. (WANG et al., 2014; BEYTH et al., 2005; LI et al., 2014). Com
base nos recentes trabalhos consultados, um esquema foi proposto contendo esses dados
(Figura 4).
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Figura 4 - Fatores presentes ou produzidos pelas CTMs envolvidos nos mecanismos
imunossupressores dos diferentes tipos celulares.

Linfocito B
Célula dendritica
Linfocito T CD4*
IL-10/IL-6 c
s
IDO- Célula-célula
TNF-a/IFN cD40
-at/IFN-y) IL-10 IL-10/1L-6
HLA-G
PGE, IDO
DO \
MSCs
TGF-B HLA-G5
EE(IGIZD B7-H1 DO Mondcito/Macréfago
2 Via Notch
IDO
Linfécito T CD8*
Célula NK
Célula Treg

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados experimentais e clinicos indicam que as CTMs tém um grande potencial
terapéutico tanto para a regeneracdo de tecidos, quanto para a promogao da reparagdo, em
virtude de sua plasticidade e de suas propriedades imunomodulatérias. (AKIYAMA et al.,
2012).

Nessa trabalho de revisdo biliografica, atencdo é dada sobre os conceitos antigos e
novos relacionados a biologia das CTMs com foco na imunossupressdo induzida e no
potencial positivo dessas células em desordens da inflamacdo e do sistema imune. A
importancia do entendimento dessas CTMs esta diretamente relacionada com o potencial
terapéutico em doencas inflamatdrias e imunes. A aplicagdo destas foi avaliada em doencgas
como esclerose mdltipla, diabetes tipo 2, fibrose pulmonar, pancreatite aguda,
encefalomielite, doencas inflamatdrias intestinais e sobrevivéncia de enxerto e na doenca

hospedeiro versus enxerto. Nesse trabalho, focou-se nas duas Ultimas condi¢des patologicas.
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4.5 APLICACAO DAS CTMs NO TRANSPLANTE DE ORGAOS

O transplante de 6rgdos é util para o tratamento da fase final de faléncia de 6rgéos,
mas é imperativo que a tolerancia estavel seja induzida nos receptores de 6rgdos para que o
6rgdo transplantado sobreviva a longo prazo. A indugdo de tolerdncia imunoldgica a
transplantes de drgdos pode ser obtida através da utilizacdo de agentes imunossupressores
para modulacdo das células T e células B, com o objetivo de prevenir a resposta imune no
hospedeiro e a rejeicdo aguda do 6rgédo transplantado. No entanto, os efeitos colaterais dos
agentes imunossupressores colaterais incluem nédo sé o risco de infeccdo, mas também o de
ndo prevenir a rejeicdo. (ILDSTAD et al., 2011). As células imunes, tais como Treg, células
dendriticas imaturas, e as CTMs desempenham papéis importantes na inducéo de tolerancia
imunolégica em transplante de 6rgdos. (WOOD et al., 2012).

As CTMs induzem tolerancia do rim transplantado através da expressdo da IDO, que
leva a supressdo de linfocitos T reativos. (GE et al., 2010). A infusdo de CTMs somado a
rapamicina induziu tolerancia especifica ao aloenxerto cardiaco, apoiando a ideia de que
CTMs j& estdo sendo utilizadas no cenario clinico. (GE et al., 2009). No modelo de
transplante cardiaco heterotopico MHC-correspondido, foi mostrado que a infusdo de CTMs
induziu a expanséo de células Treg e prolongou a sobrevivéncia do enxerto. Os mecanismos
induzidos pela infusdo dessas células no transplante cardiaco alogénico também incluem o
equilibrio dos padrdes Th1/Th2. (ZHOU et al., 2006).

Na tabela 2 foram compilados dados experimentais recentes relacionados a utilizacdo
das CTMs na terapia dos transplantes de 6rgdos. De maneira geral, os mecanismos envolvidos
nesses trabalhos envolveram a diminuicdo de células apresentadoras de antigenos durante o
tratamento, como o0s macréfagos, que por sua vez inibiram a diferenciacdo da resposta imune
celular para o padrdo Thl com producdo de IFN-y. Assim como nas DIIs, o aumento do
namero de células Treg também mediou 0 aumento da sobrevivéncia dos enxertos na presenca
das CTMs. Além disso, acredita-se que estas sdo células imunoprevilegiadas j& que nédo

expressam antigenos do MHC classe |1, impedindo a rejei¢éo do transplante.
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Tabela 2 - Exemplos de dados experimentais sobre o efeito imunomodulatdrio das CTMs

em transplantes.

Estudos experimentais com CTMs sendo aplicadas em terapias para transplantes
de 6rgéos e enxertos

Artigo publicado Mecanismo imunoldgico
Multipotent Mesenchymal Stromal | Proliferacdo de linfocitos T
Cells Synergize With Costimulation Blockade 1 Células Treg Foxp3+

in the Inhibition of Immune Responses and the
induction of Foxp3 + Regulatory T Cells.

