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RESUMO

OLIVEIRA, G. L. V. Avaliacdo da expressdao de genes e proteinas anti- e proé-
apoptoéticos em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e esclerose multipla
submetidos ao transplante autélogo de células-tronco hematopoéticas. 2008. 163f.
Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2008.

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) e a esclerose multipla (EM) sdo doengas auto-
imunes oOrgao-especificas, inflamatérias, mediadas por células T e B auto-reativas e
caracterizadas pela destruicéo seletiva de células B pancreéticas produtoras de insulina e do
sistema nervoso central, respectivamente. Acredita-se que a desregulacdo da expresséo de
genes reguladores da maquinaria apoptética possa contribuir para o desenvolvimento da
auto-imunidade, visto que algumas dessas moléculas participam nos processos de
tolerancia central e periférica de linfécitos auto-reativos. O objetivo deste projeto foi analisar
a expressdo de moléculas reguladoras das vias intrinseca, extrinseca e da Familia de
proteinas inibidoras da apoptose (IAP) em 33 individuos saudaveis, 15 pacientes com DM-1
e 18 com EM submetidos a terapia de imunossupressdo em altas doses seguida do
transplante autélogo de células-tronco hematopoéticas (IAD/TACTH). As células
mononucleares (CMN) foram isoladas do sangue periférico dos controles e de pacientes nos
periodos pré-mobilizacdo (pré-mob), pré-condicionamento (pré-cond), D+180, D+360,
D+540 e D+720 pés-transplante. As CMN foram utilizadas para extracdo de RNA, sintese de
cDNA, quantificacdo da expressao por PCR em tempo real dos genes al, bcl-2, bcl-w, bcl-
X, mcl-1, bad, bak, bax, bid, bik, bim, bok, noxa, fas, fasL, c-FLIP_, clAP-1 e clAP-2 e
protéica de Bcl-2, Bcl-x,, Bak, Bim e c-FLIP_. por western-blotting. Os resultados de
expressao génica foram representados por unidades relativas de expressdo em medianas
nas diferentes amostras. Os pacientes com DM-1 apresentaram diminuicdo da expressao
dos genes anti-apoptéticos bcl-2 (mediana: 0,98; p=0,04), bcl-w (0,08; p=0,04), mcl-1 (1254,
p=0,03) e clAP-1 (1,24; p=0,003) nas CMN dos pacientes no periodo pré-mob em relagéo
aos individuos saudaveis (medianas: bcl-2: 7,58; bcl-w: 0,52; mcl-1: 1659; clAP-1: 14,5),
enquanto a expressdo de clAP-2 (60,8; p=0,0005) estava aumentada em relacdo aos
controles (23,3). Foi observada reducdo significativa na expressdo dos genes pro-
apoptoticos bad (0,002; p<0,0001), bax (0,01; p=0,002) e fasL (1,66; p=0,001) no periodo
pré-mob comparada aos controles sadios (bad: 0,23; bax: 2,79; fasL: 3,56). Os niveis de
RNAm de bid (0,10; p=0,001) e bok (0,72; p=0,006) estavam elevados no pré-mob em
relagdo ao grupo controle (bid: 0,004; bok: 0,31). As moléculas bcl-2, bcl-w, bcl-x., mcl-1,
bad, bax, bok, fasL e clAP-1 atingiram niveis de RNAm similares aos controles apés o
TACTH. Foi verificado que a expresséo de bcl-w, clAP-1 e noxa estava maior nos pacientes
com DM-1 em remissdo quando comparados aqueles em recaida. A diminuicdo da
expressdo de al, bcl-2 e bcl-w e o aumento de fas e noxa correlacionaram-se as
porcentagens de hemoglobina glicosilada, concentracdo de auto-anticorpos GADGE5, e aos
niveis séricos de peptideo-C ap6s o transplante. Os pacientes com EM mostraram uma
expressao reduzida dos genes anti-apoptoticos bcl-w (0,11; p=0,02) e clAP-1 (1,87; p=0,04)
no pré-mob comparada aos valores dos controles (bcl-w: 0,27; clAP-1: 7,75) e maior
expressao dos genes al (90,8; p=0,001) e clAP-2 (58,8; p=0,009) em relacdo aos controles
(al: 12,7; clAP-2: 22,3). As moléculas pré-apoptéticas bad (0,007; p=0,01) e bax (0,0007;
p=0,004) mostraram menor expressdo nas CMN no periodo pré-mob do que nos controles
(bad: 0,27; bax: 1,24). Os genes bid (20,7; p=0,004), bik (0,84; p=0,02) e bok (1,77;
p=0,0001) possuiam maior expressdo no periodo pré-mob em relacdo aos individuos sadios
(bid: 2,64; bik: 0,33; bok: 0,26). Nao foram observadas diferencas significativas na
expressao das moléculas da via extrinseca da apoptose nos pacientes com EM (p>0,05) nos
periodos avaliados. Os valores de expressao de bcl-w, bak, bax, bik, bok e clAP-1 atingiram
niveis semelhantes aos controles apos o transplante. A expressédo dos genes bcl-2, clAP-1,



