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Immunomodulatory effect of mesenchymal stem cells
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RESUMO

As células-tronco mesenquimais sdo uma populacdo adulta de
células ndo hematopoiéticas, que podem se diferenciar em uma
variedade de tipos celulares, como ostedcitos, condrdcitos,
adipécitos e midcitos. Apresentam propriedades imunomoduladoras,
que levaram a considerar seu uso para inibir as respostas imunes.
Nesse contexto, as células-tronco mesenquimais inibem com
eficiéncia a maturacédo, a producéo de citocinas, e a capacidade
de estimular as células T das células dendriticas. Podem também
impedir a proliferagao, secrecao de citocina e o potencial citotéxico
dos linfécitos T. Além disso, as células-tronco mesenquimais sao
capazes de inibir a diferenciagdo de células B em plasmdcitos ao
inibir sua capacidade de produzir anticorpos. Uma variedade de
modelos animais confirma as propriedades imunomoduladoras
das células-tronco mesenquimais. Alguns estudos clinicos que
incluiram pacientes com doenca do enxerto contra hospedeiro
mostraram que a administracdo de células-tronco mesenquimais
resultou em respostas clinicas significativas. Portanto, as células-
tronco mesenquimais parecem melhorar a doenga do enxerto
contra hospedeiro e sédo candidatas promissoras na prevencéo e
tratamento de doengas imunomediadas devido a sua capacidade
imunomoduladora a baixa imunogenicidade.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells represent an adult population of
nonhematopoietic cells, which can differentiate into a variety of cell
types such as osteocytes, chondrocytes, adipocytes, and myocytes.
They display immunomodulatory properties that have led to the
consideration of their use for the inhibition of immune responses. In
this context, mesenchymal stem cells efficiently inhibit maturation,
cytokine production, and the T cell stimulatory capacity of dendritic
cells. They also can impair proliferation, cytokine secretion, and
cytotoxic potential of T lymphocytes. Moreover, mesenchymal
stem cells are able to inhibit the differentiation of B cells to plasma
cells by inhibiting their capacity to produce antibodies. A variety
of animal models confirm the immunomodulatory properties of
mesenchymal stem cells. Clinical studies including patients with
severe acute graft-versus-host disease have revealed that the

administration of mesenchymal stem cells results in significant
clinical responses. Therefore, mesenchymal stem cells improve acute
graft-versus-host disease and represent a promising candidate for the
prevention and treatment of immune-mediated diseases, due to their
immunomodulatory capability and their low immunogenicity.
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INTRODUCAO

Afonte maisbem caracterizada de células-tronco adultas
ainda é medula 6ssea adulta, que contém uma populagao
heterogénea de células, incluindo células-tronco
hematopoiéticas, macrofagos, eritrocitos, fibroblastos,
adipdcitos, e células endoteliais. Além desses tipos de
células, a medula dssea também contém um conjunto
de células-tronco nao hematopoiéticas com potencial
para multiplas linhagens?. Essas células-tronco sao
chamadas de células-tronco estromais ou células-tronco
mesenquimais, agora, mais comumente, de células
estromais mesenquimais (CTMs). As CTMs sao células
primitivas que se originam da camada germinativa
mesodérmica, classicamente, foram descritas como
capazes de gerar tecidos conjuntivos, células de musculo
esquelético, e células do sistema vascular.

Ha mais de 30 anos, Friedenstein et al.® fizeram o
primeiro relato de evidéncias de células parecidas com
fibroblastos que podiam ser isoladas da medula 6ssea
por meio de aderéncia ao pléstico em culturas. Descre-
veram uma populacao de células precursoras estromais
multipotentes, fusiformes e clonogénicas em condigoes
de cultura, e a definiram como uma unidade formadora
de colonia de fibroblastos (CFU-F).

Mais recentemente, o Comité de Células-Tronco
Mesenquimais e de Tecidos da International Society for
Cellular Therapy [Sociedade Internacional para Terapia
Celular]| propds critérios minimos para caracterizar as
CTMs humanas®.
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Assim, as CTMs devem aderir ao plastico quando
mantidas em condicOes padrao de cultura. Ademais, de-
vem expressar CD29, CD73, CD90 e CD105, e nao ter
expressao de CD34, CD45, CD14 e do antigeno leucoci-
tario humano (HLA)-DR na superficie. E ainda devem
ter o potencial para se diferenciarem em osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos in vitro. Essas observagoes
foram a base para a maioria dos estudos atuais sobre cé-
lulas estromais derivadas da medula dssea. Entretanto,
muitas questoes ainda continuam sem resposta quanto
a verdadeira natureza e identidade de CTMs, incluindo
sua localizacao, origem e multipotencialidade. O isola-
mento de CTMs foi descrito a partir de varios tecidos,
como medula 6ssea, tecido adiposo, figado, musculo, li-
quido amnidtico, placenta, sangue do cordao umbilical
e polpa dentaria®®.