Mesenchymal stromal cells reset the 1 Células Treg
scatter factor system anda cytokine network in | de Linfécitos Thl
experimental kidney transplantation. | ativacdo de macr6fagos

Mesenchymal stem cell therapy | Células NK
promotes corneal allograft survival in rats by 1CD4+ e Treg Foxp3+

local and systemic immunomodulation.

Mesenchymal stem cells home to LIFN-y
inflamed ocular surface and suppress | APCs
allosensitization in corneal transplantation. 1Células Treg

Mesenchymal Stromal Cellsas an | Hemorragia local

Adjuvant Treatment for Severe Late-Onset
Hemorrhagic  Cystitis after  Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplantation.

Fonte: Takahashi et al. (2014); Gregorini et al. (2014); Treacy et al. (2014); Omoto et al. (2014); Wang et
al. (2014).
Nota: Adaptada pela autora.

4.6 APLICAGAO DAS CTMs NAS DOENGAS INTESTINAIS

As doencas inflamatorias intestinais (Dlls), incluem vérios distlrbios sendo o0s
principais a doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa. Tratam-se de inflamagGes cronicas,
recorrentes do trato gastrointestinal, e de origens desconhecidas. Dados sugerem que as DllIs
sdo decorrentes de uma disfuncdo do sistema imunolégico da mucosa intestinal, com uma
predominancia de resposta inflamatéria, em um individuo geneticamente susceptivel em
contato com a flora intestinal normal. (HISAMATSU et al., 2013). Essas doencas séo
caracterizadas pela disfuncdo dos linfocitos T da mucosa, alteragdo na producdo e secrecdo de
citocinas e inflamagdes celulares que afetam o trato digestivo, em especial o intestino delgado
distal e a mucosa do colon. (BUOMA; STROBER, 2003). A DC pode afetar qualquer parte

do segmento gastrointestinal e € caracterizada por um processo inflamatério com



22

recrutamento de macrofagos e formacdo de granulomas com envolvimento transmural como
apresentado na Figura 3. (SIGH et al., 2011).

Ja a colite ulcerativa afeta a regido do colon e do reto (Figura 3), sendo caracterizada
por infiltrado neutrofilico com formacdo de abcessos cripticos e ulceracao epitelial restrita a
mucosa ou submucosa. Embora a causa precisa da DIl permane¢a indeterminada, as
condi¢des parecem estar relacionadas a combinacdes de fatores ambientais e genéticos.
(ACTIS; ROSINA, 2013).

Figura 3 - Representacdo esquematica das regides afetadas (em
vermelho) na colite ulcerativa e Doenga de Crohn.

/Colite ulcerativa Doencga de Crohn \

Fonte: Sigh et al. (2011).
Nota: Adaptada pela autora.

A terapia das Dlls estdo voltadas a reversdo dos aspectos fisiopatoldgicos da doenca.
(LOWENBERG; D'HAVENS, 2013). Nesse contexto, foi demonstrado que pacientes com
colite ulcerativa e DC, independente da extensdo da doenca, apresentam linfocitos T na
mucosa intestinal que se mostram resistentes a apoptose. (BU et al., 2001), o que promove 0
desbalango da inflamacdo e resposta imune no local. Ainda, sabendo da importancia das
citocinas na fisiopatologia, as terapias visam aumentar a citocina anti-inflamatéria 1L-10 e
bloquear a sinaliacdo da citocina pro-inflamatéria IL-6 com o objetivo de reverter a
resisténcia das células T a apoptose. (ATREYA et al., 2000; BEILEY et al., 2006). Nas Dlls,
a desregulacdo da resposta imunoldgica é reflexo do desequilibrio das células Th 1 e Th2,
bem como a producdo de citocinas por esses grupos de células nos diferentes estagios das

doencas. Enquanto a DC foi associada a doenga associada ao perfil Thl, mediada por
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citocinas como TNF-q, IL-2 e IFN-y, a colite ulcerativa é associada ao padrdo de resposta
Th2, com sintese de IL-5 e IFN-y. (MUZES et al., 2012). Esse padrdo ndo é constante, j& que
perfis Thl e Th2 foram associados a colite ulcerativa e doenca de Crohn, respectivamente.
(FENG et al., 2011). O padrdo Thl7, mediado pelas IL-23 e IL-17, também se mostraram
importantes com relagdo ao corater cronico das Dlls. (YEN et al., 2006).

Diante do fato que a terapia convencional além de expendiosa, ndo descarta, em
alguns casos, a intervencdo cirurgica, alguns estudos apontam como uma estratégia a
utilizacdo das CTMs na terapia celular da colite ulcerativa. (SINGH et al., 2011; HAWKEY,
2012). Dados experimentais demonstram que a administracdo das CTMs melhoram o quadro
clinico e a histopatologia da colite, e aumentam a sobrevida dos animais. Essas respostas
foram acompanhadas por aumento da secre¢do de citocinas anti-inflamatérias e diminuicéo
das citocinas pro-inflamatdrias. (GONZALEZ-REY et al., 2009). A terapia ainda induziu a
apoptose das células T resistentes a apoptose via Fas-FasL, levando & melhora do prognéstico
da doenca. (AKIYAMA et al., 2012).

