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Resumo

A severidade da TB na fase ativa da doenca esta relacionada a inflamacéo
exacerbada, que leva a necrose e a destruicdo do tecido pulmonar com formacéo de
cavernas. O tratamento da TB est& direcionado para a eliminacdo da micobactéria ,
entretanto as les6es necréticas do pulméo deixam graves sequelas como fibrose
pulmonar e insuficiéncia respiratéria. Métodos terapéuticos baseados na reducéo da
inflamacao e necrose pulmonar que poderiam reduzir a gravidade da patologia ainda
ndo estdo estabelecidos. As células-tronco mesenquimais (CTMs), estdo sendo
utilizadas para o tratamento de uma ampla variedade de doencas. O potencial
terapéutico das CTMs para tratamento da TB ainda ndo foi estudado. Nosso objetivo
foi investigar a interacdo das CTMs intrinsecas e extrinsecas com o nicho pulmonar
modificado por M. tuberculosis em modelo murino e sua atividade imunomodulatéria.
Camundongos C57BL/6 infectados com cepas de micobactéria virulentas foram
tratadas com duas injecbes intraperitoneais de 2x10° Células-tronco imatura de
polpa de dente humano (CTIPDh), e/ou tratados com 10mg/ml de rifampicina
durante 13 dias. Os resultados demonstraram que tanto as CTIPDh, quanto as
CTMs intrinsecas, foram capazes de se enxertar as lesdes pulmonares, com maior
recrutamento nas lesdes causadas pelas cepas de maior viruléncia. O tratamento foi
capaz de reduzir a necrose pulmonar na fase aguda da infec¢éo e, posteriormente,
diminuir a fibrose na fase crénica. As melhorias foram associadas a inibicdo do
recrutamento dos leucocitos mieldides no pulmé&o, com maior reducéo da populacéao
de neutrdfilos, e uma forte queda na producdo de citocinas pro-inflamatorias. Além
disso, somente nos animais tratados com CTIPDh foi detectado um aumento na
producdo da prostaglandina PGE2. A comparacdo dos efeitos terapéuticos de
CTIPDh com os efeitos da rifampicina ou da combinacdo de ambas, demonstrou
gue a utilizacao da rifampicina também promoveu uma inibicdo na inflamacédo , além
de forte reducdo no crescimento das micobactérias. Concluimos, que a utilizacédo
das CTIPDh para o tratamento da TB demonstrou sua eficacia na reducdo da
inflamacdo exacerbada, reduzindo a necrose pulmonar e a formacdo de tecido
fibroso. A combinagéo da terapia celular com uso dos farmacos anti-micobactérianos

(rifampicina) aumenta o efeito terapéutico.

Palavras chaves.: Tuberculose, patogenia, tratamento, células-tronco

mesenquimais e imunomodulacéo.
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Abstract

The severity of TB in the active phase of the disease is related to exacerbated
inflammation, which leads to necrosis and destruction of lung tissue with formation of
caves. The treatment of TB is directed towards the elimination of mycobacteria,
however, the necrotic lesions of the lung leave severe sequelae such as pulmonary
fibrosis and respiratory failure. Therapeutic methods based on reduction of
inflammation and pulmonary necrosis that could reduce the severity of the pathology
are not yet established. Mesenchymal stem cells (MSC) are being used to treat a
wide variety of diseases. The therapeutic potential of MSC for TB treatment has not
been studied. Our objective was to investigate the interaction of intrinsic and extrinsic
MSC with the pulmonary niche modified by M. tuberculosis in the murine model and
its immunomodulatory activity. C57BI/6 mice infected with virulent mycobacterial
strains were treated with two intraperitoneal injections of 2x10°> human pulp immature
stem cells (CTIPDh), and / or treated with 10 mg rifampicin for 13 days. The results
demonstrated that both the CTIPDh and the intrinsic CTMs were able to graft the
lung lesions, with a higher recruitment in the lesions caused by the more virulent
strains. The treatment was able to reduce pulmonary necrosis in the acute phase of
infection and subsequently decrease fibrosis in the chronic phase. Improvements
were associated with the inhibition of myeloid leukocyte recruitment in the lung, with
a greater reduction in the neutrophil population, and a strong decrease in the
production of proinflammatory cytokines. In addition, only in the animals treated with
CTIPDh an increase in prostaglandin PGE; production was detected. Comparison of
the therapeutic effects of CTIPDh with the effects of rifampicin or the combination of
both, demonstrated that the use of rifampicin also promoted an inhibition in
inflammation, in addition to a strong reduction in mycobacteria growth. We conclude
that the use of CTIPDh for the treatment of TB has demonstrated its effectiveness in
reducing exacerbated inflammation, reducing pulmonary necrosis and fibrous tissue
formation. The combination of the cellular therapy with the use of the anti-

mycobacterial drugs  (rifampicin) increases  the  therapeutic effect.

Keywords: Tuberculosis, pathogenesis, treatment, mesenchymal stem cells and

immunomodulation.
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1. Introducéo
1.1. Tuberculose

A tuberculose, uma das doencas mais antigas da humanidade, é uma doenca
granulomatosa infecto-contagiosa que acomete principalmente o0s pulmdes
(tuberculose pulmonar), mas pode atingir outros 6rgaos do corpo, cComo 0Ss0s, rins,
olhos e etc (tuberculose extrapulmonar) (Jayachandran, Sundaramurthy et al., 2007).
O principal agente causador da tuberculose nos humanos € o Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) conhecido também como bacilo de Koch (BK) em homenagem a
Robert Koch que descreveu a etiologia da doenca em 1882 (Kaufmann, 2006). Pode
ser causada também por outras espécies de micobactérias, como Mycobacterium
bovis e Mycobacterium africanum.

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, que compreende mais
de 50 espécies de bactérias, sendo que a maioria delas ndo € patogénica, sendo
encontradas no meio ambiente. Entretanto, algumas espécies sao altamente
patogénicas, incluindo M. tuberculosis, M. leprae e M. ulcerans, que sdo os agentes
causadores da tuberculose, hanseniase e dUlceras de Buruli, respectivamente
(Cosma, Sherman et al., 2003). As espécies de bactérias que compdem este género
tém formato de bacilo de tamanho e espessura que varia de acordo com a espécie .

Os seres humanos sdo os unicos hospedeiros naturais do M. tuberculosis. Ja
o M. bovis tem, como hospedeiro, diferentes espécies de mamiferos, principalmente
0 gado bovino, e era um dos principais agentes causadores da tuberculose em
humanos antes de pasteurizacdo de leite (Cosma, Sherman et al., 2003). O M.
tuberculosis € uma bactéria intracelular facultativa de crescimento lento, que cresce
e se multiplica dentro de macroéfagos, células dendriticas, neutréfilos e outros tipos
celulares. E alcool-acido resistente, ndo formadora de esporos e aerdbica (North e
Jung, 2004). As micobactérias possuem uma parede celular muito complexa, rica em
lipideos, e é ela a responsavel por muitas das propriedades caracteristicas das
micobactérias, tais como resisténcia a acidos e alcool, antigenicidade, resisténcia
aos detergentes e as coloracfes laboratoriais comuns. Uma vez corados, os bacilos
sdo resistentes a descoloracdo com solugfes alcool-4cidas, dai o nome de bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR). A estrutura da parede celular é tipica de uma
bactéria gram-positiva, com uma membrana interna recoberta por uma camada
espessa de peptideoglicano (PGL) e sem membrana externa, com o0 esqueleto de

PGL ligado covalentemente a moléculas de acido micdlico-arabinogalactano,
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recoberto por lipideos livres, glicolipideos, polipeptideos e lipoproteinas (figura 1)
(Murray et al, 2000).

Camada de Acidos micdlicos

arabinogalactano {“ﬁ—*—*—— D-arabinose e D-galactose

micolato

+ - ,— —,— — ,—1— N-acetilglicosamina e
acido N-acetilmuramico
Camada de

peptidoglicano 4 _ TT—— _ TT—— _ I= Acido D-glutamico,
! A ¢ Aacido m-diaminopimeélico,

- . O L- e D-alanina

Polipeptidios (por ex., PPD)

: Lipidios livres (por ex., ceras,
‘é//_ micosideos, fator corda)

Citoplasma

Membranas
citoplasmaticas

Figura 1. Estrutura da parede celular das micobactérias. Os acidos micélicos estéo ligados
a camada de arabinose-galactose na cadeia lateral de arabinose. A ligacdo fosfodiéster liga a
camada de arabinogalactano a cadeia subjacente de PGL na subunidade do acido muramico.
PPD, Derivado protéico purificado. (MURRAY et al, 2000)

Apesar do avanco dos programas de saude de controle da tuberculose, este
mal permanece como um grande problema de salde publica, principalmente, em
paises subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento e juntamente com o virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) é uma das principais causas de morte ao redor do
mundo. Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude, cerca de um terco
da populacdo mundial estd infectada com M. tuberculosis com o risco de
desenvolver a doenca (Who, 2015). Apesar disso, a maioria dos individuos
infectados pelo bacilo ndo desenvolve a doenca, estima-se que apenas 1 em cada
10 torna-se doente (Kaufmann, 2006).

Anualmente séo relatados cerca de 9,6 milh6es de novos casos e 1,5 milhdes
de mortes (1,1 milhdes entre pessoas HIV negativas e 0,4 milhdes entre pessoas
HIV positivas) em todo o mundo (Who, 2015) (figura 2).
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Sem Cadce

230 apacave

Figura 2. Estimativa da taxa de incidéncia de Tuberculose no ano de 2014. Figura modificada de
WHO Report 2015 — Global tuberculosis control: surveillance, planning, financing. Geneva, Wolrd
Health Organiazation (WHO/HTM/TB/2015)

Os maiores indices da doenca ocorrem nos paises mais populosos da Asia e
da Africa subsaariana. O Brasil ocupa o 17° lugar entre os 22 paises responsaveis
por 80% do total de casos de tuberculose no mundo. Sao registrados anualmente no
pais, uma estimativa de 73.692 novos casos e cerca de 4.577 mortes provocadas
pela tuberculose (MERCOSUR, 2015). Dos estados brasileiros, o Rio de Janeiro € o
que possui a maior taxa de incidéncia, com uma estimativa de 14 mil novos casos
por ano (GER; SANIT, 2014).

Além da coinfeccdo com o HIV, outro fator que tem sido alarmante € o
surgimento de cepas de M. tuberculosis que resistem aos antibidticos de primeira
linha de tratamento (cepas multidroga-resistentes — MDR) e de primeira e segunda
linha (cepas extensivamente droga-resistentes — XDR). A alarmante emergéncia
dessas cepas em paises desenvolvidos tem revelado a dificuldade do arsenal
terapéutico existente em combater esta importante doenca (Sharma e Mohan, 2004).

O tratamento da tuberculose é feito preferencialmente com um coquetel de
trés antibidticos (o coquetel- RHZ) por um periodo de seis meses que inclui as
drogas: rifampicina (R), isoniazida (H) e pirazinamida (Z). A esse coquetel pode ser

adicionado o antibidtico estreptomicina, o qual também é uma das drogas de



Fabricio M. Almeida, 2016.

primeira linha. A interrupcdo do tratamento ou o uso inadequado das drogas
aumenta as chances de surgirem cepas resistentes. Para tratar tuberculose
multidroga-resistente, MDR-TB, sao utilizadas drogas de segunda-linha, injetaveis,
capreomicina, canamicina e amicacina, que Ssao mais caras, tem mais efeitos
colaterais e devem ser administradas por mais tempo.

Quando a infeccdo se mostra resistente as drogas de primeira e segunda
linhas de quimioterdpicos administrados mais a fluoroquinolona tém-se uma
tuberculose extensivamente droga-resistente, XDR-TB, estando as opc¢des de
tratamento seriamente limitadas (Sacchettini, Rubin et al., 2008). Em razé&o disto, a
Organizacdo Mundial de Saude recomenda o tratamento supervisionado (ou DOTS -
Directly Observed Therapy Short-Course) onde as Secretarias de Saude
acompanham o uso dos medicamentos pelo paciente.

Os sintomas associados a tuberculose séo tosse cronica podendo ou ndo estar
acompanhada de expectoracdo com estrias de sangue (caracteristica da forma
pulmonar), febre predominantemente noturna com sudorese intensa, perda de
apetite (anorexia), emagrecimento e sensagcao de cansago excessivo.

A tuberculose é transmitida basicamente pelo ar, através de goticulas de
aerossoOis contendo bacilos que sao expelidas por pessoas com tuberculose
pulmonar ativa ou laringea (forma pouco comum), na fase bacilifera. Ao falar, tossir
ou espirar, essas goticulas podem permanecer em suspensdo durante horas. A
inalagdo de poucos bacilos pode causar a infeccdo, que na maioria dos individuos
permanece latente, sendo que 5-10% dos infectados desenvolvem a doenca em
algum periodo da sua vida e sem tratamento fatalmente as mortes chegam a 50%
dos casos. A tuberculose também pode ser transmitida por ingestdo de material
contaminado, como leite in natura contaminado com M. bovis. Atualmente, esses
casos sao muito raros, pois a pasteurizacao elimina o M. bovis do leite.

O diagnastico primario é baseado nos sintomas da tuberculose e de radiografia
do térax, que mostra as lesdes tuberculéides no pulméao, e prova tuberculinica (teste
PPD - Purified Protein Derivative). Ja um diagnostico de certeza é feito através da
avaliacdo ou ndo da presenca do bacilo em materiais bioldgicos (escarro, sangue,
liguido pleural, liquido cefalorraquidiano), que pode ser feito por bacterioscopia
(como a coloracdo de Ziehl-Neelsen do escarro ou cultura), e reacdao de PCR.
Embora, tais métodos sejam Uteis na abordagem inicial, € sempre desejavel isolar a

bactéria em cultura, para que se possa determinar a susceptibilidade desta aos
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antimicrobianos e detectar eventuais resisténcias as drogas geralmente utilizadas,
gue exija ajustes terapéuticos posteriores. A reatividade positiva ao PPD reflete
apenas o contato anterior com M. tuberculosis (ou outra micobactéria que pode ser
ou nao patogénica ou até mesmo reatividade cruzada com a vacina BCG), e ndo
significa, necessariamente, que o individuo esteja doente ou que va desenvolver a
doenca.

A prevencao da tuberculose deve ser feita através da deteccdo e tratamento
dos pacientes. Além disso € importante vacinar 0os recém nascidos com a vacina
BCG (BCG- Bacilo de Calmette Guérin). A BCG protege as criancas e o adulto
jovem contra as formas graves da tuberculose primaria disseminada nos pulmdes e
outros 6rgédos (forma miliar) e meningite tuberculosa (ABC da SAUDE).

Embora a BCG faca a prevencdo das formas disseminadas da doenca em
jovens, a mesma é falha em prevenir a forma pulmonar e as reinfec¢des. No Brasil, a
BCG esta no calendéario basico de vacinacéo, sendo aplicada no primeiro més de
vida. A aplicacdo da dose de reforco como forma profilatica € desprovida de
comprovagéo cientifica (Kaufmann et al., 2001). No Brasil a aplicacdo dessa dose foi
suspensa em junho de 2006.

O dificil controle da epidemia mundial de tuberculose deve-se a falta de uma
vacina mais eficaz que a BCG, ao surgimento de cepas de M. tuberculosis
resistentes aos antibiéticos e a falta de diagndsticos rapidos e sensiveis. Além disso,
a resposta imune contra a micobactéria (principalmente, sendo exclusivamente,
baseada na resposta imune celular) é complexa e ndo esta totalmente caracterizada
(O'garra, Redford et al., 2013).

1.2. Principais familias genéticas de M. tuberculosis e viruléncia

Fatores associados a viruléncia do patdégeno sdo de extrema importancia para
a persisténcia do microrganismo no hospedeiro, conferindo a capacidade de evacgao
do sistema imune e proliferacdo (Kaufmann, 2006). Com o desenvolvimento de
técnicas moleculares, foi possivel a discriminacdo das cepas de M. tuberculosis e a
possibilidade de realizacdo de estudos epidemiol6gicos (Lopez, Aguilar et al., 2003).
O sequenciamento completo do cromossomo circular da cepa H37Rv de M.
tuberculosis foi de suma importancia para auxiliar a compreensdo acerca da
patogenia induzida pelo complexo M. tuberculosis (Cole e Barrell, 1998; Cole,
Brosch et al., 1998).
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Os padrbes de espoligotipagem (spacer oligonucleotide typing — tipagem de
espacadores oligonucleotideos) permitem o agrupamento das diferentes cepas de
M. tuberculosis em familias epidemiologicamente importantes, como as familias
Beijing, Haarlem, S, T, X, East African-Indian (EAI) e a Latin American-
Mediterranean (LAM) (Brudey, Driscoll et al.,, 2006). As técnicas de biologia
molecular desenvolvidas permitem a caracterizacdo das cepas em todo mundo,
faciltando a comparacdo entre cepas de diferentes laboratérios e hospitais,
permitindo a determinacdo do perfil epidemiolégico e a prevaléncia destas familias
nas diferentes regides geograficas.