bad e bax estava maior nos pacientes em remissdo da EM quando comparados aqueles em
progressao neuroldgica. O aumento da expressdo dos genes pro-apoptéticos bax, bak e
bimg,_ correlacionou-se inversamente aos valores de EDSS dos pacientes com EM apdés o
TACTH. Os resultados de expressao protéica foram equivalentes aos de expressédo génica
nas duas doengas, com excecdo dos dados das proteinas Bcl-2 e Bim. Em conjunto, os
resultados demonstraram a desregulacdo da expressdo de varias moléculas anti- e pro-
apoptéticas nas CMN dos pacientes com DM-1 e EM. Esses achados sugerem a associagao
de altera¢gBes nos processos de apoptose celular com o surgimento e persisténcia de células
auto-reativas no DM-1 e EM. Os dados indicam que essas alteracdes, principalmente a
diminuicdo da expressédo de moléculas pré-apoptéticas, como bak e bax, possam contribuir
para a patogénese do DM-1 e EM. Além disso, a terapia de IAD/TACTH foi capaz de
modular a expressdo da maioria dos genes anormalmente expressos nas CMN dos
pacientes com DM-1 e EM, ja que esses atingiram niveis de expressao similares ao grupo
controle apos o transplante. Esta normalizacdo da expressédo de varios genes analisados
correlacionou-se com a remissao clinica da doenca na maioria dos pacientes

Palavras-chave: Doencas auto-imunes, diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla,
apoptose, Familia Bcl-2, receptores de morte, Familia das IAP, transplante autdlogo de
células-tronco hematopoéticas.



ABSTRACT

OLIVEIRA, G. L. V. Evaluation of anti and proapoptotic gene and protein expression in
type 1 diabetes mellitus and multiple sclerosis patients submitted to autologous
hematopoietic stem cell transplantation. 2008. 163f. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2008.