Pesquisas clinicas também foram e estdo sendo conduzidas no sentido de verificar o
risco das CTMs em humanos. (DUIJVESTEIN et al., 2010). A avaliagdo dos beneficios foram
também mostrado através da infusdo das CTMs, obtidas da medula 6ssea e do tecido adiposo.
(GARCIA-OLMO et al., 2005; 2009).

Com relacdo a doenca de Crohn foi mostrado que o transplante autélogo de CTMs
aumentou a condicdo clinica dos pacientes. (DUIJVESTEIN et al., 2010).

Conforme resultados da tabela 3, a publicagéo de dados experimentais relacionados ao
tratamento das DlIs, nos quais se observaram resultados positivos apés a infuséo das CTMs é
mais frequente comparado a resultados negativos. Os mecanismos envolvidos sdo baseados na
proliferacdo de linfocitos Treg e na inibicdo dos linfocitos T. (TAKAHASHI et al., 2014). Na
presenca das CTMs, as celulas NK também apresentaram menor lise citolitica. (WANG et al.,
2011). Os efeitos também se mostraram dependentes da inibi¢do da funcdo efetora das células
dendriticas e mondcitos, de acordo com os dados mostrados na Figura 4 e Tabela 1.

Ainda, a regulagdo das CTMs nas Dlls estd voltada em aumentar a secrecdo de
citocinas anti-inflamatorias e inibir as citocinas pré-inflamatorias, associado ao seu papel
antioxidante no colon inflamado, o que corrobora a ideia que de o uso de CTMs nestas
doencas melhoram a perspectiva clinica e reduz a resposta imunoldgica severa como resultado

da inflamacéo cronica local.



Tabela 3 - Exemplos de dados experimentais para o tratamento de doencas

inflamatorias intestinais ~ utilizando o  potencial efeito
imunomodulatério das CTMs
Artigo publicado Mecanismos imunoldgicos Resultado

The  possible  role  of 1 citocinas ar
mesenchymal stem cells therapy antiinflamatorias
in the repair of experimentally |citocinas pro-
induced colitis in male albino inflamatérias
rats

Mesenchymal  stem  cells | Th1- Th17 +
alleviate TNBS-induced colitis by | Th2
modulating inflammatory and 1 Treg
autoimmune responses

Systemic infusion of bone |TNF-q, IL-1- no ar
marrow-derived  mesenchymal cdlon
stem cells for treatment of I TNF-a no soro
experimental colitis in mice

Emprego de Terapia Celular | inflamac¢é@o +
em Modelo Experimental de |mieloperoxidase
Doenga Inflamatéria Intestinal.

Analise do efeito anti - 1 resposta +
inflamat6rio do transplante de antioxidante
células tronco mesenquimais por 1 apoptose células
duas vias de infusdo para modelo T
murino de colite ulcerativa
aguda.

I mitocondrial +

Aire controls mesenchymal stem
cell-mediated suppression in
chronic colitis

Bone  marrow-mesenchymal
stem cells are a major source of
interleukin-7 and sustain colitis
by forming the niche for
colitogenic CD4 memory T cells

redutase de células T
learly T cell
activation factor (Eta)-1

1 TCD,
+ T CDy de
memoria

Fonte: Fawzy et al. (2013); Chen et al. (2013); He et al. (2012); Marcelino (2012); Gongalves,
(2013); Parekkadan et al. (2012); Nemoto et al. (2013).

Nota: Adaptada pela autora.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

Conclui-se que o uso de CTMs tem um papel promotor da imunossupressao, e assim
revela-se como estratégia promissora para o tratamento de doengas inflamatorias e imunes,
como por exemplo, as DllIs e os transplantes de 6rgdos. Embora o nimero de trabalhos
experimentais seja bastante alto atualmente, sua aplicacdo clinica ainda € restrita como
evidenciado pela menor proporgéo de trabalhos publicados. Nesse aspecto, a possibilidade de
que outros interferentes diminuam os efeitos das CTMs ndo exclui seu potencial terapéutico,
mas emerge com a necessidade de se entender cada vez mais a biologia das mesmas bem
como o potencial toxicologico. Foi sugerido que o uso de imunossupressores em
concentracdes terapéuticas pode afetar sua fun¢do, comprometendo a terapia. (HOOGDUIJN
et al., 2008).

Além disso, foi demonstrado que o contato prévio das CTMs com citomegalovirus
reverteu a fungdo imunossupressora, sugerindo que pessoas receptoras dessa terapia devem
estar totalmente imunizadas. (MEISEL et al., 2014).

Assim, fica evidente a necessidade de aprofundamento sobre a aplicagdo das CTMs
como terapia celular em seres humanos, com atencdo & padronizacdo dos diferentes
pardmetros de utilizagcdo como numero de células, regime de aplicacéo e fonte dessas células.
Ainda, a descoberta de novos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
imunossupressdo induzidas pelas CTMs séo fundamentais para o seu melhor entendimento e
adequada aplicacdo. Finalmente, as consequéncias da imunossupressdo promovida por essas

células sobre as defesas do hospedeiro devem ser estudadas.
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