Efeito imunomodulatorio de CTMs

As CTMs humanas (hMSC) sao caracterizados pela baixa
expressao do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe I e pela auséncia de moléculas co-
estimulatorias, como CD80, CD86, ou CD40, e sao
descritas pelo seu efeito imunomodulatério sobre as
células do sistema imunoldgico. Além disso, as hMSC
nao induzem a proliferacdo de linfdcitos alogénicos ou
xenogénicos, causando efeitos sobre a fungao de linfocitos
B, inibindo sua diferenciacao em células plasmaticas, e
mostraram interferir com a diferenciacao, maturacao e
funcao de células dendriticas® V.

Impacto das hMSC nas células T

Alguns estudos demonstraram que as CTMs afetam véarias
propriedades de células T e definitivamente suprimem a
proliferacao de células T CD4+ e CD8+2. A reducio da
proliferacao de células T foi evidente mesmo quando as
células eram cocultivadas com CTMs separadas por uma
membrana franswell, sugerindo que, além da interacao
célula-célula, existem fatores solaveis envolvidos nesse
mecanismo supressort?.

Além de sua habilidade de dificultar a proliferacao
de células T ativadas, as CTMs prolongaram a sobrevi-
da de células T em estado quiescente. As CTMs resga-
taram células T da morte celular induzida por ativacao,
por meio da regulagdo negativa do receptor Fas e do
ligante Fas na superficie de células T e pela inibi¢ao de
proteases enddgenas envolvidas na morte celular. As
CTMs também reduziram a apoptose mediada pelo re-
ceptor Fas de células T leucémicas Jurkat que expres-
sam CD95. Em contraste, o resgate da morte celular
induzida por ativacao nao teve associacio com uma al-
teragao significante na expressao de Bcl-2, um inibidor
de apoptose induzida por estresse celular’®.
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As CTMs inibiram a formacgao de células T citotoxi-
cas, mas elas nao interferem com a lise de células CTLs
e NK®. Quando se aborda a especificidade das células
T inibidas por CTMs, os estudos demonstraram que as
CTMs exibem diferentes efeitos sobre as respostas ce-
lulares de células T especificas de aloantigeno e de virus
(151, Portanto, a proliferacao de células T e a secregao de
IFN-y induzidas por virus foram menos afetadas pelas
CTMs do que a resposta a aloantigenos™.

Recentemente, varios estudos investigaram o im-
pacto de CTMs sobre células T regulatérias, que de-
sempenham um papel importante na indugao de to-
lerancia periférica e na inibicao de respostas imunes
pré-inflamatérias®®. E interessante notar que as CTMs
promovem de forma significativa a expansao e a capaci-
dade inibitoria das células T regulat6rias®.

Virias moléculas associadas a membrana celular
e moléculas soluveis foram identificadas na contribui-
¢ao da inibicao mediada por CTMs da proliferagao e
atividade de células T. Elas incluem prostaglandina
E2 (PGE2), fator de crescimento transformador -f
(TGF-B), indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), e 4cido
nitrico (NO)1720),

Efeito de hMSC nas células B

As CTMs expandidas em cultura consistentemente
suprimiram a diferenciagdo terminal de células B em
plasmdcitos. InvestigacOes anteriores mediram o0s
efeitos de CTMs mediante a captagao de 3H-timidina de
células B estimuladas por varios outros antigenos %),
e todos esses estudos, com uma exce¢ao ??, mostraram
o efeito inibitério de CTMs sobre a proliferacao de
células B.