A viruléncia micobactériana é tradicionalmente determinada com base nos
indices de mortalidade e morbidade dos modelos animais, histopatologia encontrada
e resultados da quantificacdo do numero minimo de bactérias capaz de induzir a
doenca; assim como o numero de bactérias encontradas no hospedeiro apés a
infeccdo inicial. A avaliacdo do crescimento das cepas de M. tuberculosis em
macrofagos humanos in vitro é um método alternativo para avaliacdo das
propriedades biologicas de bactéria associadas a viruléncia. A avaliacdo do
crescimento intracelular da micobactéria dentro dos macrofagos infectados é um dos
principais parametros analisados nos estudos de viruléncia das cepas.

Para a viruléncia micobactériana a expressao de alguns genes sao cruciais. A
regido do genoma conhecida como RD-1 (regido de diferenciacdo 1) é responséavel
por codificar fatores associados a viruléncia micobactériana, por exemplo as
proteinas ESAT-6 e CFP-10 (Ganguly, Siddiqui et al., 2008).

A CFP-10 é capaz de diminuir a producéo de ROS nos macréfagos, o que leva
ao aumento da atividade de fosfatases nos vacuolos fagociticos, culminando na
desfosforilacdo de proteases lissos6micas. Ja o reconhecimento da proteina ESAT-
6, pelo receptor TLR-2 na superficie dos macrofagos, inibe a ativacdo de fatores de
transcricdo regulados por INF-y e NF-kB (Ganguly, Siddiqui et al., 2008). Foi
descrito que a ESAT-6 é capaz de formar poros na membrana da célula infectada,
além de induzir a ativagéo de sinais pro-inflamatorios via secregéo de IL-18 (Wong e
Jacobs, 2011). A producéao de IL-1[3, por sua vez, € capaz de induzir a maturagao do
fagossoma (Mishra, Moura-Alves et al., 2010), porém o recrutamento da proteina
coronina-1, induzido pela micobactéria, causa a inibicdo da fusdo do fagossoma com
o lisossoma, sendo este um mecanismo de escape micobactériano (Jayachandran,

Sundaramurthy et al.,, 2007). A ESAT-6 também facilita a translocacdo da



Fabricio M. Almeida, 2016.

micobactéria do fagossoma para o citosol, sendo um dos mecanismos de escape do
patdgeno a resposta microbicida induzida pelo macrofago (Simeone, Bobard et al.,
2012).

Fatores lipidicos micobactérianos também sdo descritos como responsaveis
pelo aumento da viruléncia da micobactéria. Chan e colaboradores demonstraram
gue a adicdo de LAM em cultura de macréfagos foi capaz de inibir a ativacdo desta
células pelo IFN-y (Chan, Fan et al., 1991). Sua liberacdo dentro do fagossoma e
incorporacdo nas endomembranas causa o bloqueio da maturacdo fagolisossomal
(Welin, Winberg et al., 2008). O mesmo foi demonstrado para o Man-LAM de
M.tuberculosis (Fratti, Chua et al., 2003).

Dentro dos diferentes gendtipos de micobactérias, foi observado que o Beijing
apresenta alta viruléncia, sendo verificado maior contagem de bacilos no pulmao,
ampla lesao tecidual e baixa sobrevivéncia dos modelos animais infectados (Ribeiro,
Gomes et al., 2014). Lasunskaia e colaboradores (2010) mostraram que existem
diferencas na viruléncia de cepas com o0 genotipo da Beijing moderno ou ancestral.
Sendo observada maior viruléncia nas cepas de genotipo moderno do que nas
cepas de genotipo ancestral (Lasunskaia, Ribeiro et al., 2010; Ribeiro, Gomes et al.,
2014). O aumento da viruléncia das cepas com gendétipo Beijing pode ser atribuido a
selecdo natural destas cepas, possivelmente, devido a vacinagcdo com a BCG,
tratamento com quimioterapicos e alta frequéncia mutacional das cepas com esse

gendtipo (Parwati, Van Crevel et al., 2010).

1.3. Resposta imune contra as micobactérias

Algumas semanas ap0s a implantacdo do bacilo no pulmdo ocorre uma
pequena reacao inflamatoria, que ndo caracteriza a doencga. Caso o sistema imune
do hospedeiro esteja bem vigilante, na maioria dos casos, a bactéria nao provocara
doenca, sendo mantida latente nas estruturas de contencdo — granulomas; mas se
por algum motivo houver uma supressao do sistema imune do hospedeiro, esta
pode sair do seu estado latente e vir a causar doenca (Schluger e Rom, 1998;
Schluger, 2001).

A resposta imune contra o M. tuberculosis € principalmente, ou se nao
exclusivamente, efetuada através da resposta celular (Th1l). Como o bacilo entra no
organismo pela via aérea, o epitélio bronquico representa a primeira linha de defesa

do hospedeiro, o qual produz peptideos com agdo antimicrobiana de largo espectro.
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A defesa inicial contra o bacilo, uma vez que este alcance os alvéolos pulmonares, é
feita pelos macrofagos alveolares que sdo capazes de inibir o crescimento da
bactéria através da fagocitose e que participa também na apresentacdo de
antigenos micobactérianos a linfocitos T nos ganglios linfaticos de drenagem
(Schluger e Rom, 1998; Schluger, 2001; O'garra, Redford et al., 2013)

Os processos envolvidos na fagocitose incluem a interacdo do bacilo com o
macréfago através dos receptores de complemento CR1, CR3 e CR4 e também
pelos receptores de manose (MR), e receptores scavenger, que facilita a
internalizagdo da bactéria. A interacdo com receptores de imunoglobulinas (FCRs) e
receptores Toll estimula os mecanismos de defesa do hospedeiro, promovendo a
ativacao dos macroéfagos (O'garra, Redford et al., 2013)

Depois que as micobactérias sdo fagocitadas, elas estdo sujeitas a serem
destruidas pela fusdo do fagossoma com os lissosomos, pela geracdo de
intermediarios reativos de oxigénio (ROI) e geracdo de intermediarios reativos de
nitrogénio (RNI), principalmente pelo oxido nitrico (Schluger e Rom, 1998). Porém as
micobactérias podem impedir ou atrasar a fusdo fagolisossomal através de
moléculas de lipoarabinomanana (LAM) que causam distlirbios na funcdo dos
fagossomas, além disso, podem impedir o amadurecimento fagossomal e a
acidificacdo do fagossoma e dessa forma inibir a atividade das hidrolases acidas
lissossomais (Van Crevel, Ottenhoff et al., 2002). Além dos macrofagos, outras
células do sistema imune séo requeridas para o controle da tuberculose. A interacdo
dos macrofagos com outras células efetoras ocorre através da producédo de citocinas
e quimiocinas (Flynn e Chan, 2001).

Umas das citocinas chaves da resposta contra a tuberculose é o interferon-
gama (IFN-y). Esta citocina é produzida por linfocitos T CD4", linfécitos T CD8" e
células NK. Ela ativa a producao de RNI principalmente oxido nitrico nos macrofagos
através da indugdo da expressao do gene NOS2. Camundongos knock-out para este
gene ou para o receptor de IFN-y sdo mais suscetiveis para a infecgdo com M.
tuberculosis (Flynn e Chan, 2001; O'garra, Redford et al., 2013). O TNF-a, fator de
necrose tumoral, citocina que age sinergicamente com o IFN-y na ativagdo da
atividade microbicida dos macréfagos, é secretado por células dendriticas e
macrofagos. O TNF-a é fundamental na organizagdo do granuloma, regulando a
expressdo de moléculas de adesdo e receptores de quimiocinas nos linfocitos e

mondcitos. O TNF-a facilita a migragao celular para o local da infecgao e é essencial



Fabricio M. Almeida, 2016.

no inicio da infeccdo limitando a replicacdo do bacilo (Flynn e Chan, 2001; Van
Crevel, Ottenhoff et al., 2002). Outra citocina muito importante na resposta contra o
M. tuberculosis € a IL-12, que tem papel fundamental na resposta contra patdégenos
intracelulares. Esta citocina é rapidamente secretada por macrofagos e células
dendriticas apés a fagocitose da micobactéria. Promove a diferenciacéo de linfécitos
T imaturos em linfécitos Thl, os principais produtores de IFN-y (Flynn e Chan, 2001,
Van Crevel, Ottenhoff et al., 2002) al., 2001).

A resposta pro-inflamatoria induzida pelo M. tuberculosis é antagonizada pelas
citocinas anti-inflamatorias, IL-4, IL-10 e TGF-B. Estas podem inibir os efeitos ou a
producao das citocinas pro-inflamatorias. A IL-10 € produzida por macréfagos apos a
fagocitose do M. tuberculosis e ligacdo com LAM. A IL-10 regula negativamente a
producdo de IFN-y, TNF-a e IL-12, desativando os macréfagos e inibe diretamente a
resposta de células Thl, bem como a funcdo das APCs (Flynn e Chan, 2001; Van
Crevel, Ottenhoff et al., 2002; Mishra, Moura-Alves et al., 2010) O efeito deletério da
IL-4 em infec¢des intracelulares (incluindo micobactérianas) foi atribuido a
supressao da producédo de IFN-y, inibicdo da atividade dos macréfagos e promogao
da resposta Th2 (Van Crevel, Ottenhoff et al., 2002; O'garra, Redford et al., 2013)

Produtos micobactérianos, como LAM de cepas virulentas, induzem producao
de TGF- por mondcitos e células dendriticas, inibindo a proliferacdo e producéo de
IFN-y pelas células Th1. Em macrofagos, o TGF-B antagoniza a apresentacao de
antigenos, producédo de citocinas pro-inflamatorias e ativagéo celular. Seletivamente
induz producédo de IL-10 e, juntas, reprimem a producdo de IFN-y (Van Crevel,
Ottenhoff et al., 2002; O'garra, Redford et al., 2013).

A resposta protetora contra M. tuberculosis exige um equilibrio entre citocinas
anti-inflamatoria e proé-inflamatérias. Uma resposta inflamatéria exacerbada provoca
excessivo dano tecidual e ao contrario, uma predominancia das citocinas anti-
inflamatorias provoca a proliferagdo da micobactéria (Van Crevel, Ottenhoff et al.,
2002; O'garra, Redford et al., 2013)).

O fato das micobactérias residirem nos fagossomas de células fagociticas
garante um pronto acesso a apresentacdo de seus antigenos através de MHC
classe Il a linfécitos T CD4". As células T CD4" compreendem duas populacdes
funcionais distintas, de perfil Thl e Th2. As células auxiliares Thl produzem IFN-y e
IL-12, aumentando a atividade microbicida dos macréfagos e ativam outras células

inflamatorias. As células auxiliares Th2 produzem predominantemente IL-4, IL-5, IL-6
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e IL-10, favorecendo o crescimento das células B e a producédo de anticorpos (Flynn
e Chan, 2001).

Outra subpopulacdo de T CD4" é composta pelas células Thi7. A
diferenciacdo de ThO para esta subpopulacéo se dé por acdo em conjunto de TGF-f3,
oriunda das células Tregs, e IL6, oriunda de macr6fagos e/ou dendriticas ativadas. A
IL- 23, secretada por células dendriticas ou macréfagos, se faz necessaria para a
manutencdo e proliferacdo desta populacdo. As Thl7 sdo responsaveis por
secretarem IL-17, citocina responsavel pela estimulacdo da secrecdo das
quimiocinas KC/CXCL1 e MIP-2/CXCL2 que participam do recrutamento de
neutroéfilos para o sitio da infec¢ao, e induzem a producédo de IFN-y por Th1 (Cooper
e Khader, 2008; Torrado e Cooper, 2010; Gopal, Monin et al., 2014).

Células T CD8" , assim como as células T CD4", produzem IFN-y. Mas a
principal funcdo destas células € causar a lise de células infectadas. Estas células
possuem granulos que contém granulolisina, granzima B e perforina. A perforina
proteina que causa poros na membrana das células alvo podendo levar a lise, a
granzima induz a apoptose da célula e a granulolisina induz a morte direta da
micobactérias (Flynn e Chan, 2001; Van Crevel, Ottenhoff et al., 2002). Assim a
resposta humana de linfocitos T a M. tuberculosis é caracterizada pela participacéo
de vérias subpopulacfes de linfocitos T com funcbes semelhantes, secretando IFN-
Yy, que podem lisar células infectadas e ajudar os macréfagos a controlar o
crescimento micobactériano (O'garra, Redford et al., 2013).

A figura 3 mostra os principais eventos da resposta contra o M. tuberculosis..
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Figura 3. Principais caracteristicas da tuberculose: da infeccdo a defesa.
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1.4. Patogenia da tuberculose.

O bacilo ao chegar nos pulmdes pode provocar principalmente dois tipos de
manifestacdo da tuberculose: tuberculose primaria (primo-infeccéo) e pds-primaria
(secundéria). A forma priméria é a que ocorre em individuos que ainda nao tiveram
contato com o bacilo, sendo, portanto, mais comum em criancas. No primeiro
contacto, o bacilo geralmente se localiza no apice do lobo inferior ou na base do lobo
superior do pulméao, na regiao subpleural, onde ocorre um processo inflamatério
inicial mediado por neutréfilos polimorfonucleares, macréfagos alveolares e
formacdo de um nddulo exudativo. Se esse primeiro mecanismo de defesa nao for
suficiente para conter o avanco do bacilo, € iniciada a formacéo de uma inflamacéao
granulomatosa cuja funcdo basica € a de barreira a disseminagdo do bacilo aos
outros locais do tecido normal(Hunter, Jagannath et al., 2007) (HUNTER et al.,
2007).

O granuloma inicial formado é chamado de nddulo de Ghon ou nédulo
primario e os bacilos se espalham do pulméao para os linfonodos do hilo pulmonar e
provocam lesfes idénticas aquelas do pulmdo ou hematogenicamente através de
todo o organismo. A doenca priméria evolui a partir do foco pulmonar (processo
pneumbnico parenquimatoso) ou, linfonodal

(BOMBARDA et al.,

com maior frequéncia do foco

2001). Dependendo do numero e da viruléncia dos bacilos e do
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grau de hipersensibilidade e resisténcia do hospedeiro, pode evoluir para cura ou
para uma doenca progressiva. Em individuos imunodeficientes o curso da infeccao
primaria pode ser mais grave, com disseminacao progressiva, cavitacdo, pneumonia
tuberculosa ou tuberculose miliar (HUNTER et al., 2007). Entretanto, a tendéncia, na
maior parte dos individuos, € para a cura espontanea da lesdo, que ao passar do
tempo se torna menos celular, envolta por fibrose densa, podendo ocorrer
calcificacéo (que pode ser vista radiologicamente) (GIL et al., 2010).

A tuberculose pos-priméria, também chamada secundaria ou de reativagéao,
ocorre ap0s a imunidade adaptativa ter sido estabelecida e em decorréncia da
reativacdo do foco primario (reinfeccdo enddgena), devido a diminuicdo das
respostas imunoldgicas efetoras, ou a partir de uma infeccéo (reinfeccdo exogena)
(Hunter, Armitige et al., 2009). O desenvolvimento deste tipo da doenca requer
quase que na totalidade hospedeiros imunocompetentes que desenvolvam uma
resposta imune celular forte (tipo Thl) que pode ser subvertida no pulmdo para
produzir cavitacdes.

A lesdo secundéria geralmente localiza-se no 4pice do lobo superior, sob
forma de uma consolidacdo pequena. Com o passar do tempo, novos granulomas
vao se consolidando e a necrose pode confluir, formando areas de destruicao
pulmonar. Em casos favoraveis, ocorre a cicatrizacdo da lesédo e cura do paciente.
Entretanto, alguns pacientes apresentam lesdes mais extensas e graves,
(tuberculose pulmonar progressiva) que destroem bronquios e vasos. Os bacilos
presentes na periferia dos granulomas caseosos podem causar a morte dos
macrofagos e se incorporam a massa caseosa O que provoca uma lesdo que
lentamente se expande, obstruindo e destruindo os brénquios e bronquiolos (Hunter,
Olsen et al., 2006).

O material necroético é expelido para a luz brénquica e a cavidade resultante
€ denominada caverna. O material necrético pode se espalhar pelo pulméo
produzindo novas lesdes e até mesmo causar pneumonia tuberculosa. A tuberculose
pds-primaria é iniciada por um processo de bronco-pneumonia exudativa. A doenca
nos estagios iniciais é caracterizada por exudato de células inflamatorias
mononucleares, fibrina, neutrofilos dentro dos espacos alveolares. A infeccéo
estimula o acumulo progressivo de lipideos dentro dos macréfagos espumosos e 0s
septos alveolares tornam-se infiltrados por linfocitos (Sakamoto, 2012). Durante os

estagios iniciais, a infec¢ao € restrita aos macréfagos espumosos, ricos em lipideos.
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Entretanto, poucos microrganismos sao encontrados nos espacos intersticiais
tissulares, linfonodos ou qualquer outro 6rgado que néo seja o pulmao. A necrose na
tuberculose pulmonar exudativa pode se desenvolver rapidamente e produzir a
pneumonia tuberculosa caseosa (Sakamoto, 2012). A caseose € a coagulacdo do
tecido, consistindo de necrose celular precedida por uma infiltracdo gordurosa
degenerativa e precipitacdo de fibrina e substancias hialino-fibrindides. Isto pode
ocorrer rapidamente e acometer extensas areas do pulmao, resultando na formacéao
das cavidades. Neste estagio, as pessoas podem expectorar pedacos do pulméao
necrosado e grandes quantidades de sangue (Barry, Boshoff et al., 2009).