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) and multiple sclerosis (MS) are inflammatory, organ-specific
autoimmune diseases characterized by selective destruction of insulin-producing pancreatic
B-cells and central nervous system, respectively, by autoreactive B and T cells. Deregulation
of apoptotic machinery is supposed to contribute to self-tolerance breakdown and
pathogenesis of autoimmune diseases, once apoptotic molecules have an important role in
the central and peripheral tolerance mechanisms. The aim of this study was to evaluate the
expression of the intrinsic and extrinsic apoptotic pathways molecules and the expression of
the IAP Family molecules in 33 healthy controls, 15 T1DM and 18 MS patients submitted to
high-dose immunossupression therapy followed by autologous hematopoietic stem cell
transplantation (HDI/AHSCT). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from controls and patients at pre-mobilization (pre-mob), pre-conditioning, D+180, D+360,
D+540 and D+720 post-transplantation. Isolated PBMC were used for RNA extraction, cDNA
synthesis, relative expression quantification by Real Time RT-PCR of the al, bcl-2, bcl-w,
bcl-x,, bad, bak, bax, bid, bik, bimg_, bok, noxa, fas, fasL, c-FLIP,, clAP-1 and clAP-2 genes,
and quantification of Bcl-2, Bcl-x,, Bak, Bimg. and c-FLIP_ proteins by western-blotting.
Results are expressed as relative expression units as median in different analyzed samples.
Results from T1DM patients indicated that antiapoptotic molecules bcl-2 (median: 0,98;
p=0,04), bcl-w (0,08; p=0,04), mcl-1 (1254; p=0,03) and clAP-1 (1,24; p=0,003) were
downregulated at pre-mob compared with healthy controls (medians bcl-2: 7,58; bcl-w: 0,52;
mcl-1: 1659; clAP-1: 14,5), while clAP-2 (60,8; p=0,0005) gene expression was upregulated
compared to healthy controls (23,3). We observed a significant decrease expression of
proapoptotic bad (0,002; p<0,0001), bax (0,01; p=0,002) and fasL (1,66; p=0,001) genes in
patients’ PBMC at pre-mob period compared to healthy controls (bad: 0,23; bax: 2,79; fasL:
3,56). mRNA levels of bid (0.10; p=0.001) and bok (0.72; p=0.006) were elevated at pre-mob
period when compared to control group (bid: 0.004; bok: 0.31). bcl-2, bcl-w, bcl-x., mcl-1,
bad, bak, bax, bok, fasL and clAP-1 mRNA levels reached controls levels after HDI/AHSCT.
We observed that bcl-w, clAP-1 and noxa gene expression were increased in T1DM patients
in remission when compared to relapsed patients. The decreased antiapoptotic gene
expression and increased in proapoptotic molecules correlated with decreased glicosilated
hemoglobin percentages (Hb A;c) and anti-GAD65 antibodies and increased peptide-C
levels. Results from MS patients showed decreased bcl-w (0,11; p=0,02) and clAP-1 gene
expression (1,87; p=0,04) in patients’ PBMC at pre-mob period compared to healthy controls
(bcl-w: 0,27; clAP-1: 7,75) and increased expression of al (90,8; p=0,001) and clAP-2 (58,8;
p=0,009) compared to controls (al: 12,7; clAP-2: 22,3). Proapoptotic molecules bad (0.007;
p=0.01) and bax (0.0007; p=0.004) showed decreased gene expression at pre-mob
compared to control group (bad: 0.27; bax: 1.24). bid (20.7; p=0.004), bik (0.84; p=0.01) and
bok genes (1.77; p=0.0001) showed increased expression at pre-mob compared to healthy
controls (bid: 2.64; bik: 0.33; bok: 0.26). Significant differences were not observed in the
expression of the extrinsic pathway genes in pre-mob and healthy controls samples (p>0.05).
bcl-w, bak, bax, bik, bok and clAP-1 expression values reached healthy control values after
transplantation. We observed that bcl-2, clAP-1, bad and bax gene expression was
increased in MS patients in disease remission when compared to patients with neurologic
progression. Significant correlation of increased proapoptotic genes expression with
decreased EDSS values in MS patients after HDI/AHSCT was observed. Results of protein
quantification of apoptotic molecules in PBMC of T1DM and MS patients were similar to the



gene expression results of these molecules, except for Bcl-2 and Bim proteins, which could
have been targeted by post-transcriptional and post-translational changes. Taken together,
these data indicate a deregulated expression of anti- and proapoptotic genes in TL.DM and
MS patients at pre-mob compared to healthy controls, suggesting an association of
deregulated apoptosis with emergence and maintenance of autoreactive lymphocytes in
these analyzed patients. Based on these results, we suggest that this altered gene
expression profile, principally the decrease in the expression of proapoptotic genes, may
contribute to T1IDM and MS pathogenesis. Furthermore, we showed that the HDI/AHSCT
therapy was able to modulate and normalize the expression of most genes abnormally
expressed in T1IDM and MS patients at pre-transplant period. Many analyzed genes
achieved expression levels similar to healthy control group. The normalization of the
expression of many evaluated genes significantly correlated to disease remission in the
majority of the patients.

Keywors: Autoimmune diseases, type 1 diabetes mellitus, multiple sclerosis, apoptosis, Bcl-
2 Family members, death receptors, IAP Family, autologous hematopoietic stem cell
transplantation.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCAS AUTO-IMUNES

As doencas auto-imunes (DAI) constituem um grupo complexo e heterogéneo de
doencas que atingem cerca de 5 a 8% da populacdo mundial (BAECHLER et al., 2006). Estas
doencas sdo caracterizadas por anormalidades nos processos de regulacdo da tolerancia
imunologica a antigenos préprios e resultam da destruigdo tecidual por linfocitos T auto-
reativos e auto-anticorpos (DAVIDSON e DIAMOND, 2001; MARRACK et al., 2001; SELMI, 2007;
MACKAY et al., 2008).