Entretanto, estudos recentes relataram dois efeitos
opostos sobre a diferenciacao de células B. Dois estu-
dos mostraram “supressao de diferenciacido de células
B” @229 ¢ os outros dois mostraram “aumento” 520,

Por outro lado, mesmo em estudos posteriores,
Rasmusson et al. identificaram a supressdao de dife-
renciacao de células B estimulada por LPS por fatores
humorais secretados por CTMs *. Essas discrepan-
cias podem ser devidas a varios fatores e condi¢oes, in-
cluindo diferentes vias de sinalizacao iniciadas por es-
timulos por meio das moléculas BCR, TLR, ou CD40,
via contato célula-célula ou fatores humorais, poténcia
dos estimulos, linhagem de origem das CTMs, pureza
de células B, e/ou CTMs. Asari et al. mostraram que
a supressao da proliferagao de células B estimuladas
por LPS in vitro requer uma propor¢ao de CTM para
célula B maior que aquela requerida para suprimir a
diferenciagao de células B. E esse estudo sugeriu que
o menor ndmero de plasmdcitos diferenciados em co-
culturas B/CTM nao € mediado por apoptose®”.
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Efeito das CTMs nas células dendriticas

As células dendriticas (DC) exibem uma ampla
capacidade de induzir respostas de células T e de
produzir citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de
necrose tumoral (TNF)-a, IL-1f, e IL-6®. Devido
essas propriedades, as DC desempenham um papel
vital na iniciacdo e manutencao da DECH e de varias
doencgas autoimunes®),

Estudos recentes investigaram se as CI'Ms sao ca-
pazes de modular o fenétipo e fun¢do de DC. Demons-
trou-se que as CTMs inibem a capacidade imunoesti-
mulatéria de DC humanas que sdo diferenciadas de
mondcitos sanguineos apds alguns dias na presenga de
varias citocinas®). Assim, as CTMs impedem de forma
acentuada a diferenciacao de mondcitos sanguineos
humanos em DC imaturas, assim como a maturacao
das DC por meio de interacao célula-célula, ja que o
sobrenadante das culturas de CTMs nao interfere na
maturacao das DC. Ainda, as CTMs inibiram a endo-
citose e a producao de IL-12 pelas DC. As CTMs tam-
bém suprimiram, de forma eficaz, a capacidade das DC
de estimular a proliferacdo de células T, reduziram a
polarizacao mediada por DC de células T CD4+ em
células pro-inflamatdrias Thl e promoveram a indugao
das respostas de células Th2?”.

Todos esses achados mostram que as CTMs condu-
zem as DC humanas em dire¢ao a um fenétipo tolero-
génico. Quando sao focados os mecanismos dos efeitos
de CTMs sobre as propriedades imunomodulatérias das
DC, alguns estudos demonstraram que a prostaglandi-
na E2 contribui para uma diminuicao de liberacio de
citocina por DC®”. Outros fatores soliveis foram tam-
bém descritos, como IL-6 e fator estimulante de colonia
de macréfagos (M-CSF), além do contato célula-célula,
e desempenham um papel na inibicao mediada por
CTMs da diferenciacdo, produgao de citocinas e capa-
cidade das DC em estimular células TGV,

Uso de CTMs para tratar doenca do enxerto contra
hospedeiro (DECH)

As propriedades imunomodulatérias de CTMs foram
demonstradas em varios modelos animais relacionados
a DECH e rejeicdo de enxerto apOs transplante de
células ou 6rgaos. A administracao sistémica de CTMs
derivadas de medula Ossea alogénica de babuinos
prolongou a sobrevida de enxertos de pele®?. E alguns
estudos documentaram que a coadministracao de
CTMs derivadas de medula dssea autdloga e medula
Ossea de doador melhorou a sobrevida de enxertos de
pele e reverteu a DECH em ratos®.

Estudos adicionais analisaram o potencial de
CTMs para o tratamento de DECH. Yaifiez et al. de-
monstraram que a infusao de CTMs derivadas de te-
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cido adiposo em camundongos transplantados com
enxertos hematopoiéticos haploidénticos foi capaz
de controlar a DECH®Y. Mostraram que apenas in-
fusdes precoces de CTMs apds o transplante sao
eficazes para controlar a DECH, e repetidas apli-
cacoes de CTMs sao necessarias para a melhora da
DECH®%,

Além disso, Nauta et al. relataram que a infusio de
células de medula 6ssea de doadores em combinacao
com CTMs murinas do hospedeiro realca a enxertia
em um modelo murino de transplante de medula 6ssea
alogénica®). Entretanto, eles também observaram que
o cotransplante de células de medula 6ssea de doadores
e de CTMs murinas resulta em aumento da rejeigao de
células de medula 6ssea e que as CTMs de doadores
infundidas sao capazes de induzir resposta de células T
de memoria®).