A pneumonia tuberculosa ocorre em individuos muitos susceptiveis, sendo
freqientemente fatal. O material necrético pode ser deglutido e alcancar o tubo
digestivo, provocando tuberculose intestinal. Esta, geralmente ocorre no ileo terminal
sob forma de Ulceras multiplas, anulares, acompanhadas de fibrose e lesao
ganglionar satélite. Caso a disseminag¢do ocorra por via linfo-hematogénica, o
paciente apresentara uma tuberculose miliar. Neste caso as lesdes podem se limitar
aos pulmdes ou atingir muitos 6Orgdos tais como supra-renais, baco, figado,
linfonodos, medula 6ssea, etc. Esta é uma forma grave e muitas vezes fatal de
tuberculose (Sakamoto, 2012).

A geracdo de uma abordagem terapéutica que visa prevenir ou reduzir a
necrose pulmonar € muito importante para manter a integridade do pulméo. Assim,
as células-tronco mesenquimais, por apresentarem propriedades anti-inflamatérias e

de reparacao tecidual, podem ser um convidado a essa abordagem terapéutica.

1.5. Células-tronco mesenquimais

O termo células-tronco define células que sao indiferenciadas com habilidades
de autorrenovacdao e capazes de se diferenciar em células especializadas.

As células-tronco podem ser classificadas, de acordo com sua origem, em
células-tronco embrionarias ou células-tronco adultas (Thomson, Itskovitz-Eldor et
al., 1998; Ryan, Barry et al., 2005). As células-tronco embrionarias séo pluripotentes
com capacidade ilimitada de auto-renovacdo e diferenciacdo, sendo obtidas das
células internas do blastocisto (Thomson, Itskovitz-Eldor et al., 1998). J&, as células-
tronco adulta podem ser encontradas virtualmente em todos os 6rgaos, sendo
responsaveis pela manutencdo da homeostase e integridade tecidual. As células-

tronco adulta sdo multipotentes, dando origem apenas a células do folheto
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embrionario germinativo de sua origem. A obtencdo e cultivo das células-tronco
adultas é mais facil do que as embrionarias, pois ndo esbarra nos problemas éticos
e religiosos da utilizacdo de embribes para obtencdo das células embrionarias.
Dentre as diferentes células-tronco adultas temos as células-tronco mesenquimais.

As células-tronco mesenquimais (CTMs) ou células multipotentes de estroma
sao células-tronco adultas que podem ser isoladas de varios tecidos e cultivadas in
vitro. Possuem as habilidades de autorrenovacao, diferenciacdo em diferentes
linhagens celulares e atividades anti-inflamatérias (imunomoduladora) e tréficas,
com grande potencial na medicina regenarativa (Via, Frizziero et al., 2012). A
primeira descricdo das CTMs, foi em 1968 por Friendensteins e colaboradores, na
medula éssea (Friedenstein, Petrakova et al., 1968). Posteriormente, em 1991,
Caplan prop0s a existéncia de uma populacao de célula-tronco adulta no estroma da
medula éssea, de origem mesodérmica e que expressavam o0s marcadores CD105 e
CD73, estas foram denominadas de célula-tronco mesenquimal (Caplan, 1991). A
populacdo total de CTMs na medula 6ssea é em trono de 0,001% a 0,1% das
células totais.

As CTMs sao reconhecidas segundo a Sociedade Internacional de Terapia
Celular pelas seguintes marcas: formato fibroplastoide, aderéncia ao plastico dos
frascos de cultura; positivas para os marcadores CD105, CD73, CD90 e negativas
para os marcadores hematopoéticos CD34, CD45, CD11a, CD19 ou CD79a e CD14
ou CD11b,; e capazes de diferenciar, sob estimulos, para ostedcitos, adipocitos e
condrécitos in vitro (Shi, Liu et al., 2011). Os marcadores reconhecidos Sociedade
Internacional de Terapia Celular sdo para CTM de humanos. Mas sabe-se que o0s
marcadores de CTMs bem como suas propriedades podem variar dependendo da
espécie e do tecido onde foram isoladas (Via, Frizziero et al., 2012). Células isoladas
de medula éssea de camundongo podem expressar os marcadores como SCA-1,
CD90, CD44, CD73 e PDGFRa+. E a expressdao dos marcadores pode variar
durante o periodo de cultura das células in vitro (Baustian, Hanley et al., 2015).

Outra caracteristica das CTMs € o imunoprevilégio, elas ndo sédo reconhecidas
pelo sistema imune do receptor devido a sua baixa expressédo de moléculas de MHC
classe |, falta de MHC classe Il e das moléculas co-estimulatérias CD80, CD86,
CD40, o que facilita a utilizacdo das CTMs exdgenas nas terapias propostas (Heng,

Dudakov et al., 2009). Além da medula 0ssea pode se isolar as CTMs de cornea,
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retina, polpa de dente, pele, tecido adiposo, figado, pancreas, sistema nervoso e rim,

tecido 6sseo e outros tecidos (Kobolak, Dinnyes et al., 2015).

1.5.1. Propriedades imunomoduladoras das células-tronco mesenquimais

Além da capacidade de diferenciacdo e regeneracdo tecidual as CTMs
possuem, diferentemente de outros tipos de células-tronco, a capacidade de
modular a resposta imunologica. O que as torna 6timas candidatas ao uso na
medicina regenerativa e como possivel uso para o tratamento de doencas
autoimunes e inflamatérias crénicas (Shi, Liu et al., 2011).

As CTMs podem modular a resposta imune inata e adaptativa, sua atividade
imunomodulatoria € realizada por via paracrina ou atraves do contato direto com as
células do sistema imunoldgico. Os fatores paracrinos que tem sido apontados como
0s responsaveis pela propriedade imunomoduladora destas células sao: TGF-31,
fator de crescimento de hepatécitos (HGF), prostaglandina E2 (PGE2), interleucina-
10 (IL-10), indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), através do CD73 (uma
ectonucleotidase) que converte ADP e ATP em AMP, diminuindo a ativacdo da
inflamacdo via os receptores purinérgicos (Soleymaninejadian, Pramanik et al.,
2012; Antonioli, Pacher et al., 2013; Vladimirovna, Sosunova et al., 2016; Yarygin,
Lupatov et al., 2016) .

In vitro, as CTMs podem suprimir a proliferagéo de linfécitos B mantendo os na
fase GO e G1 do ciclo celular. Apesar da inducdo da parada no ciclo celular dos
linfécitos néo foi observada inducdo de apoptose dos linfécitos pelas CTMs. Além
disso, as CTMs podem suprimir a producéo de IgA, I1gG e IgM pelas células B in vitro
(Yarygin, Lupatov et al., 2016). In vivo foi observado que apo0s o transplante de
orgaos a injecdo de CTMs causou a diminuicdo de anticorpos aloreativos. Assim
também, CTMs derivadas da medula 6ssea apresentaram efeitos inibitorios sobre a
proliferacdo e secrecdo da imunoglobulina IgG por linfécitos B em um modelo
experimental murino de lGpus eritematoso sistémico (Yarygin, Lupatov et al., 2016).
Ainda ndo se sabe quais os fatores solUveis produzidos pelas CTMs que sao
capazes de inibir a atividade dos linfocitos B, mas tem sido mostrado que a interagédo
celular entre as CTMs e os linfécitos B através dos receptores PD-1 e PD-1L pode
estar envolvido nesta inibicdo (Franquesa, Hoogduijn et al., 2012).

Os linfocitos T também podem ter a proliferacdo reduzida pelas CTMs. Foi

observado que a inducdo da expressdo de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO,
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catalisa a conversao de triptofano em quinurenina) em CTMs estimuladas com IFN-
y, promove a deplecdo de triptofano, resultando assim, na inibicdo da proliferacéo
linfocitaria das populagbes Thl e Thl7 (Meisel, Zibert et al., 2004). Em outro
estudo, foi mostrado que a capacidade supressora das CTMs esta relacionada a
producdo da citocina IL-10. As CTMs também afetam a func¢des dos linfécitos TC4+,
inibindo a secrecao de IFN-y e estimulando a produgao de IL-4. Em co-cultura, as
CTMs suprimem a atividade de linfocitos T citotdxico através da secrecédo do fator de
crescimento de hepatdcitos (HGF) e de TGF-B e prostaglandina E2 (PGE2) (Glenn e
Whartenby, 2014). A figura 4 apresenta os principais mecanismos de regulacdo das

células do sistema imune adptativo pelas CTMs.
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Figura 4. Supressédo das células do sistema imune adaptativo pelas CTMS. Modificado de Glenn
e Whartenby, 2014. (Glenn e Whartenby, 2014)

Existem outros mecanismos que poderiam contribuir para este efeito
imunossupressor principalmente sobre linfocitos T CD4+, entre eles a caréncia de
moléculas de classe Il do MHC e de moléculas co-estimulatorias, como CD80, CD86

e CD40 nas CTMs, levando a anergia de linfocitos T. No entanto, a transfeccao de
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CTMs com as moléculas CD80 e CD86 nao reverteu esta capacidade de inibir a
resposta imune, sugerindo que este nao seja o principal fator envolvido na
imunossupressao promovida por essas células

As CTM afetam também a atividade das células do sistema imune inato. As
CTMs podem exercer efeito modulatério direto sobre macréfagos, mondcitos e
células dendriticas (Gao, Chiu et al., 2016).

No foco inflamat6rio mondcitos respondem as citocinas e outros estimulos no
local diferenciando-se em macréfagos de perfil M1 (pré-inflamatérios) ou em
macroéfagos de perfil M2 (anti-inflamatorios). Macréfagos M1 promovem a inflamacgéo
através da secrecdo de IFN-y e TNF-a, enquanto que as células M2 promovem a
recuperacao tecidual através da producdo de IL-10 e TGF-B1 (Francois, Romieu-
Mourez et al., 2012; Cho, Kim et al., 2014). As CTMs induzem a diferenciacdo de
mondocitos em macrofagos de perfil M2 através da interacdo celular e através da
secrecdo de PGE,, IL-6 e IDO. In vitro, também foi demonstrado a inibicdo de
diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas pelas CTMs (Francois, Romieu-
Mourez et al., 2012). Além disso, CTMs podem afetar diretamente as células
dendriticas maduras através do bloqueio da secrecéo de IL-12, e, como resultado,
gue suprime sua capacidade de estimular a proliferacdo de células T (Franquesa,
Hoogduijn et al., 2012).

As CTMs tem efeito regulador negativo na apoptose dos neutréfilos e na
atividade de secrecdo de moléculas oxidativos por estas células. A inibicdo da
degranulacdo de mastécitos e da atividade citotdxica e producdo de citocinas pelas
NKs esta relacionada com a secrecdo de PGE,; e TGF- pelas CTMs. As CTMs
podem suprimir a atividade fagocitica das células dendriticas, bem com inibir a
diferenciacdo de mondcitos para células dendriticas, diminuida desta forma a
apresentacao de antigeno. Esta inibicdo sobre as células dendriticas é atribuida a IL-
6 e a PGE, (Glenn e Whartenby, 2014). A figura 5 apresenta 0s principais

mecanismos de regulacéo das células do sistema imune inato pelas CTMs.



18
Fabricio M. Almeida, 2016.

f
L) 4 Mobilidade
1‘ I'— 6/TNF a L n - 4 Apresentacio
< ,
4 Apresenta¢do { A de Antigenos
de Antigenos 4 ) + = promogéo de CTM ‘ ‘ 5w J‘ 4 Citocinas
M1 ) P - = supressdo de CTM A s Cb vad Pro-Inflamatérias
# CD206 / 5/ A hage
Macréfago o N ¥
A1-10 Q‘,o b\‘?@ e \
4 Fagocitose _ b\ Célula Dendritica
oy S omm <) =  ATGFp
o = A, \
£\ - ey Gy >
P N 15 >
{ \ \V/ ™M /}G,o CD Regulatéria
Apoptose \ P~ ~ gt ‘)Oo %5
W g _ |pcE2 - ™.
Q \, . [ ® . A Citotoxicidade
pin »
v o . ‘Q <8 og) 1 AN
4 Frequéncia é) ) Neutréfilo 3 .. @ ) proliferacio
Respiratdria e ¥ pe W Célula Natural ®
= L' g =y Killer s
Degranulagdo CNK ativadas
de Mastdcitos

Figura 5. Supresséo das células do sistema imune inato pelas CTMS. Modificado de Glenn e
Whartenby, 2014. (Glenn e Whartenby, 2014)

As CTMs possuem a capacidade de expandir células Tregs in vitro e in vivo em
diversos modelos experimentais. Foi descrito que a interagdo de CTMs humanas
com ceélulas envolvidas na resposta imune aloantigeno-especifica favorecia a
diferenciacdo de células Tregs expressando CD25 e/ou CTLA-4 com funcdes
supressoras (Desvignes e Ernst, 2009). Em outro estudo, o co-cultivo de CTMs com
PBMCs ocasionou a geracao tanto de linfécitos T CD4+, expressando elevados
niveis de Foxp3, como T CD8+ reguladores capazes de inibir a proliferacédo
linfocitaria por estimulo aloantigénico, policlonal (anti-CD3) ou mitogénico (PHA) com
uma eficiéncia supressora aproximadamente 100 vezes maior quando comparada a
células Tregs CD4+CD25+ (Gupta, Krasnodembskaya et al., 2012).

As CTMs alogénicas podem diminuir a secrecdo de IFN-y por células de perfil
Th1 (do inglés “T helper 1”) e aumentar a secreg¢éo de IL-4 por células Th2 (do
inglés, “T helper 2”), favorecendo ainda um aumento na frequéncia de células Tregs
na presenca de IL-2, quando co-cultivadas com diferentes populacdes de linfécitos
(Yagi, Soto-Gutierrez et al., 2010). Em outro estudo, CTMs isoladas da medula
O0ssea de ratos co-cultivadas com células CD3+ alogénicas promoveram uma
aumento na frequéncia de células T CD4+CD25+ assim como nos niveis de
citocinas antiinflamatorias como TGF-( e IL-1(Caplan e Sorrell, 2015).

As CTMs podem ainda recrutar e manter o fenétipo de células Tregs in vitro.
No estudo de Dianni e colaboradores foi observado um aumento na frequéncia de

células CD4+CD25+Foxp3+ assim como uma diminuicdo na expressdo de CD127
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(fendtipo caracteristico de Tregs humanas) foi observado ap6s o co-cultivo de
linfécitos CD3+ com CTMs humanas. Quando populacdes purificadas de células
Tregs CD4+CD25+ foram utilizadas no co-cultivo com CTMs, observou-se uma
manutencgdo tanto da expressdo de Foxp3, assim como na capacidade supressora
dessas células por um periodo de até 2 semanas(Shi, Liu et al., 2011).

Embora o mecanismo envolvido no processo de inducédo/expansao de células T
CD4+CD25+Foxp3 in vitro ainda ndo tenha sido completamente elucidado, foi
mostrado que o contato celular CTM/linfécito T CD4+ e fatores solUveis como PGE2
e TGF-B pode estar envolvido na expansao das células T regulatorias. Além disso,
em outro estudo, foi verificado que a molécula de HLA-G5 (antigeno leucocitario
humano de classe | ndo-classico) secretada por CTMs, na presenca de IL-10, pode

contribuir para a expanséao de células Tregs (Luz-Crawford, Kurte et al., 2012).

1.6. Tuberculose e Células-tronco mesenquimais

Vérios trabalhos demonstram a eficacia da administracdo sistémica das CTMs
em modelos murinos de lesdo pulmonar: lesédo pulmonar aguda e fibrose (Ortiz,
Gambelli et al., 2003; Xu, Woods et al., 2007), sepse (Mei, Haitsma et al., 2010),
displasia broncopulmonar (Chang, Oh et al., 2009) e pneumonia provocada por
E.coli (Gupta, Krasnodembskaya et al.,, 2012). Foi demonstrado que, apds a
administracdo sistémica, a maioria das CTMs injetadas se alojam nos capilares
teciduais, principalmente os dos pulmdes. Os primeiros testes utilizando as CTMs
estdo em andamento em pacientes com doenca pulmonar de obstrucdo crénica,
com objetivo de avaliar a eficacia dessas células na reducdo da inflamacao crénica
associada a doenca.

A tuberculose experimental induzida em camundongos através da infeccao
pelas vias aéreas inclui trés fases principais, as quais representam a patogénese da
doenca em humanos até certo nivel. A primeira fase € a fase aguda da infeccao
(primeiras quatro semanas apos a infeccao), caracterizada pela multiplicacdo da
bactéria no pulméo. A fase aguda corresponde a resposta imune inata do organismo
contra a micobactéria e a indugéo da resposta imune adquirida. O desenvolvimento
da resposta imune protetora, do tipo Thl, culmina na formacao de granulomas nos
locais da infeccdo e leva ao controle da multiplicagdo da micobactéria (O'garra,
Redford et al., 2013). Entretanto, nem todas as micobactérias sdo eliminadas. A

segunda fase de infeccdo € a fase de infeccdo crbnica, caracterizada por um
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equilibrio entre a resposta imune e a bactéria que persiste nos granulomas,
induzindo uma progressao lenta da patologia. A fase cronica, que pode durar nos
camundongos da linhagem C57BL/6 cerca de 1 ano ou mais, termina apds a
reativacdo da infeccdo (terceira fase), fase onde a bactéria volta a multiplicar
aumentando a lesdo pulmonar e levando o animal a morte (Sakamoto, 2012).