Com base nas capacidades imunomodulatérias de
CTMs in vitro e in vivo usando modelos animais, va-
rios estudos clinicos foram realizados para avaliar po-
tenciais tratamentos de DECH com CTMs. As CTMs
derivadas de medula 6ssea foram administradas em
coinfusao com células-tronco hematopoiéticas de gé-
meos idénticos para HLLA de medula 6ssea ou sangue
periférico em 46 pacientes apds um regime de condi-
cionamento mieloablativo®®., No dia zero, as CTMs
foram administradas por via endovenosa (1,0-5,0 X
10° por kg de peso corpéreo), 4 horas antes da infusao
de células-tronco hematopoiéticas. O tratamento foi
bem tolerado e nenhuma formacao éssea ou cartila-
ginosa ectopica foi encontrada. Observou-se DECH
aguda graus II a IV em 28% dos pacientes e DECH
cronica em 61% dos pacientes que sobreviveram pelo
menos 90 dias®®.

Le Blanc et al. relataram a administragao de CTMs
em um menino de 9 anos de idade com DECH aguda
severa resistente ao tratamento apds transplante alo-
génico de células-tronco®”. Até o dia 70, o paciente
desenvolveu DECH aguda grau IV, com diarreia de até
20 vezes ao dia e uma alta concentracao de bilirrubi-
na. As CTMs foram administradas por via endovenosa
(2,0 x 10° por kg de peso corpdreo) no dia 73, e dentro
de alguns dias apds a infusao de CTMs, a frequéncia
da diarreia caiu para duas vezes ao dia, e observou-se
um declinio da concentragao de bilirrubina. Nenhuma
toxicidade relacionada ao tratamento foi notada ap6s
a infusao®”.

Em outro estudo clinico, oito pacientes com DECH
aguda graus III e IV refrataria a esteroide foram trata-
dos com CTMs ©®®. Os pacientes receberam CTMs de-
rivadas de medula 6ssea na dose mediana de 1,4 x 10°
por kg de peso corpéreo. Respostas clinicas completas
foram observadas em seis dos oito pacientes. A DECH
aguda do intestino desapareceu completamente em seis



pacientes, e no figado e na pele, em um paciente. Ne-
nhum efeito colateral ou formagao de tecido ectdpico
foi observado®®.

Mais recentemente, Le Blanc et al. realizaram um
estudo de fase II que incluiu 55 pacientes com DECH
aguda severa, graus IT a IV, resistente a esterdides®®. As
CTMs foram infundidas na dose mediana de 1,4 X 10°
por kg de peso corpéreo. Trinta pacientes apresentaram
resposta completa e 9 pacientes, uma resposta parcial.
Dezesseis pacientes apresentaram doenca estavel ou
progressiva. A sobrevida de pacientes com resposta
completa foi significantemente maior do que a daqueles
com resposta parcial ou sem resposta. Nenhum efeito
colateral foi observado®.

Em mais um estudo clinico, 13 pacientes com DECH
aguda refrataria a esteroide foram tratados com CTMs
derivados de medula dssea expandida sem soro bovi-
no, em um meio contendo lisado de plaquetas na dose
média de 0,9 X 10° por kg de peso corporeo®. Dois
pacientes apresentaram respostas clinicas.

Além disso, foi feito um estudo clinico que in-
cluiu 32 pacientes com DECH aguda. Pacientes com
DECH graus II a IV foram randomizados para re-
ceber dois tratamentos de CTMs na dose de 2 ou 8
x 10° por kg de peso corpéreo em combinagdo com
corticoseroide. Setenta e sete por cento de respostas
completas e 16% de respostas parciais foram relata-
das. Nenhuma toxicidade relacionada a infusao de
CTMs ou formacao de tecido ectdpico foi encontra-
da. Na comparacdo das doses baixa e alta de CTMs,
ndo houve diferenca em termos dos resultados de se-
guranca e eficacia®V.

CONCLUSOES

Os dados atuais indicam que as CTMs representam uma
ferramenta atraente para aplicacdes clinicas. As CTMs
inibem de forma eficiente a expansao e ativaciao de
diferentes componentes celulares de imunidade inata
e adaptativa. Também surgem como uma ferramenta
promissora para o tratamento de transtornos mediados
pela imunidade, incluindo DECH, rejeic@o a enxerto e
doencas autoimunes.

Alguns estudos preliminares usando CTMs para
o tratamento de pacientes com DECH apresentaram
respostas clinicas encorajadoras na auséncia de efeitos
colaterais severos ou de formacao de tecido ectdpico.
Entretanto, estudos adicionais relativos a técnicas de
preparo de CTMs, imunogenicidade, potencial tumori-
génico, sua migragao, alojamento, e sobrevida in vivo,
além de dose 6tima, frequéncia, e via de administragao,
devem melhorar a eficicia e seguranga de estratégias
terapéuticas com base nas CTMs.
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