Recentemente, foi relatado um novo fenbmeno na patogenia da TB relacionado
as CTMs. Foi observada a presenca das CTMs intrinsecas no local da infeccéo
durante a formagdo dos granulomas nos pulmdes e no baco de camundongos
C57BI/6 (Raghuvanshi, Sharma et al.,, 2010), sugerindo a possibilidade do
recrutamento destas células para o foco de infeccédo. Estas células acumulam-se em
torno dos granulomas apoés 3-4 semanas apos a infeccéo, coincidindo com o pico da
resposta imune antimicobactériana. Os pesquisadores isolaram as CTMs e
demonstraram sua capacidade de inibir a proliferacéo dos linfocitos imunes ex vivo,
sugerindo que o efeito imunosupressor observado corresponde a supressao da
resposta imune in vivo, favorecendo a sobrevivéncia das micobactérias
(Raghuvanshi, Sharma et al., 2010). Entretanto, apesar da imunosupressdo, as
bactérias ndo voltaram a se multiplicar nos pulmdes e os camundongos foram
capazes de controlar a infec¢do, demonstrando que a imunosupressao nao foi total.

Foi demonstrado também a capacidade das micobactérias de infectar e
sobreviver em CTMs de medula 6ssea, que apresentam o marcador CD271, sendo
estas um nicho protegido para as micobactérias durante o tratamento com as drogas
antituberculosas (Das, Kashino et al., 2013). Apesar do pouco conhecimento sobre 0
papel das CTMs na patogenia da tuberculose ha relatos sobre inicio de testes
clinicos (fase | e Il) de tratamento de pacientes com tuberculose resistentes as
drogas por CTMs autélogas de medula 6ssea (Skrahin, Ahmed et al., 2014).

A resposta imune ao M. tuberculosis € complexa e multifatorial. Desvendar os
varios componentes e as func¢des de cada fator € uma area permanente de estudo.
A deteccdo de mais um tipo celular (as CTMs) no local da infeccdo granulomatosa
no pulmao foi de grande importancia e exige uma investigacdo detalhada das
interagdes e funcdes destas células, uma vez que o granuloma € responsavel pelo
controle da infeccdo micobactériana. Esse fatos indicam a necessidade de estudos
do papel da CTMs na patogenia da tuberculose em modelos animais, ainda mais,
devido ao inicio dos testes clinicos sem se conhecer bem o papel desta célula na

patologia da tuberculose.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Investigar a interacdo das células-tronco mesenquimais intrinsecas e
extrinsecas com o nicho celular pulmonar modificado por M. tuberculosis, sua
atividade imunomodulatéria e as perspectivas de intervencao terapéutica na

tuberculose, utilizando as células-tronco isoladas de polpa de dente humano.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a cinética de acumulo das CTMs intrinsecas nos focos de infeccao

nos pulmdes de camundongos infectados;

2. Avaliar o grau de enxertia das CTMs extrinsecas nos pulmdes de
camundongos apés a administracdo intraperitoneal, bem como sua permanéncia no

organismo receptor;

3. Avaliar a eficacia terapéutica do transplante celular na patogenia da
tuberculose nas formas severa e amena, causada pelas cepas de alta e baixa

viruléncia, respectivamente, nas fases aguda e cronica da infeccao;

4. Investigar os efeitos do transplante celular na resposta imune e na
inflamacao, induzidas pelas micobactérias nos pulmdes (fase aguda da infeccao) e

nos processos de reparacao e fibrose tecidual (fase cronica de infec¢cao).
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3. Metodologia

3.1. Cultura de célula-tronco mesenquimal.

As células-tronco mesenguimais utilizadas nos experimentos foram as células-
tronco imaturas de polpa dentaria humana (CTIPDh), isoladas, de polpa de dente de
leite, e cedidas pela Dr®. Irina Kerkis do Instituto Butantan (Kerkis, Kerkis et al.,
2006). As CTIPDh foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 ou 75 cm? com
Dulbecco’s-Modified Eagle’s Medium (DMEM) / Ham’s F12 (1:1, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Hyclone,
Logan, Utah, USA), com 100 U/mL de penicilina (Invitrogen), 100 pg/mL de
estreptomicina (Invitrogen) , 2 mM L-glutamina (Invitrogen) e 2 mM de aminoéacidos
nao essenciais (Invitrogen). A cultura foi mantida em estufa a 37°C, com 5% de CO..
Para uso nos experimentos foi usadas as células das 4% e 5% passagens. As
passagens das CTIPDh foram feita quando a cultura atingia 80% de confluéncia
celular, com auxilio de solucao de 0,25% tripsina e 0,02% EDTA. A taxa de
ampliagéo da cultura foi de 1:8.

Em alguns experimentos foram usadas CTIPDh que expressam GFP (linhagem
DL4), também cedidas pela Dr*. Irina Kerkis do Instituto Butantan. O cultivo desta

linhagem foi feito igual a CTIPDh que ndo expressam GFP.

3.2. Cultivo de Micobactérias

Para os experimentos foram utilizadas as seguintes cepas de micobactérias:
cepa de viruléncia intermediaria — M. tuberculosis H37Rv (ATCC25618); cepa de alta
viruléncia - M. tuberculosis M299 (isolada em Mog¢ambique e cedida pelo Dr. Philip
N. Suffys — FIOCRUZ/RJ); isolado bovino de M. bovis - cepa MP287/03 (cedida pelo
Dr. José Soares Ferreira Neto — FMVZ - USP/SP).

As micobactérias foram cultivadas até atingir fase log de crescimento em meio
de cultura Middlebrook 7H9 (DIFCO) suplementado com 10% de meio de
enriguecimento ADC (DIFCO) e 0,05% de Tween 80% (ou 0,4% piruvato de sodio
para a cepa de M. bovis) em estufa a 37° C. A concentracdo de bactérias na cultura
foi avaliada através da quantificagcdo da densidade otica (DO) da cultura por
espectrofotometria a 600 nm, e ensaio de contagem de células em meio sélido. No
ensaio de contagem de células em meio sdlido, as micobactérias foram cultivadas

em meio Agar Middlebrook 7H10 (DIFCO) suplementado com meio de
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enriguecimento OADC (DIFCO), apés foram incubadas por 21 dias em estufa a 37°
C com 5% de CO..

3.3. Camundongos e infeccéao

Os camundongos utilizados nos experimentos foram da linhagem C57BI/6 com
idade entre 6 e 8 semanas, preferencialmente machos, fornecidos pelo biotério
central da UENF. Os experimentos foram aprovados e realizados de acordo com as
diretrizes estabelecidas pelo Comité de Uso e Experimentacdo Animal da UENF
(protocolo 198), desmonstrado no anexo |.

No procedimento de infec¢cdo os animais foram anestesiados com uma mistura
de xilazina (15mg/kg) e cetamina (110mg/kg) de acordo com doses preconizadas
pelo grupo de trabalho (Amaral, Ribeiro et al., 2014), via intraperitoneal, antes do
procedimento experimental. O teste da anestesia foi feito avaliando o reflexo dos
animais a pressao feita com dedo nas suas patas dianteira e traseira. A infec¢éo foi
feita via intratraqueal, por inciséo cirdrgica, com carga de infeccdo de 100 bacilos, de
cada cepa de micobactéria usada, em 60 uL de PBS 1x estéril por animal. O inoculo
foi injetado com agulha e seringa para injecdo de insulina. Apds, a incisao foi
suturada com linha niumero 10 esterilizada e os animais e foram envoltos em manta
de gaze e acondicionado nos microisoladores. Foram usados 6 animais para cada
grupo experimental.

Durante o periodo de experimentacdo os animais infectados foram mantidos
em microisoladores em estantes ventiladas com filtros HEPA (Alesco), com no
maximo 6 animais por microisolador em sala de pressdo negativa, no biotério de

experimentacédo do LBR/UENF.

3.4. Tratamento dos camundongos infectados com as CTIPDh e/ou com
Rifampicina

Grupos experimentais contendo 6 camundongos infectados com as diferentes
cepas de micobactérias, como descrito no item anterior, foram usados para receber
a injecao de CTIDPh via intraperitoneal.

Para a injecdo as CTIPDh foram cultivadas até a 4* ou 5% passagem, como
descrito no item 3.1. A coletas das CTIPDh foi feita da seguinte forma: as culturas

foram lavadas 3 vezes com PBS1x estéril e apos as culturas foram incubadas por 3
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minutos em estufa a 37° C com solucdo de 0,25% tripsina e 0,02% EDTA, para
liberacdo das CTIPDh do frasco de cultura. Apés as CTIPDh liberadas coletadas
colocadas em um tubo conico de 50 mL contendo 20 mL de meio Dulbecco’s-
Modified Eagle’s Medium (DMEM) / Ham’s F12 (1:1, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), para a neutralizacdo da
tripsina. E centrifugadas a 300g por 5 minutos.

ApOs as células foram lavadas 3 vezes com PBS1X estéril através de
centrifugacbes a 300g por 5 minutos para a retirada do soro fetal bovino. Em
seguida as células foram ressuspendidas em 5 mL de PBS1x estéril e uma aliquota
de 50 uL, foi retirada para contagem das células em camara de Neubauer. Apos a
contagem foi calculado o volume de PBS 1X que contém 2x10° CTIPDh. Este
volume de PBS 1X contendo 2x10°> CTIPDh foi inoculado nos grupos de animais
infectados via intraperitoneal com o auxilio de seringa de insulina de 1 mL (marca
Saldanha e Rodrigues, modelo SR), nos dias 14 e 21 apoés a infec¢cdo e um grupo de
animais recebeu as células 106 e 113 dias ap0s a infeccéo.

Um grupo de 6 camundongos infectados com a cepa de M. tuberculosis M299,
e outro grupo de 6 camundongos infectados com a cepa M299 e tratado com
CTIPDh nos dias 14 e 21 apoés a infeccdo receberam do dia 14 ao 27 de infeccao

doses diarias de 0,2 mg de Rifampicina, diluida em DMSO, via intraperitonial.

3.5. Obtencéo e cultura das células pulmonares dos camundongos

Para a obtencdo das células do pulm&o dos camundongos infectados e
tratados, 3 animais de cada grupo experimental foram eutanasiados em camara de
CO, 28 e 120 dias pos-infeccdo (fases aguda e crbnica da infeccdo
respectivamente), 0s pulmdes foram coletados e acondicionados de forma
asseéptica em placa de Petri contendo 2mL de meio RPMI (GIBCO), ap0s os 0rgaos
foram pesados.

Apés a pesagem os pulmdes foram cortado em pedacos de tamanho de 2 mm,
com auxilio de pinca e tesoura e coletados para tubos de 50mL. Em seguida os
fragmentos de pulmao foram digeridos em solucdo contendo colagenase Xl (0.7
mg/mL; Sigma-Aldrich) e DNAse de pancreas bovino tipo IV (30 ug/mL, Sigma),
diluidas em meio RPMI, para a liberagdo das células pulmonares. Até 0 momento da
digestdo os tubos contendo os fragmentos dos pulmbes foram mantidos em gelo

para preservar a viabilidade das células. Para a digestdo os tecidos foram
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incubacdo a 37°C por 50 minutos sob agitacdo. As suspensdes obtidas foram
submetidas a passagens por seringas de 10 mL, para maior dissociacéo do tecido e
disperséo das células.

As suspensdes de meio contendo as celulares foram filtradas em cell strainer
de malha 100um (BD Biosciences, Lincoln Park, NJ), para separagao das células
dos pedacos de tecidos. ApOs as hemacias presentes nas suspensodes de celulares
foram lisadas através de tratamento com tampdao de lise ACK (NH4CI, KHCO3 e
EDTA) por 4 minutos. Em seguida as suspensdes celulares foram lavadas com PBS
1X estéril com 10% soro fetal bovino, através de centrifugacdo de 400g por 5
minutos e apos ressuspendidas em meio RPMI (Gibco) com 10% soro fetal bovino e
0,05 mg/mL de gentamicina (Gibco). As células foram mantidas em gelo, e uma
aliquota de 100 uL foi tratada com 0,1% de azida sodica por 20 minutos para a
contagem do namero de células em camara de Neubauer.

Para os experimentos ex vivo, especificamente a avaliacdo da producao
espontanea de citocinas. As células dos pulmdes dos animais foram cultivadas na
concentracdo de 5x10° células/mL, em placa de cultura de 24 pogos, em meio RPMI
(Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco) em estufa com 5% de CO, a
37°C, por 48 horas (Amaral, Ribeiro et al., 2014; Ribeiro, Gomes et al., 2014).

3.6. Avaliacdo da presenca de células-tronco mesenquimais intrinsecas no
foco infeccioso

Para avaliar o acumulo de células com marcas mesenquimais nos pulmdes e
figados dos animais infectados como descrito no item 3.3, com as cepas de M.
tubercolosis H37Rv ou M299, utilizamos a técnica de imunohistoquimica. Foram
usados dois animais em 28 e 90 dias ap6ds a infeccao.

Para a imunohistoquimica, os pulmdes e figados dos camundongos infectados
foram fixados por um minimo de 96 horas em formol 10% tamponado, embutidos em
parafina e cortados na espessura de 4 pym (utilizando o micrétomo).

Sec¢bes em parafina de 4um contendo os tecidos foram cortados em microtomo
e colhidas em laminas histolégicas silanizadas (Silano, Sigma-Aldrich, MO, USA)
submetidas a desparafinizacdo em 5 banhos em xilol (10 minutos) e reidratadacéo
em 3 banhos em &lcool absoluto e 2 em &lcool 90% (5 minutos) e 3 banhos em
agua deionizada (5 minutos). A seguir, os espécimes foram tratados com solucao

aguosa de peréxido de hidrogénio 30V (Vetec, RJ, Brasil) a 30% por 30 minutos
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para blogueio da peroxidase enddgena. Posteriormente, foram colocados em banho-
maria a 98°C em tampao citrato (Vetec, RJ, Brasil), por 30 minutos para recuperacao
antigénica, e mantidos em temperatura ambiente por 20 minutos.

Subseqientemente, as laminas foram cuidadosamente enxugadas com papel
toalha, os cortes envolvidos circularmente com Dako pen® (Dako, CA, USA), e os
espécimes foram incubados por 1 hora com solugcdo de bloqueio de ligacdes
inespecificas (Trisma-NaCl (Vetec, RJ, Brasil) com 1% de soro albumina sérica
bovina livre de acidos graxos (BSA — Sigma-Aldrich, MO, USA)] e 1% de leite em po
desnatado (Molico™ - Nestlé, SP, Brasil). Depois de descartada a solucdo de
blogueio, as sec¢des de tecido foram incubadas com solucao de diferentes anticorpos
(anti-CD29, anti- Sca-1/ly-6A/E, anti- CD90/Thy-1, anti-vimentina e anti-CD271)
para a identificacdo de células mesenquimais. As amostras foram incubadas
overnight a 4°C em camara umida.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas 3x por 5 minutos em solucao salina
de Trisma com Tween 20 -TBS (Vetec, RJ, Brasil) e tratadas por 30 minutos com o
Kit LSAB-HRP" (Dako, CA, USA), apds foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com
TBS e reveladas com Kit cromégeno DAB (Dako, CA, USA). As amostras foram
contracoradas com hematoxilina de Harris e apos desidratadas em banhos de alcool
e montadas as laminas com Permount® (Sigma-Aldrich, MO, USA) (Souza,
Rodrigues et al., 2011).

3.6. Avaliacdo do enxerto de CTIPDh nos pulmdes dos camundongos
infectados

Os animais infectados com as diferentes cepas de micobactérias, como
descrito no item 3.3, receberam 2x10°> CTIPDh — expressando ou ndo GFP - via
intraperitoneal, nos dias 14 e 21 ap6s a infec¢do. Trés camundongos de cada grupo
experimental foram eutanasiados em 28 e 120 dias ap6s a infec¢do. Dois
camundongos infectado com a cepa H37Rv e 2 dois infectado com a cepa M299
receberam CTIPDh apés 106 e 113 dias da infeccéo.

Para avaliar a enxertia das CTIPDh no foco inflamatorio pulmonar, o I6bulo
superior direitos dos pulmdes dos camundongos foram coletados e fixados em
formol 10% tamponado e processados para imunohistoquimica, como descrito no
item 3.4, utilizando anticorpos anti-GFP ou anti-ndcleo humano. A leitura das

laminas foram feitas em microscopio confocal.
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3.7. Avaliacdo do crescimento micobactériano no pulmédo dos camundongos
tratados com CTIPDh e/ou Rifampicina

Para avaliar os efeitos do transplante de CTIPDh e/ou tratamento com
rifampicina no crescimento micobacteriano 0s animais foram infectados, como item
3.3, e transplantados com as CTIPDh e/ou tratados com rifampicina como descrito
no item 3.4.

A carga bacteriana nos pulmdes dos camundongos foi avaliada coletando uma
aliquota de 100 pL da suspenséao celular extraida dos pulmdes dos camundongos
apos 28 e 120 dias de infeccdo. Esta aliquota foi retirada do processo de obtencao e
cultura das células pulmonares, descrito no item 3.5, apos a filtragem com cell
strainer.

A aliquota da amostra foi diluida 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 em
PBS 1X estéril, e amostras de 50 pL da diluicdo foi semeada em placa de Petri
contendo meio 7H10 + 10% de OADC. As placas foram incubadas em estufa a 37° C
e 5% de CO,. Apos 21 dias de incubacéo as coldnias foram contadas e calculadas o

namero de colénias por grama de pulmao.

3.8. Avaliacdo da patologia pulmonar dos camundongos infectados e tratados
com CTIPDh e/ou Rifampicina

Para avaliar os efeitos do transplante de CTIPDh e/ou tratamento com
Rifampicina na patologia pulmonar, os animais foram infectados, como item 3.3, e
transplantados com as CTIPDh e/ou tratados com rifampicina como descrito no item
3.4.

As macro e micropatologias foram avaliadas no tecido pulmonar nos dias 28 e
120 apés a infeccdo. A macropatologia foi analisada através da pesagem dos
pulmdes dos animais, comparando o0 peso dos animais tratados com CTIPDh e/ou
com rifampicina com os que nao foram tratados.

Os estudos histopatoldgicos para avaliar a micropatologia foram feitos em
cortes de tecidos pulmonar com 4-5 um de espessura, através do método de
coloracdo com hematoxilina-eosina (H&E), visando analisar as altera¢fes teciduais e

a colagédo com Tricromo de Masson para elucidar a formacao de tecido fibroso. As
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amostras de tecido foram examinadas com o microscopio Axioplan 2 (Carl Zeiss,

Inc.) e as imagens foram capturadas com a camera acoplada AxioCam (Zeiss).

3.8.1. Método de coloracdo com hematoxilina-eosina (H&E)

O lébulo superior direito dos pulmdes dos camundongos infectados pelas
diferentes cepas micobactérianas e tratados ou ndo com CTIPDh foi retirado para
andlises histopatoldgicas 28 e 120 dias ap6s a infeccdo. Os l6bulos foram fixados
em formol 10% tamponado por no minimo 96 horas. Apds foi feito banhos
crescentes de alcool (70%, 80%, 90%, 100%) por 1hora em cada concentracdo e,
entdo, submetidos a dois banhos contendo xilol por lhora cada, estando estes,
preparados para a incluséo na parafina.

Os blocos de parafina contendo os Iébulos pulmonares foram cortados em
microtomo (Leica) com espessura de 4 — 5 um. Os cortes foram embebidos em duas
baterias de xilol por 3 minutos cada, logo apés banhados em &alcool (100%, 90%,
80%, 70%) por 1 minuto em cada concentragdo, para entdo serem corados com
hematoxilina por 3 minutos e eosina por 50 segundos, sendo estes banhados
novamente em alcool (70%, 80%, 90% e 100%) por 1 minuto em cada concentracao
e em xilol por 3 minutos. Os cortes entdo sofreram fixacdo permanente com

Permount.

3.8.2. Método de coloracdo com tricromo de Masson

O I6bulo superior direito dos pulmbes dos camundongos infectados pelas
diferentes cepas micobactérianas e tratados ou ndo com CTIPDh foi retirado para
analises histopatologicas 28 e 120 dias apo6s a infeccdo. Os I6bulos foram fixados
em formol 10% tamponado por no minimo 96 horas. Apés foi feito banhos
crescentes de alcool (70%, 80%, 90%, 100%) por lhora em cada concentracdo e,
entdo, submetidos a dois banhos contendo xilol por lhora cada, estando estes,
preparados para a inclusdo na parafina. Os blocos de parafina contendo os I6bulos
pulmonares foram cortados em microtomo (Leica) com espessura de 4 — 5 um.

Os cortes foram embebidos em duas baterias de xilol por 3 minutos cada,
logo banhados em é&lcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 1 minuto em cada

concentracéo, para entdo serem corados.
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A coloracao foi feita da seguinte forma: foi aplicada sobre os cortes a solucéo
de Bourin e deixado overnigth. Apdos os cortes foram lavados em agua corrente por 1
hora até retirar cor amarela deixa pela solugdo de Bourin na amostra. Em seguida
foram corados com Hematoxilina Férrica de Weigert por 10 minutos e lavados
novamente em agua corrente por 10 minutos e coloracdo com solucéo de Escarlate
de Biebrich por 5 minutos. Foi feita mais uma lavagem com agua destilada e uma
nova coloracdo com solucdo de Acido Fosfotlingstico-Fosfomolibdico por 10 a 15
minutos. Em seguida, foi realizada uma lavagem com agua destilada e aplicada
solugcéo de Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos. As amostras foram lavadas uma
vez e colocadas em solucdo de 1% de acido Acético Glacial por 3 a 5 minutos. As
amostras sofreram mais uma lavagem com agua destilada e foram banhadas em
alcool (70%, 80%, 90% e 100%) por 1 minuto em cada concentracao e em xilol por 3
minutos. Os cortes entdo sofreram fixagdo permanente com Permount. Finalizada

tecnica as fibras de colageno adquirem coloracao azulada.

3.9. Avaliacao da resposta imune nos camundongos infectados e tratados com
as CTIPDh e/ou Rifampicina.

A avaliacdo da resposta inflamatoéria foi feita por andlise das populacbes
celulares no infiltrado pulmonar das células coletadas dos pulmdes dos animais
como descrito no item 3.3, através de citometria de fluxo. Foram usados o0s
marcadores Ly6G-FITC, Ly6C-APC, CD11b-PERCp e CD1ll1lc-PE. Com estes
marcadores foi possivel avaliar: os leucocitos mieldites (CD11b"); Neutrdfilos (
CD11b* Ly6G* Ly6C"); neutréfilos imaturos (CD11b* Ly6G"" Ly6C%™); mondcitos e
macréfagos inflamatérios (CD11b* Ly6C" CD11b); células dendriticas (CD11b*
Ly6C CD11c") e células dendriticas derivadas de mondcitos (CD11b* Ly6C™
CD11c")

A andlise da producdo de mediadores inflamatdrios foi feita usando o
sobrenadante das células pulmonares cultivadas ex vivo (coletadas como descrito
no item 3.3), utilizando ensaio Multiplex e teste de ELISA de competicdo. As apos 48
de cultivo das células os sobrenadantes foram coletados e filtrados com filtro de poro

de 0,22 uM e congelados a -80° C até o momento dos ensaios.
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3.9.1. Citometria de Fluxo

Amostras de células, obtidas como descrita no item 3.3, contendo 2,5x10°
células pulmonares foram tratadas com anti-CD16/CD32 (BioLegend, San Diego,
CA) por cinco minutos para bloquear os receptores de FC das células. Apds as
células foram marcadas por 30 minutos a 4°C ao abrigo da luz com solucéo de
PBS1x com 1% de soro fetal bovino contendo a combinacdo de anticopos contra
Ly6G-FITC (clone 1A8), CD11lc-PE (clone HL3), Ly6C-APC (clone AL-21) and
CD11b-PerCP (todos obtidos da BD Pharmingen, San Diego, CA). Anticorpos
isotipicos foram usados como controle. Ap6s a marcacdo as amostras de células
foram lavadas duas vezes com PBS1x com 1% de soro fetal bovino, através de
centrifugacdo de 300g por Sminutos . Apds as lavagens as ceélulas foram fixadas
com 2% de paraformoldeido overnight. Ap6s as células foram analisadas por
citometria de fluxo (FACSCallibur, BD Biosciences), usando o programa Cell Quest

Pro.

3.9.2. Analise da producéo de mediadores inflamatorios

Os sobrenadantes das culturas das células pulmonares, cultivadas como
descrito no item 3.3, foram coletados ap6s 48 horas de cultivo. Os sobrenadantes
foram filtrados com filtro de 0,22 um, garantindo a biossegurangca nos ensaios de
andlise de citocinas, e congelados a -80°C até a analise. Os niveis de IL-183, IFN-y,
TNF-a, IL-6, IL-17, IL-10, KC, MIP-2, G-CSF e MCP-1 no sobrenadante das culturas
foram analisados com Fluorokine multiplex kit (R&D Systems, Minneapolis, MN),
seguindo o protocolo do kit. A andlise da producdo de PGE2 foi feita através do
teste de ELISA de Competicdo usando o kit Prostanglandin E2 EIA — Monoclonal
(Caymam Chemical Company — USA), seguindo o protocolo do Kkit.

3.10. A andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5
(GraphPad, EUA), baseando-se nos métodos de One-way ANOVA e Tukey como
post test. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p
< 0,05 (5%).
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4. Delineamento experimental
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5. Resultados

5.1. Estabelecimento do modelo de tuberculose severa em camundongos de
linhagem C57BL/6.

Para avaliar os efeitos terapéuticos das CTMs na patologia severa da
tuberculose, foi necessario estabelecer um modelo experimental de tuberculose
associada a hiperinflamacéo e patologia necrotica no pulmao.

Nos nossos trabalhos anteriores, foi demonstrado que a infeccdo dos
camundongos C57BL/6 por cepas hipervirulentas de M. tuberculosis da sub-
linhagem genética Beijing induz uma doenca que causa lesdes necroticas no pulméao
(pneumonia necroética), o que ndo foi observado nos animais infectados por cepas
convencionais, como a cepa M. tuberculosis H37Rv (Amaral, Ribeiro et al., 2014,
Ribeiro, Gomes et al., 2014).

Neste trabalho, nés caracterizamos a patogenia da doenca neste modelo,
utilizando uma cepa de M. tuberculosis Beijing de viruléncia elevada, cepa M299
(Ribeiro et al., 2014) e uma cepa de M. tuberculosis de referéncia (cepa H37Rv, de
viruléncia moderada). Foi demonstrado que a cepa hipervirulenta induz no pulméo
uma patologia necrética, que foi observada na forma da pneumonia tuberculosa,
com areas de necrose tecidual, associadas ao recrutamento de neutrofilos aos sitios
da inflamacgéo granulomatosa (trabalho em anexo Il). Diferentemente, a cepa H37Rv
causou formacdo de granulomas tipicos, compostos por macréfagos e linfécitos,
sem necrose (Ribeiro, Gomes et al., 2014). A inflamacdo pulmonar exacerbada
provocada pela cepa 299 atinge seu pico 28 dias ap0s infeccdo e pode provocar
morte precoce de aproximadamente 10% dos animais infectados 30-40 dias apoés
infeccdo. A maioria dos animais (90%) sobreviveu a infeccdo devido a resposta
imune adquirida que se estabelece no periodo de 21-28 dias da infeccdo (dados no
artigo em anexo I, que foi submetido a revista Plos One).

5.2. Avaliacdo da presenca de células-tronco mesenquimais intrinsecas no
foco infeccioso.

O modelo de tuberculose nos camundongos C57BL/6 (trabalho em anexo I1)
estabelecido pelo nosso grupo foi utilizado para avaliar o recrutamento de células-
tronco mesenquimais (CTM) intrinsecas (do préprio animal infectado) para o foco
infeccioso. Para detectar in situ as células que expressam o0s principais marcadores

das CTM murinas, Sca-1 e CD90 (Baustian, Hanley et al., 2015), marcadores das
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CTM s humanas e murinas, CD271- low-affinity nerve growth factor receptor —
LNGFR (Das, Kashino et al., 2013; Mabuchi, Morikawa et al., 2013) e um marcador
comum das células mesenquimais- Vimentina (um filamento intermediario do tipo Il
gque ¢é expresso has células mesenquimais), foi realizado em teste
imunohistoquimico (IHC) com os tecidos obtidos dos pulmbes e bacos de
camundongos infectados com M. tuberculosis, utilizando anticorpos especificos
contra os respectivos marcadores. Para a infeccéo foram utilizadas a cepas H37Rv e
M299 e os testes foram realizados apés 28 dias (fase aguda) e 90 dias (fase crénica)
apos infeccéo.

Em cortes dos pulmdes (figura 7) e bacos (figura 8) dos animais apos 28 dias
de infeccdo com a cepa M299 foram observadas células que apresentavam forte
marcacdo para marcadores Sca-1 e CD90. No pulméo, as células Sca-1-positivas
(figura 1A) e CD90-positivas (figura 1B) foram detectadas ao redor dos infiltrados
granulomatosos compostos principalmente pelos macréfagos e linfocitos (lesées
sélidas), mas ndo nas lesdes necréticas, dominadas pelos neutréfilos (dados néo
mostrados). Em bago, as células marcadas para CD90 foram detectadas tanto na
polpa vermelha, quanto nos foliculos linfoides (figura 8A). Nos cortes sequenciais do
baco, os anticorpos contra Sca-l e CD90 marcaram as mesmas células,
confirmando dupla-marcacdo para as CTMs (figura 8B e 8C). Nos animais nao-
infectados, a presenca das células CTMs foi baixa (resultados ndo demonstrados).
Os resultados demonstram que h& recrutamento e acumulo de células CTMs nas

regides de lesdo no pulméao e no baco.
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Figura 7. Imunolocalizagdo de células com marcadores
mesenquimais Sca-1 e CD90 - positivas no pulmédo de
camundongos infectados com a cepa de M. tuberculosis M299, 28
dias apo6s infeccdo. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram
infectados via intrataqueal com 100 bacilos da cepa M299. Os cortes
do tecido obtidos do pulméo foram tratados com anticorpos anti-Sca-1
(A) e anti-CD90 (B). Células positivas para estes marcadores estdo
sinalizadas com as setas em vermelho. Imagem com aumento de 200X
com escala de 100 puM.
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Figura 8. Imunolocalizacdo de células-tronco mesenquimais Sca-1- e CD90-
positivas no bagco de camundongos infectados com a cepa de M. tuberculosis
M299, 28 dias apos infecgcdo. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram
infectados via intrataqueal com 100 bacilos da cepa M299. A. Os cortes do tecido
obtidos do bago foram tratados com anticorpos anti-CD90. B e C. Os cortes seriais
do tecido obtido do baco foram tratados com anticorpos anti-Sca-1 e anti-CD90. As
setas demonstram marcacdo das mesmas células na polpa vermelha. Imagem com
aumento de 200X com escala de 100 pM.

Para visualizar a presenca das CTM no pulmao e baco na fase crbnica da
infeccéo, o teste de IHC foi realizado nos tecidos obtidos dos camundongos 90 dias
apos a infeccdo (figura 9). Nessa fase da infeccdo, a patologia pulmonar foi
caracterizada pela reducdo das areas de alveolite e necrose pulmonar, associada ao
controle do crescimento bacteriano, e aumento das areas dominadas pelos
macrofagos espumosos, que se acumulam nos alvéolos. Os resultados do teste IHC
demonstram que as células positivas para os marcadores de células-tronco
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mesenquimais (vimentina, Sca-1 e CD271) permaneceram nas regides de lesdo no

pulmao e baco, sendo que o numero dessas células foi maior nos animais infectados
com a cepa de maior viruléncia (figura 9).

-

%

.M.

Figura 9. Imunolocalizagdo de células-tronco mesenquimais Sca-1- e CD90-
positivas no baco de camundongos infectados com a cepa de M. tuberculosis
M299, 90 dias ap6s infecgdo s. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados
com 100 bacilos das cepas de Mth H37Rv e M299. Apés 90 dias de infeccdo os
animais foram eutanasiados, os pulmdes e baco foram retirados e fixados em formol
tamponado 10%. Os cortes do tecido foram marcados com marcadores mesenquimais

(vimentina, Sca-1 e CD271) através do ensaio imunohistoquimico. As células
marcadas estdo em cor castanha.
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5.3. Analise da enxertia das CTIPDh no foco infeccioso pulmonar dos
camundongos

Os resultados demonstraram que as CTIPDh transplantadas foram capazes de
migrar para os pulmdes dos camundongos infectados e acumular-se nas regides
onde hé lesbes decorrente da infeccdo (28 dias apds a infec¢do). Nao se observou a
presenca de CTIPDh nas amostras de pulmdes dos camundongos néo infectados
(figura 10). Houve maior enxertia das CTIPDh nos pulmdes dos camundongos
infectados com as cepas mais virulentas, que causam patologia mais severa,
comparado com a patologia induzida pela cepa H37Rv de menor viruléncia.

Apo6s 120 dias de experimento, as CTIPDh ndo foram detectadas nos pulmdes
dos camundongos (infectados ou nao-infectados) tratados nos dias 14 e 21 (figura
11A). Para obter um controle positivo neste experimento, um grupo de animais ja
infectados e tratados com as CTIPDh foi tratado com células novamente, nos dias
106 e 113. No segundo tratamento foram utilizadas CTIPDh ndo modificadas, que
nao expressam GFP. Para visualizar essas células no pulméo, os cortes
histolégicos foram tratados com anticorpos contra ndcleos humanos e a presenca
dessas células no local da infecgéo foi confirmada por microscopia confocal (figura
11B). Estes resultados demonstram que a permanéncia das CTIPDh no pulméo dos
animais infectados é temporaria, sendo que apos 120 dias no pulmao foram
encontrados somente as CTIPDh inoculadas recentemente, as CTIPDh-GFP
injetadas nos dias 14 e 21 ndo foram detectadas.
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Figura 10: Avaliacdo de enxertia das CTIPDh nos pulmfes dos camundongos
infectados. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados via intrataqueal
com 100 bacilos das cepas de M.tuberculosis H37Rv e M299 e a cepa de M. bovis
MP287. Os animais receberam via intraperitoneal 2X10° CTIPDh, linhagem DL4, que
expressa GFP nos dias 14 e 21 apés a infeccdo, o mesmo foi feito em animais nao
infectados. Ap6s 7 dias da ultima inje¢do de CTIPDh, os animais foram eutanasiados
e os pulmdes foram coletados para avaliar a presenca das CTIPDh. Os pontos verdes
na imagem demonstram as células CTIPDh que expressam GFP. A, C, E e G
microscopia de contraste de fase e B, D, F e H microscopia confocal com visualizaca
do GFP em verde. A e B — ndo infectado; C e D- infectados com a cepa H37Rv; Ee F
— infectos com a cepa M299 e G e H — infetados com a cepa MP287. Todas
amostras sao de camundongos que receberam as CTIPDh
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DAPI Anti-hNu

DAPT Anti-hNu/DIC

Figura 11. Avaliacdo de permanéncia do enxerto das CTIPDh nos pulmdes
dos camundongos infectados. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram
infectados via intrataqueal com 100 bacilos da cepa Mth M299. Os animais
receberam via intraperitoneal 2x10° células CTIPDh nos dias 14 e 21. Um grupo
destes animais foi tratado repetidamente nos dias 106 e 113 apés a infeccdo. No
dia 120 apos a infecgéo, a presenca CTIPD foi avaliado através de analise de GFP
ou marcacdo com anticopo anti-nacleo humano (anti-hNu) através de microscopia
confocal. Al e A2 animais que receberam as células em 14 e 21 dias apos da
infeccdo; B1, B2, B3 e B4 animais que receberam as células apds 106 e 113 dias
apos a infeccéao.
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5.4. Crescimento micobactériano nos pulmdes dos camundongos infectados e
tratados com as CTIPDh

Para avaliar se a injecdo de CTIPDh pode alterar o crescimento
micobactériano, os pulmdes dos camundongos infectados e tratados com CTIPDh
foram retirados 28 e 120 dias apds infeccdo e processados para analise da carga
bacteriana.

Os resultados demonstram que a injecao das CTIPDh nao foi capaz de reduzir
significativamente a carga bacteriana nos pulmdes dos animais infectados com as
trés diferentes cepas, apesar da tendéncia de diminuigcdo dos numeros de UFC nos
animais infectados pela cepa M299 observada 28 dias apos infeccéo (figura 12).
Paralelamente, tratamos dois grupos de animais infectados com as cepa M.
tuberculosis M299 ou M. bovis MP287 com o farmaco antimicobactériano rifampicina
por 15 dias; alguns animais deste grupo receberam a inje¢cdo de CTIPDh. Os
animais infectados com a cepa M299 e que receberam a Rifampicina apresentaram
uma redugdo logio 1,3 em relacdo ao grupo de animais infectados que néo
receberam o farmaco. Resultados semelhantes foram obtidos no grupo de animais
tratados com a rifampicina e que receberam as CTIPDh (figura 12). Os animais
infectados com M. bovis (cepa MP287 com maior grau de viruléncia entre todas
cepas estudadas) e tratados com a rifampicina néo tiveram reducdo da carga
bacteriana nos pulmdes; o mesmo pode ser observado no grupo de animais que

receberam o tratamento com a rifampicina e a injecdo CTIPDh (figura 12).
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FIGURA 12: Avaliagdo do crescimento micobactériano no pulmdo dos
camundongos infectados e tratados durante a fase aguda da infeccdo com
CTIPDh. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados via intrataqueal com
100 bacilos das cepas de Mtb H37Rv e M229 e a cepa de M. bovis MP287. Os
animais receberam via intraperitoneal 2.10° células CTIPDh nos dias 14 e 21 apés a
infeccdo. Apds 28 dias da infec¢édo, os homogenados do pulméo foram submetidos ao
teste de contagem de células bacterianas em meio sélido. As colbnias de bactéria
foram contadas apods 21 dias de incubacdo a 37° C, e 0 nimero de colénias em
Logl0 por grama de pulméo foi calculado. As diferencas significativas entre grupos
tratados em comparacdo ao grupo ndo tratado esta indicado pelo asteriscos * (P

<0,05) . NT — ndo testado.
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Um grupo de camundongos infectados, que ndo recebeu inoculacdo das
CTIPDh na fase aguda, foi tratado durante a fase cronica da infeccdo. Os
camundongos receberam via intraperitoneal 2 x10° células nos dias 106 e 113 apés
a infeccdo. No dia 120, os animais foram eutanasiados e seus pulmdes retirados
para andlise da carga bacteriana. Os resultados demonstram que nao houve
diferenca na carga micobactériana nos pulmdes entre os animais infectados com a
cepa H37Rv e que receberam as CTIPDh com os que nao as receberam. Ja os que
foram infectados com a cepa M299 e receberam as CTIPDh na fase crbnica da
doenca apresentaram uma queda de log;o 0,8 em relagao aos que néo receberam as

células (figura 13).

Log,o CFU/g de pulméo

H37Rv M299

FIGURA 13: Avaliacao do crescimento
micobactériano no pulmdo dos camundongos
infectados que foram tratados durante a fase crénica
da infeccdo com CTIPD. Camundongos da linhagem
C57BI/6 foram infectados com 100 bacilos das cepas de
Mtb H37Rv e M229. Os animais receberam via
intraperitoneal 2.10° CTIPD nos dias 106 e 113 ap6s a
infeccdo (barras pretas), os animais que ndo receberam
as células foram injetados de PBS (barras brancas).
Ap0s 120 dias da infecgao os pulmdes foram coletados,
e 0s homogenados pulmonares foram submetidos ao
teste de contagem de células bacterianas em meio
sélido. As coldnias de bactéria foram contadas apos 21
dias de incubacao a 37° C, e o numero de colbnias em
Log10 por grama de pulméo foi calculado.
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5.5. Avaliagcdo da patologia nos pulmdes dos camundongos infectados e
tratados com CTIPDh

A patologia pulmonar causada pela infeccdo micobactériana esta associada a
infiltracdo do pulméo pelos leucécitos, formacdo dos granulomas e diferentes sinais
patolégicos da inflamacdo como acumulo dos exsudados serosos e celulares nas
vias respiratérias, morte celular e necrose tecidual, entre outros. Desta forma, pode-
se fazer um paralelo entre o peso do pulméo e a extensao do infiltrado de células no
pulmdo e acumulo dos exsudados. O aumento do peso do pulmdo nos
camundongos infectados como as cepas mais virulentas (M299 e MP287) foi maior
em comparacao com animais infectados com a cepa H37Rv (figura 14). O peso do
pulmdo dos camundongos infectados foi comparado com os dos animais que
receberam tratamento com as CTIPDh, com a rifampicina ou combinacdo dos dois.
Os resultados do tratamento foram avaliados aos 28 e 120 dias apos a infec¢ao.

Apos 28 dias da infeccao, o tratamento com CTIPDh reduziu aumento do peso
do pulmé&o na maioria dos animais infectados pelas cepas mais virulentas (cerca de
20% nos animais infectados pela cepa M299 e 28% - em animais infectados pela
cepa MP287), sem efeito na infecgcdo com a cepa H37Rv. Entretanto, em alguns
animais, o efeito ndo foi observado o que reduziu a significancia estatistica da
média. A média da reducdo no grupo M299 foi de cerca de 4% (p>0.05) e no grupo
MP287 — cerca de 25% (p< 0.05). O tratamento dos camundongos infectados com
rifampicina promoveu a redugdo do peso do pulm&o em 15%. A combinagdo da
rifampicina com CTIPDh causou reducdo mais acentuada — cerca de 30%,
demonstrando o melhor resultado terapéutico.

Apb6s 120 dias da infeccdo, os pulmdes dos camundongos infectados
apresentam aumento do peso, o que esté associado a progressao lenta da patologia
pulmonar que leva ao aumento da consolidacdo do pulm&o. O tratamento dos
animais pela as CTIPDh, ou pela combinacdo de CTIPDh com a rifampicina, na fase
aguda da infeccéo (no dia 14 e dia 21) ndo alterou o aumento do peso pelos animais
infectados na fase crénica da doenca. Entretanto, o peso médio do pulmao em grupo
dos camundongos tratados pelas CTIPDh em combinacdo com a rifampicina foi
cerca de 7% menor em comparacdo com o grupo dos animais infectados e néo

tratados (figura 14).
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Figura 14: Analise de peso dos pulmfes dos camundongos C57BL/6
infectados e transplantados com CTIPDh. Camundongos C57BL/6 foram
infectados intratraquealmente com as cepas H37Rv, M299 e MP287 e
posteriormente tratados ou ndo com CTIPDh e/ou rifampicina. Um grupo de
animais infectados recebeu intraperitoniamente 2x10° CTIPDh no dia 14 e dia 21
apos a infeccdo. Outro grupo foi tratado com rifampicina 13 dias consecutivos a
partir do dia 14. Mais um grupo recebeu tratamento duplo: CTIPDh nos dias 14
e21 ap6s a infeccdo em combinacdo com a rifampicina do dia 13 ao 27 de
infecdo. Os animais foram eutanasiados apds 28 e 120 dias de infec¢do. Os
animais infectados pela cepa MP287 foram analisados somente no dia 28 devido
de alta mortalidade dos animais neste grupo. Os pulmdes foram extraidos e
pesados. Resultados estdo apresentados em peso do pulmdo em gramas. As
diferencas significativas entre grupos tratados em compara¢do ao grupo nado
tratado esté indicado pelo asteriscos * (P <0,05) . NT — néo testado.
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Para aprofundar a andlise do efeito da terapia celular na patologia pulmonar da
TB, foram realizados testes de histopatologia do pulm&o. De acordo com as
observacbes anteriores, a infeccdo dos camundongos com cepa M299 (Ribeiro,
Gomes et al., 2014) e cepa MP287 (Amaral, Ribeiro et al., 2014) induziu uma
extensa pneumonia granulomatosa (figura 15) com é&reas de alveolite (alvéolos
preenchidos com macréfagos, linfécitos e neutrdéfilos, espessamento das paredes
alveolares) e multiplos focos de necrose (areas acelulares). Os animais infectados
com as mesmas cepas e que foram inoculados com as CTIPDh apresentaram
reducé@o de area de alveolite e auséncia de necrose pulmonar. Diferentemente das
cepas hipervirulentas, a cepa de Mtb H37Rv causou uma patologia menos severa
com pequenos granulomas perivasculares compostos de macrofagos e linfocitos. A
injecdo das CTIPDh néo alterou o padrdo das lesbes patoldgicas observadas neste
grupo dos animais (figura 15).

As imagens de histopatologia na Figura 15 demonstram que os camundongos
infectados com as cepas hipervirulentas, Mtb M299 e Mbv MP287, apresentaram
uma extensa pneumonia granulomatosa com &reas de alveolite (alvéolos
preenchidos com macréfagos, linfécitos e neutréfilos, espessamento das paredes
alveolares) e multiplos focos de necrose (areas acelulares). Os animais infectados
com as mesmas cepas e que foram transplantados com as CTIPDh apresentaram
reducdo de area de alveolite e auséncia de necrose pulmonar. Diferentemente das
cepas hipervirulentas, a cepa de M. tuberculosis H37Rv causou uma patologia
menos severa com pequenos granulomas perivasculares compostos de macréfagos
e linfocitos. A injecdo das CTIPDh ndo alterou o padrdo das lesdes patologicas

observadas neste grupo dos animais.
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Figura 15: Andlise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos C57BL/6
28 dias apo6s a infeccdo e tratamento com CTIPDh. Camundongos C57BL/6
foram infectados com 100 bacilos das diferentes cepas de micobactérias e
tratados com CTIPDh apés 14 e 21 dias de infec¢do, linhagem celular DL4. Apds
28 dias da infeccdo 3 camundongos de cada grupo foram eutanasiados e os
pulmdes foram coletados , fixados em formol tamponado. Os orgdos foram
emblocados em parafina e feitos cortes de 4-5 um. Os cortes histologicos foram
corados com HE e analisados através de microscopia de campos claro. Em A —
ndo infectado, B — néo infectado e tratado com CTIPDh , C — infectado com
H37Rv, D — infectado com H37Rv e tratados com CTIPDh, E - infectado com
M299, F — infectado com M299 e tratados com CTIPDh, G - infectados com
MP287 e , H - infectados com MP287 e tratados com CTIPDh. Formacéo de
granolomas (seta em vermelho); regibes de necrose (setas em azul); regifes de
alveolite (setas em amarelo). Aumento 200 X; as escalas correspondem a 100 pm.
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Para avaliar o efeito terapéutico das CTIPDh na fase crbnica da infeccdo, a
analise dos cortes histologicos dos pulmdes dos camundongos infectados pelas
cepas H37Rv e M299 foi realizada apos 120 dias de infecc¢ao (figura 16). De acordo
com os dados anteriores (Amaral, Ribeiro et al., 2014), os camundongos infectados
pela cepa M. bovis MP287 demonstraram a progresséao rapida da doenga com morte
precoce dos animais ap0s 28-32 dias da infec¢cdo e ndo poderia ser estudados nos
prazos posteriores. Nos camundongos infectados pela cepa M299, a histopatologia
foi apresentada por amplas areas de macré6fagos espumosos (setas amarelas, figura
11) e pequenas granulomas secundarios compostos por linfocitos. As areas da
necrose, que foram associadas a pneumonia neutrofilica na fase aguda da infeccéo
(figura 15), no dia 120 apos infeccdo foram parcialmente substituidas pela fibrose
(figura 16). O tratamento com CTIPDh preveniu o desenvolvimento da necrose,
como foi demonstrado na figura 10, e sua progressao a fibrose na fase crénica. Nos
animais tratados foi observada uma reducéo das areas de macréfagos espumosos,
sem alteracdo do numero dos granulomas linfocitarios (figura 16). O efeito do
tratamento com CTIPDh foi menos evidente nos animais infectados pela cepa
laboratorial H37Rv, sendo que ambos os grupos de animais, tratados e nao-tratados
pela CTIPDh, apresentaram patologia pulmonar similar, que foi caracterizada pelo
lento aumento do tamanho dos granulomas e ampliagcdo das areas ocupados pelos

macrofagos espumosos (figura 16).
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Figura 16: Analise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos C57BL/6 120 dias apés a
infeccdo com M. tuberculosis e tratamento com CTIPDh. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com 100 bacilos das diferentes cepas de micobactérias e tratados com CTIPDh apés
14 e 21 dias de infeccao, linhagem celular DL4. Apds 120 dias de infeccdo, 3 camundongos de
cada grupo foram eutanasiados e os pulmdes foram coletados , fixados em formol tamponado. Os
orgdos foram emblocados em parafina e feitos cortes de 4-5 pm. Os cortes histologicos foram
corados com HE e analisados através de microscépia de campos claro. Os cortes histoldgicos
foram corados com HE e analisados em microscopio de campos claro. histoldgicos foram corados
com HE e analisados através de microscOpia de campos claro. Em A — ndo infectado, B — ndo
infectado e tratado com CTIPDh , C — infectado com H37Rv, D — infectado com H37Rv e tratados
com CTIPDh, E - infectado com M299, F — infectado com M299 e tratados com CTIPDh. Regides
de macro6fagos espumosos (setas em amarelo). Aumento 200 X; as escalas correspondem a 100
pm.
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Para analisar melhor a formacédo do tecido fibrético, os cortes pulmonares
foram submetidos a coloracéo de Masson para marcacao de colageno. No tecido do
pulmdo dos animais nao infectados (animais do grupo controle) foi observada
marcagcdo do colageno (na cor azul) em volta dos brénquios, bronquiolos, vasos
sanguineos e nos septos alveolares, 0 que caracteriza a presenca de tecido
conjuntivo fibroso de sustentacdo. ApoOs 28 dias da infeccdo dos animais pela cepa
H37Rv, o padrdo de localizacdo do colageno no pulméo foi similar, sem aparente
fibrose nos granulomas primarios (figura 17). A inoculacdo das CTIPDh ndo alterou o
guadro da distribuicdo do tecido conjuntivo no pulméo destes animais.

Nos pulmdes dos animais infectados com as cepas hipervirulentas M299 e
MP287, a marcacdo de colageno foi mais acentuada. As areas da alveolite com
grande numero das células inflamatorias intra-alveolares foram coradas em cor
vermelho escuro devido a marcacdo dos nucleos. As fibras do coladgeno foram
observadas nas paredes alveolares tanto nas areas da pneumonia, quanto no tecido
pulmonar adjacente (seta vermelha). As areas da necrose apresentaram uma
marcacéo difusa na cor azul-claro (seta amarela) (figura 17). Nos animais tratados
pelas CTIPDh foi observada diminuicdo dos infiltrados celulares inflamatorios,
auséncia da necrose e reducao dos sinais da fibrose.

Apoés 120 dias de infeccdo (figura 18), foi observado aumento da fibrose nas
areas dominadas pelos macréfagos espumosos, tanto nos camundongos infectados
pela cepa H37Rv (figura 18B) quanto nos infectados pela cepa M299 (figura 18D).
As areas da necrose nos animais infectados pela cepa M299 foram substituidas por
tecido conjuntivo fibroso (estrela amarela, figura 18C). As vias aéreas, que na fase
aguda foram obstruidas pelo infiltrado celular inflamatério, continuam sem
regeneracdo do epitélio respiratério (seta, figura 18C). Nos pulmdes dos
camundongos infectados que receberam as CTIPDh a patologia pulmonar foi menos
severa: as cicatrizes fibrosas ndo foram observadas, as areas de macréfagos
espumosos foram menores, o0 epitélio nas pequenas vias aéreas foi recuperado
(figura 18G); foi observado maior nimero de granulomas secundérios compostos por

linfécitos (figura 18H).
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Figura 17: Analise do tecido fibroso nos pulm&es dos camundongos
C57BL/6 no dia 28 ap6s a infeccdo e tratamento com CTIPDh.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com 100 bacilos das diferentes
cepas de micobacterias, e tratados com 2x10° CTIPDh nos dias 14 e 21
apos a infeccdo. ApoOs 28 dias da infeccdo 3 animais de cada grupo foi
eutanasiado. Os pulmdes foram coletados, fixados em formol tamponado e
emblocados em parafina, foram feitos cortes de 4-5 pM de espessura. Os
cortes histologicos do pulmao foram corados pela técnica de Masson para
analise de tecido fibroso. O tecidos foram analisados em microscépio de
campos claro. Em A — ndo infectado, B — ndo infectado e tratado com
CTIPDh , C — infectado com H37Rv, D — infectado com H37Rv e tratados
com CTIPDh, E - infectado com M299, F — infectado com M299 e tratados
com CTIPDh, G - infectados com MP287 e, H — infectados com MP287 e
tratados com CTIPDh. Fibras de colageno (coloragédo em azul), aumento da
fibrose (seta vermelha), regido de necrose (seta em amarela). Aumento 200
X; as escalas correspondem a 100 pm.
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Figura 18: Analise do tecido fibroso nos pulmdes dos camundongos
C57BL/6 no dia 120 apés a infecgdo com Mtb e tratamento com CTIPDh.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com 100 bacilos das diferentes
cepas de micobacterias, e tratados com 2x10° CTIPDh nos dias 14 e 21 apos
a infeccdo. Ap6s 120 dias da infeccdo 3 animais de cada grupo foi
eutanasiado. Os pulmdes foram coletados, fixados em formol tamponado e
emblocados em parafina, foram feitos cortes de 4-5 uM de espessura. Os
cortes histolégicos do pulmado foram corados pela técnica de Masson para
analise de tecido fibroso. O tecidos foram analisados em microscopio de
campos claro. Em A — ndo infectado, E — nao infectado e tratado com CTIPDh
,B — infectado com H37Rv, F — infectado com H37Rv e tratados com CTIPDh,
C e D - infectado com M299, G e H — infectado com M299 e tratados com
CTIPDh. Fibras de colageno em azul, regido de necrose (estrela), bronquiolo
sem epitélio respiratério (seta). Aumento de 100x.
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5.6. Andlise da composicdo de células inflamatérias nos pulmdes dos

camundongos infectados por micobactéria e tratados com CTIPDh

Como as CTMs possuem propriedades anti-inflamatérias (De Miguel, Fuentes-
Julian et al., 2012; Gao, Chiu et al., 2016), avaliamos a capacidade das CTIPDh de
diminuir o fluxo de células inflamatérias para os pulmdes dos animais infectados na
fase aguda da infeccdo, 28 dias apds a infeccdo intratraqueal. Para avaliar a
composicdo das células inflamatorias recrutadas para o pulmdo dos camundongos,
nos quantificamos diferentes populacbes de leucotcitos mieldides através de
citometria de fluxo. A estratégia de selecdo das populacdes estad apresentada na

figura 19.

cile 1E

CD11c*

Figura 19: Estrategia de andlise das subpopulacdes de leucdcitos mieldides nos pulmbes
dos camundongos infectados por cepas de micobactéria e tratados com CTIPDh.

A populacao de leucocito mieloide foi identificada pela expressao do marcador CD11b (gate R2) e
subdividida nas subpopulacdes de acordo com a expressdo de outros marcadores, as células
Ly6G" (gate 3) e Ly6G™ (gate 4). As células Ly6G" foram discriminadas adicionalmente pelp nivel
de expressdo do marcador Ly6C, como as células Ly6G'Ly6C" (neutrdfilos, gate R11) e células
Ly6G™Ly6C"™ (neutrdfilos imaturos, corespondente a G-MDSC, gates R8 e R9). As células Ly6G
foram classificadas de acordo com a expressdo dos marcadores Ly6C e CD11c, como células
Ly6C CD11c (monocitos e macrofagos inflamatérios, gate R5), células Ly6C™ CD11c" (células
dendriticas, gate R6) e células Ly6C CD11c" (células dendriticas derivadas de mondcitos, gate
R7).

Os resultados demonstram que nos camundongos infectados ocorreu um forte
recrutamento dos leucdcitos mieléides CD11b"* para os pulmdes, que correlacionou
com a viruléncia da cepa de micobactéria utilizada para a infeccdo (figura 20). O

maior acumulo dessas células foi observado nos animais infectados com as cepas
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mais virulentas, as cepas M299 e MP287, sendo que foi 6 e 10 vezes maior,
respectivamente, em relacdo ao infeccdo com a cepa H37Rv (figura 20A). As
subpopulagdes dos neutrdfilos (figura 20B) e dos mondcitos\macrofagos
inflamatérios (figura 20D) foram os principais grupos celulares recrutados aos
pulmdes 28 dias apo6s infeccdo. Foi observado também um aumento nas
subpopulagdes das células dendriticas (figura 20E) e células dendriticas derivadas
dos mondcitos (figura 20F). O tratamento dos camundongos infectados com as
CTIPDh causou gqueda no numero de células recrutadas ao pulméo. O numero total
de células CD11b" nos animais infectados que receberam as CTIPDh foi de 1.5, 1.7
e 2.8 vezes menor em relacdo aos animais infectados com as cepas H37Rv, M299 e
MP287, respectivamente, e que nao foram tratados. Quando comparamos o efeito
do tratamento com CTIPDh nas diferentes subpopula¢cées das células inflamatorios
no pulméo, foi observado maior queda no numero dos neutrdéfilos; nos animais
infectados com a cepa M299, a reducdao foi de 3 vezes e nos infectados com a cepa
MP287 foi de 6 vezes em relacdo aos respectivos grupos de animais infectados e
néo tratados. Os resultados do tratamento dos animais infectados com as CTIPDh, a
rifampicina e pela combinagé&o da rifampicina e das CTIPDh foram bem similares; a
diferenca entre grupos que receberam diferentes tipos do tratamento nado foi
significativa.

A infeccdo por micobactérias causou também aumento no pulmdo da
subpopulacdo dos neutréfilos imaturos com fenétipo CD11b* Ly6G"“Ly6C™™ (figura
15C), que foram demonstrados para expressar as propriedades de supressores
mieldides, das células G-MDSC (Condamine e Gabrilovich, 2011). Nivel do
recrutamento dessas células em diferentes grupos dos animais infectados
correlacionou com a severidade da inflamacédo induzida pela micobactéria. Os
nameros das G-MDSC nos animais infectados pela cepa MP287 foram 5 vezes
maiores que nos animais infectados pela cepa M299, e 10 vezes maiores em
comparacdo com a infeccdo pela cepa H37Rv. O tratamento dos animais com
CTIPDh levou a uma leve diminuicdo do recrutamento dessas células ao pulmao,
que foi significativa somente no grupo dos animais tratados com a rifampicina (figura
20C).
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Figura 20: Recrutamento de células mieldides na fase aguda da infec¢cdo nos
pulmdes de camundongos infectados com micobactéria e tratados com CTIPDh. Os
camundongos foram infectados com 100 bacilos via intraqueal, apés 14 e 21 dias alguns
animais receberam 2x10° CTIPDh via intraperitoneal e outros grupos foram tratados com
rifampicina do dia 14 a dia 27 da infeccdo. Apds 28 dias da infec¢do os animais foram
eutanasiados. As células dos pulmdes foram extraidas e marcadas com anticorpos contra
os marcadores de leucdcitos. As populagBes de células mieldides foram identificadas por
citometria de fluxo. Os nimeros totais de células CD11b" e subpopulac¢des, incluindo os

neutréfilos (células CD11b+Ly6G+Ly6CH+), de neutrofilos imaturos
(CD11_b+LyGG'°WLy6Cd'm), monécitos e macréfagos inflamatérios (células CD1lb +
LyGCh'CDllc—LyGG—), ~ Células dendriticas derivadas de mondécitos

(CD11b+CD11c+Ly6C"Ly6G-) e células dendriticas (CD11lb + CD1lc + Ly6C-Ly6G-),
foram quantificados. Os valores apresentados representam o nimero médio de células por
pulméo de trés experimentos independentes com 3 camundongos cada experimento. As

diferengas significativas entre grupos tratados em comparacédo ao grupo nao tratado esta
indicado pelo asteriscos * (P <0,05).
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Avaliamos também 0s numeros totais de células mieldides e de neutrofilos no
pulmédo do camundongo na fase crénica da doenca, no dia 120 apos a infeccéo. Os
resultados demonstram que a reducdo dessas populacdes celulares, que foi
observada no pulméo nos animais infectados e tratados com CTIPDh (tratamento
realizado nos dias 14 e 21 apos infeccdo) ndo foi mantida na fase crbénica (figura
16). Apos 120 dias da infeccdo, os numeros de células mieldides e de neutrofilos
nos grupos dos animais tratados e nao-tratados com as CTIPDh foram similares,
demonstrando que o efeito terapéutico do tratamento com CTIPDh foi temporario.
Posteriormente, os nuameros das células mielbides nos pulmbes dos animais
tratados aumentaram. Entretanto, a proporcdo dos neutrofilos em relacdo dos
fagocitos mononucleares no pulméo, que foi maior que 50% na fase aguda da
infecgdo (figura 20), na fase cronica foi menor (cerca de 30% na populagéo das
células mieldides) (figura 21), sugerindo maior contribuicdo dos macréfagos

(macréfagos espumosos) no aumento observado.
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Figura 21: Recrutamento de células mieldéides na fase crbnica da infecgdo nos
pulmbes de camundongos infectados e tratados com CTIPDh. Os camundongos
foram infectados com 100 bacilos via intraqueal, apds 14 e 21 dias os animais receberam
2x10° CTIPDh via intraperitoneal. Ap6s 120 dias da infeccdo os animais foram
eutanasiados. As células do pulmdo foram extraidas e marcadas com anticorpos contra
marcadores de leucécitos. Os nimeros totais de células CD11b" e dos neutréfilos (células
CD11b" Ly6G") foram quantificados. Os valores apresentados representam o nimero
médio de células por pulméo de trés experimentos independentes.
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5.6. Andlise das citocinas pro- e anti- inflamatoérias produzidas pelas células
nos pulmdes dos camundongos infectados por micobactéria e tratados com
CTIPDh

As células extraidas dos pulmdes nos grupos dos camundongos infectados que
foram tratados ou ndo com as CTIPDh foram cultivadas ex vivo por 48 horas e o
perfil de citocinas e quimiocinas pro- inflamatoérias (TNF-a, IFN-y, IL-183, IL-6, IL-17,
KC, MIP-2, G-CSF e MCP-1) e anti-inflamatérias (IL-10) produzidas foi quantificado
no sobrenadante da cultura através de ensaio multiplex. Os resultados
apresentados na Figura 22 demonstram que o transplante das CTIPDh foi capazes
de modular o padrdo de citocinas e quimiocinas produzidas na fase aguda, 28 dias
apos a infeccdo, e fase crbnica, 120 dias apds a infeccao .No dia 28 apds a
infeccdo, as células dos pulmdes dos animais infectados com as cepas
hipervirulentas (M299 e MP287) apresentaram maior producdo de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, CCXC2/MIP-2, IFN-y, IL-17) em relacéo as células
dos animais infectados com a cepa H37Rv. O tratamento dos animais com as
CTIPDh causou uma forte queda na produgcao da maioria dessas citocinas (TNF-q,
IL-1B, IL-6, CCXC2/MIP-2, CXCL1/KC).

A producéo de IFN-y e IL-17 n&o foi alterada, sendo que nos animais infectados
pela cepa MP287 (figura 22l), houve aumento da produgéo de IL-17. Interessante,
gue o primeiro grupo das citocinas é produzido principalmente por macréfagos, e o
IFN-y e a IL-17 sé&o linfocinas, as citocinas produzidas por linfocitos; o que sugere
gue o efeito inibitério das CTIPDh foi direcionado principalmente aos fagocitos
mononucleares. A Unica citocina cuja producao foi aumentada apds tratamento com
as CTIPDh foi a quimiocina CCL2/MCP-1, proteina de quimioatracdo de mondcitos.
A producédo de MCP-1 foi inibida nos animais infectados pelas cepas hipervirulentas
e 0 aumento da sua producdo nos animais tratados pelas CTIPDh pode refletir o
efeito imunomodulatério dessas células. Entretanto, o aumento foi observado
somente nos animais infectados pela cepa M299, sem efeito na infeccao pela cepa
MP287.

Entre as citocinas que foram fortemente inibidas pelas CTIPDh estdo MIP-2 e
KC, as quimiocinas responsaveis pelo recrutamento dos neutréfilos. A inibicdo da
producdo destas quimiocinas nos animais tratados pelas CTIPDh pode contribuir
para a reducdo do acumulo dos neutrofilos nos pulmdes infectados pelas cepas

hipervirulentas que foi observado neste trabalho. A reducdo da producdo de TNF-q,
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IL-1B, IL-6, principais citocinas pré-inflamatérias, também contribuiu a supresséo da
inflamacédo e da patologia associada que foram observadas no pulméao dos animais
tratados com as CTIPDh. Importante relatar que o efeito anti-inflamatério das
CTIPDh nao foi associado com aumento da produgdo da citocina imunosupressora
IL-10. Ao contrario, a producdo desta citocina pelas células do pulméao foi reduzida
nos animais tratadas com as CTIPDh (figura 22J), demonstrando que outros
mecanismos, nao associados com a producao da IL-10, sdo responsaveis pelos
efeitos anti-inflamatorios das CTIPDh observado no nosso modelo.

A comparacdo dos efeitos terapéuticos de CTIPDh na producdo de citocinas
pelas células do pulmdo com os efeitos da terapia convencional, utilizando o
antibiotico rifampicina ou a combinacdo da rifampicina com as CTIPDh para o
tratamento dos camundongos infectados pelas cepas hipervirulentas, demonstrou
gue a utilizacdo da rifampicina também promoveu uma redug¢do na producdo das
citocinas. O nivel da reducédo de TNF-a, MIP-2, KC e IL-10 foi similar nos grupos de
animais submetidos aos diferentes tratamentos. A reducgao de IL-1p e IL-6 foi maior
nos grupos tratados com a rifampicina. Além disso, a utilizacdo da rifampicina inibiu
a produgéo das linfocinas IFN-y e IL-17 (figura 22).

Na fase cronica da infeccéo (dia 120 apos a infeccdo), a producdo da maioria
das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, G-CSF, CCXC1/KC, IFN-y, IL-17) no
pulmédo dos animais infectados foi bem menor em comparagédo com a fase aguda
(dia 28 ap6s a infeccdo), o que demonstra a capacidade dos camundongos C57BL/6
de controlar a inflamacgéo exacerbada observada no inicio da doenca. A producéo da
IL-10 também foi menor na fase cronica da doenca, pelo menos no dia da
investigacdo (dia 120 dias apdés a infeccdo). Nos animais que foram tratados
anteriormente pelas CTIPDh, a producdo das citocinas pro-inflamatérias foi ainda
menor em comparacdo com animais que ndo foram tratados, exceto das duas

citocinas: IL-1p e IFN-y, cuja producéo foi maior nos grupos dos animais tratados.
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Figura 22 : Producéo de citocinas pelas células dos pulmdes dos camundongos C57BL/6
infectados com as cepas de micobatérias e tratados com CTIPDh. Camundongos C57BL/6
foram infectados intratraquealmente com 100 bacilos das cepas H37Rv, M299 e MP287. Nos
dias 14 e 21 apés a infeccdo, os animais infectados receberam intraperitoniamente 2x10°
CTIPDh e/ou receberam rifampicina (inoculacéo intraperitoneal diaria. do dia 14 ao dia 27). No
dia 28 e dia 120 ap6s a infeccdo, os animais foram eutanasiados. As células dos pulmdes
foram extraidas e cultivadas ex vivo por 48 horas, a dosagem dos mediadores inflamatérios nos
sobrenadantes das culturas foi feita por ensaio Multiplex. Os dados foram obtidos em trés
experimentos independentes. As diferencas significativas entre os grupos tratados em
comparacao ao grupo nao tratado esté indicado pelo asteriscos * (P <0,05) . CTL (animais nao
infectados). NT- ndo testado.
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Sabendo que as células-tronco mesenquimais produzem PGE, quando
estimuladas, e que ésta prostaglandina pode ter papel imunorregulador através de
inibicdo da sinalizacdo do receptor de células T e seu papel importante na resolucéo
de inflamagao (Wiemer, Hegde et al., 2011; De Miguel, Fuentes-Julian et al., 2012;
Gao, Chiu et al.,, 2016), nés avaliamos a producdo deste mediador pelas células
pulmonares extraidas de camundongos infectados e transplantados com as CTIPDh.
Os resultados demonstram que todas as cepas foram capazes de induzir a producao
de PGE;. pelas células do pulmao (figura 23). A inoculagdo das CTIPDh nos animais
infectados com as cepas H37Rv e M299 levou ao aumento da producéo de PGE;
pelas células do pulmao. Entretanto, nos animais infectados com a cepa MP287 foi
observada uma forte queda na producéo deste mediador. Os tratamentos utilizando
a rifampicina ndo alteraram a producdo de PGE,. Nao foi observada diferenca na
producdo de PGE;, pelas células dos camundongos infectados e destes que foram
tratados na fase crénica da infeccdo. Estes resultados sugerem que o efeito das
CTIPDh no nivel de producdo de PGE,; no local de inflamacédo foi temporario,
provavelmente associado com a presenca das células CTIPDh transplantadas, cuja
permanéncia no pulméao nao foi observada no dia 120 apds da infecgéo (figura 23)
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Figura 23: Producdo de PGE, pelas células dos pulmdes dos camundongos C57BL/6
infectados com as cepas de micobatérias e tratados com CTIPDh. Camundongos C57BL/6 foram
infectados intratraquealmente com 100 bacilos das cepas H37Rv, M299 e MP28., Nos dias 14 e 21
apods a infeccdo, os animais infectados receberam intraperitoniamente 2x10° CTIPDh e/ou receberam
rifampicina (inoculagdo intraperitoneal diaria. do dia 14 ao dia 27). No dia 28 e dia 120 apds a
infecgdo, os animais foram eutanasiados. As células dos pulmdes foram extraidas e cultivadas ex vivo
por 48 horas, a dosagem da prostaglandina PGE2 nos sobrenadantes das culturas foi feita por Kit de
Elisa Caliman, usando o protocolo do fabricante. Os dados foram obtidos de dois experimentos
independentes. As diferencas significativas entre grupos tratados em comparacdo ao grupo nhéao
tratado esté indicado pelo asteriscos * (P <0,05). CTL (animais néo infectados). RIF (rifampicina).
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6. Discussao

Neste trabalho foi investigado o papel das células-tronco mesenquimais (CTM)
intrinsecas (do proprio camundongo) e extrinsecas (foram utilizadas células
xenogénicas) na patogenia da TB provocada por cepas de diferentes graus de
viruléncia em modelo de camundongos C57BL/6.

Nos experimentos preliminares foi estabelecido um modelo de TB pulmonar
severo, que reproduz no pulmao a patologia necrética, associada a exacerbada
inflamag@o promovida pelo recrutamento e acumulo no foco da infec¢cdo dos
neutréfilos (manuscrito submetido a publicacdo, Anexo Il). Essa patologia foi
induzida nos camundongos através de infecgdo intratraqueal pelas cepas
hipervirulentas (isolados clinicos de M. tuberculosis Beijing, cepa M299, e de M.
bovis, cepa MP287), cuja viruléncia foi estabelecida no nosso laboratério
anteriormente (Amaral, Ribeiro et al., 2014; Ribeiro, Gomes et al., 2014). Além disso,
nés utilizamos o modelo convencional de infecgcdo dos camundongos C57BL/6 pela
cepa M. tuberculosis de referéncia de viruléncia (cepa H37Rv), que induz no pulméo
uma doenca moderada, caracterizada pela formacédo de granulomas nos pulmdes
(lesdes solidas).

Para investigar o acumulo das CTMs intrinsecas nos locais da infecgéo
caracterizadas pelos diferentes tipos de patologia, realizamos testes de
imunohistoquimica para imunolocalizacdo das CTMs no pulmdo e baco dos
camundongos infectados pelas diferentes cepas de micobactéria. Os resultados
obtidos demonstram que células positivas para os marcadores mesenquimais (Sca-
1, CD90, CD271 e vimentina) se acumularam ao redor dos infiltrados
granulomatosos, como previamente foi demonstrado por Raghuvanshi
(Raghuvanshi, Sharma et al., 2010). Foi observado o maior acumulo de células nos
orgaos dos animais infectados com a cepa de maior viruléncia (cepa M299), o que
pode ser devido ao processo de hiperinflamag¢do e maior nivel de lesdo tecidual
causado por essa cepa em comparacdo com lesdes induzidas pela cepa H37Rv, de
menor viruléncia. As CTMs apresentam quimiotaxia para os sitio de inflamacao e
injuria tecidual semelhantes as células do sistema imunolégico. Varios mediadores,
como TNF-a, MCP-1, IL-18 e DNA extracelular, s&o conhecidos agentes
guimiotaticos para as células-tronco mesenquimais (Spaeth, Klopp et al., 2008;
Yarygin, Lupatov et al., 2016).
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Nossos resultados demonstram que as células extraidas dos pulmdes dos
animais infectados com as cepas hipervirulentas M299 e MP287, diferentemente das
células dos animais infectados com a cepa H37Rv, apresentam maior producédo de
TNF-a, IL-13 e varias quimiocinas. Além disso, a patologia pulmonar causada pelas
cepas hipervirulentas estdo associada a morte necrotica celular e necrose tecidual,
gue contribuem com a liberacdo da grande quantidade de DNA para 0 meio
extracelular, ativando a cascata de sinalizacdo mediada pelos receptores P2X7 nos
macréfagos capazes de ligar ao ATP extracelular e promover a ativacdo de
inflamassoma (Amaral, Ribeiro et al., 2014; Ribeiro, Gomes et al., 2014). Altos niveis
dos mediadores pro-inflamatorios produzidos nos pulmdes durante a infeccdo pelas
cepas hipervirulentas justificam o maior recrutamento e acumulo nas lesbes das
CTMs intrinsecas. O mesmo foi observado nos experimentos com inoculacdo das
CTM extrinsecas, quando as células tronco imaturas da polpa de dente humana, as
CTIPDh, foram injetadas intraperitonealmente nos camundongos infectados e sua
forte enxertia foi observada apos 14 dias do inicio da sua inoculacdo (dia 28 do
experimento) nos pulmdes dos animais infectados com as cepas hipervirulentas
(M299 e MP287) quando comparado com os infectados com a cepa H37Rv .

E importante ressaltar, que a permanéncia do enxerto das CTIPDh no local da
les&o foi transitoria; 100 dias apés a ultima inoculacéo (dia 120 do experimento), as
CTIPDh nao foram detectadas nos pulmdes dos animais infectados. Varios fatores
podem contribuir para a eliminagdo dessas células no organismo do receptor. Isto
pode ser devido ao fato de diferenciacéo destas células que esta associada a perda
das suas caracteristicas de imunoprivilegio e/ou imunosuppessao, que acabam por
ser eliminadas por incompatibilidade tecidual (Ankrum, Ong et al., 2014).

O principal objetivo deste trabalho foi avaliagdo do efeito terapéutico de
inoculacéo de CTM (as células CTIPDh) para tratamento da TB. Foram avaliados os
efeitos na patologia pulmonar, carga bacilar no pulmdo e no processo inflamatério,
incluindo o recrutamento e acumulo das diferentes subpopulacdes dos leucocitos
miel6ides no pulm&o e producéo das citocinas pro- e anti-inflamatoérias. O resultado
do tratamento com CTIPDh dos camundongos infectados foi comparado com o0s
resultados do tratamento convencional da TB, utilizando antibidtico contra
micobactéria (rifampicina), ou a combinacédo da CTIPDh e rifampicina. Entretanto, o

foco principal foi avaliacdo dos efeitos da terapia celular, sendo que este método foi
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sugerido para tratamento dos pacientes com tuberculose resistente a mudltiplas
drogas, MDR-TB (Skrahin, Ahmed et al., 2014).

A infiltracdo do pulmao pelos leucdcitos, a formagdo dos granulomas, a morte
celular necrética e a necrose intragranulmatosa sdo as marcas principais da
patologia pulmonar provocada pela infeccdo micobactériana. Em nossos
experimentos, a injecdo de CTIPDh no 14° e 21° dia apos a infeccdo reduziu a
infiltracdo das células mieldides nos pulmdes dos animais infectados e preveniu a
formacdo das lesdes necréticas causada pelas cepas de micobactéria mais
virulentas (cepas M299 e MP287). O efeito foi mediado pela forte queda na
infiltracdo neutrofilica, além da reducédo no recrutamento dos mondocitos/macrofagos
inflamatorios e células dendriticas.

Uma massiva infiltracdo no pulméo por neutréfilos e posterior morte dessas
células leva a liberacdo de uma variedade de substancias citotéxicas armazenadas
em granulos de neutréfilos que podem causar a morte de células do epitélio
respiratorio e a degradacdo de membranas basais alveolares, resultando em
necrose do tecido pulmonar (Grommes e Soehnlein, 2011). O papel patogénico dos
neutrofilos na TB foi bem demonstrada (Lowe, Redford et al.,, 2012; Dorhoi,
lannaccone et al., 2014). A inibicdo do influxo de neutrdfilos para os pulmdes pode
ser associada a reduzida producao das quimiocinas responsaveis pelo recrutamento
dessas células (KC e MIP- 2) que foi observada nos animais que receberam as
CTIPDh. A producdo das outras citocinas pro-inflamatorias, produzidas
principalmente por macrofagos (TNF-a, IL-1B8 e IL-6), também foi reduzida nos
animais tratados com as CTIPDh. A reducdo pode ser associada quanto a
diminuicdo do numero de macrofagos inflamatérios recrutados ao pulmdo, com a
supressdo da sua atividade. Foi demonstrado que o co-cultivo de macréfagos com
CTMs causa a mudanca de um perfil inflamatério (M1) para um perfil anti-
inflamatério (M2) dos macréfagos com reducdo na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e aumentou da secre¢ao da citocina imunosupressora IL-10 (Cho, Kim
et al., 2014). Entretanto, nos nossos experimentos ndo foi observado aumento na
producdo da IL-10 nos animais tratados com as CTIPDh, sugerindo que outros
mecanismos podem contribuir para efeitos anti-inflamatérios dessas células.

Nossos dados demonstram que o tratamento com as CTIPDh nédo alterou a
producdo das linfocinas IFN-y e IL-17 pelas células presentes no pulmdo. Nos

estudos anteriores foi demonstrado que o controle de neutréfilos no pulméo durante
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a TB pode ser associado aos efeitos contra-reguladores de IFN-y, que sao capazes
de limitar o recrutamento de neutréfilos e sua viabilidade no pulmé&o (Nandi e Behar,
2011).

O IFN-y € uma citocina que regula negativamente a resposta de IL-17 nas
infeccdes micobactérianas agindo diretamente na diferenciacdo dos linfécitos Th17
ou indiretamente, através da producdo de Indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) por
células ndo hematopoiéticas (Cruz, Khader et al., 2006) e CTMs, ativando as
propriedades imunomoduladoras destas células (Laan, Cui et al., 1999; Miyamoto,
Prause et al., 2003). As CTMs ativadas por IFN-y secretam prostaglandina PGE2
(Yagi, Soto-Gutierrez et al., 2010). Altas concentrac6es de IDO e PGE2 regulam
negativamente a atividade de células TH17 e apresentam efeitos imunomodulatérios
na inflamagédo. As instilagbes intranasais de PGE2 ou aumento da producédo
enddgena deste mediador pela inibicdo farmacoldgica da 5-lipooxigenase reduziram
0 numeros de M. tuberculosis no pulméo e patologia necrética nos camundongos
com tuberculose severa e inflamacéo pulmonar exacerbada, aumentando sobrevida
dos animais (Nandi e Behar, 2011). Da mesma forma, o aumento na producéo de
PGE2 que foi observado nos camundongos inoculados com as CTIPDh no nosso
modelo de tuberculose severa, pode contribuir para o controle da inflamacéo e
reducdo da necrose pulmonar.

Consequentemente, a reducéo da necrose pulmonar nos animais tratados com
CTIPDh refletiu na diminuicdo de areas de fibrose nos pulmdes na fase crbnica da
infeccdo. As CTIPDh podem ter contribuido diretamente com a inibicdo da formacéo
dos tecido fibroso através da secrecdo de TGF- e de MMPs que degrada e
reorganiza as fibras de coldgeno, como mostrado por Wu e colaboradores em
modelo de camundongos C57BL/6 de fibrose epitelial induzida por bleomicina (Wu,
Huang et al., 2013). Ou simplesmente por inibirem a formagao de necrose pulmonar
impedindo que estas areas sejam substituidas por tecido fibroso formando uma
cicatriz no tecido pulmonar de forma irreversivel, com perda de area respiratoria.

Entre outros efeitos do tratamento com CTIPDh no nosso modelo, foi
observada uma tendéncia a reducédo celular em relacdo aos que nédo receberam. Os
mecanismos deste fendbmeno devem ser estudado melhor. No modelo murino de
pneumonia causada por E. coli, a injecdo de CTMs levou a reducdo da carga
bacteriana nos pulmdes destes animais e reduziu a inflamagdo, aumentando a

sobrevida dos animais (Gupta, Krasnodembskaya et al., 2012). Neste trabalho, os
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autores atribuiram a producéo da lipocalina 2 pelas CTMs como responsavel pela
diminuicdo da carga de E. coli nos pulmdes dos animais (Gupta, Krasnodembskaya
et al., 2012). A producao da lipocalina 2 ou outros produtos bactericidas produzidos
pelas CTIPDh ainda nédo foi investigado. Outro mecanismo que pode contribuir a
reducdo da carga bacteriana foi a reducdo do numero de células fagociticas
(neutrdfilos, mondocitos) permissiveis para a reproducdo de micobactéria que foi
observada nos pulmdes dos animais transplantados com as CTIPDh. Entretanto, a
reducdo de carga micobactériana nos animais tratados com CTIPDh foi pequena, o
gue demonstra a necessidade de combinar o tratamento celular com os farmacos
anti-micobactérianos, como a rifampicina. A combinacdo do tratamento combinado
de CTIPDh com a rifampicina foi mais eficaz na reducdo do crescimento de
micobactériano, tanto quando na reducéo da patologia.

Em conclusdo, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as
CTIPDh sédo capazes de modular a resposta inflamatoria gerada em modelo de
infeccdo de camundongos C57BIl/6 infectados com micobactérias hipervirulentas,
prevenindo a necrose pulmonar na fase aguda da infeccdo e a formacao de tecido

fibroso na fase cronica.
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7. Conclusdes

» H& acumulo de células intrinsecas com marcacdo mesenquimal nas lesdes

dos pulmdes e bacos dos animais infectados;

» As células tronco mesenquimais xenogénicas (CTIPDh) inoculadas nos

camundongos com tuberculose sao capazes de migrar e se inserir nos pulmdoes;

» A permanéncia do transplante de CTIPDh no pulmao é temporaria, sendo que

as células nao foram detectadas no pulméao apos 120 dias de infeccéo.;

» A cepa de viruléncia elevada (M299 e MP287), em comparacdo com a cepa
de viruléncia moderada (H37Rv), causou um maior recrutamento ao pulmao de
células com marcacdo mesenquimal intrinsecas e células CTIPDh, injetadas nos
camundongos, o0 que foi associado com a maior gravidade da patologia pulmonar

induzida por cepa M299;

» O tratamento dos animais com as CTIPDh reduz a patologia pulmonar
induzida pela micobactéria. O efeito foi maior nos animais infectados com as cepas
hipervirulenta (M299 e MP287) que causou nos animais C57BL\6 pneumonia
tuberculosa necrética. O tratamento com CTIPDh foi capaz reduzir area de

pneumonia e prevenir o desenvolvimento da necrose.

» O tratamento com CTIPD n&o reduziu significativamente a carga de
micobactéria no pulmdo o que demonstra a necessidade de combinar o tratamento

celular com farmacos anti-micobactérianos.

» O efeito terapéutico do tratamento celular esta mediado pelo efeito anti-
inflamatoério das CTIPDh, sua capacidade de inibir producdo das citocinas e
qguimiocinas com propriedades pro-inflamatorias e de quimioatracéo dos leucocitos;

» A reducdo da patologia pulmonar foi associada a inibicdo da inflamacéo e

recrutamento dos neutroéfilos no pulméo;



69
Fabricio M. Almeida, 2016.

» A reducdo de necrose na fase aguda de infeccdo diminuiu a formacédo das

areas de fibrose pulmonar na fase cronica.
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