A tolerancia imunolégica pode ser definida como a ndo-responsividade aos auto-
antigenos devido a exposicdo prévia a este antigeno. Individuos normais séo, portanto,
tolerantes aos antigenos proprios devido aos processos de tolerancia central e periférica
atuantes no sistema imune (OHASHI, 2003; RIOUX e ABBAS, 2005). A tolerancia central é
induzida em linfécitos imaturos pelo reconhecimento dos auto-antigenos nos 6rgaos
linféides priméarios e a periférica é gerada pela inativacdo de resposta dos linfécitos ja
maduros circulantes na periferia (KAMRADT e MITCHISON, 2001; GOODNOW et al., 2005)

As células B diferenciam-se na medula 6ssea e os mecanismos de tolerancia
central para estas células compreendem a delecdo clonal de células B auto-reativas e
edicdo de receptores, mecanismo que altera a especificidade do receptor da célula B
quando um auto-antigeno é reconhecido (KAMRADT e MITCHISON, 2001; RIOUX e ABBAS,
2005). Os linfcitos T sofrem maturagdo no timo por meio da selecdo negativa, que promove
a apoptose em células que reconhecem antigenos com alta avidez no timo (GOODNOW et
al., 2005; KRONENBERG e RUDENSKY, 2005).

No entanto, alguns linfocitos auto-reativos maduros escapam da tolerancia central e
caem na circulacdo, onde serdo controlados pelos mecanismos de tolerancia periférica. Na
periferia, os linfécitos auto-reativos podem ser silenciados pela inativagdo funcional ou
anergia, delecdo por apoptose induzida por ativacdo (AICD- activation-induced cell death),
inibicdo da resposta dos linfoécitos T por moléculas co-estimulatorias como a CTLA-4 e
supressdo da resposta imune pelas células T regulatérias (Tregs) (KAMRADT e MITCHISON,
2001; BURT et al., 2002; BONNOTTE, 2004; GOODNOW et al., 2005; SAKAGUCHI, 2005).

As causas da quebra da tolerdncia imunolégica aos auto-antigenos sé&o
desconhecidas, mas acretita-se que envolvam, dentre outras, alteracbes na expressao de
genes da via intrinseca da maquinaria apoptética, visto que esses estdo envolvidos nos
processos de delecdo de células durante a tolerancia central. Além disso, defeitos no
processo de AICD, que estd relacionado aos processos de delecdo celular durante a

toler&ncia periférica e que envolve a expressdo de genes da via extrinseca da apoptose



celular podem também participar desse processo (KUHTREIBER et al., 2003; TODARO et al.,
2004; GRONSKI e WEINEM, 2006; SOHN et al., 2007).

As DAI podem ser classificadas em 6rgdo-especificas ou sistémicas e acometem
principalmente as mulheres (BROADLEY et al., 2000; GLEICHER e BARAH, 2007; ZANDMAN-
GODDARD et al., 2007). As doencas 6rgao-especificas sao caracterizadas por lesdes imuno-
mediadas em um 0rgéo ou tecido especifico. Exemplos destes séo as células 3 pancreaticas
em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e as células produtoras de mielina e revestidas
por esta no sistema nervoso central em pacientes com esclerose multipla. Em DAI
sistémicas observam-se reac¢des imunes contra diversos 0rgaos e tecidos, o que promove 0
aparecimento de lesdes generalizadas e formacdo de imuno-complexos, como no lupus
eritematoso sistémico e artrite reumatéide (MAAS et al., 2002; BONNOTTE, 2004).

A maioria das DAI sdo multigénicas e varias delas estdo associadas a um ou mais
alelos de HLA de classe | ou Il especificos. Dentre estes alelos, alguns podem conferir
suscetibilidade, enquanto outros protecdo a doenca. Além da importancia dos fatores
genéticos, as baixas taxas de concordancia entre gémeos idénticos sugerem uma
contribuicdo fundamental de fatores ambientais e eventos estocasticos para o
desenvolvimento da auto-imunidade (ERMANN e FATHMAN, 2001; MARRACK et al., 2001).

O tratamento das DAI é convencionalmente realizado por meio de drogas
imunossupressoras, cujo objetivo principal é bloguear e/ou inibir inespecificamente a
ativacdo dos linfécitos B e T, incluindo os linfécitos auto-reativos. Nos ultimos anos, uma
alternativa terapéutica inovadora e promissora € a inducdo de tolerancia pela
imunossupressao em altas doses seguida pelo transplante autdlogo de células-tronco
hematopoéticas (BURT et al., 2002; FARIAS, 2006; VOLTARELLI et al., 2007; BURT et al., 2008).

O presente projeto estudard dentre as DAI, o diabetes mellitus tipo 1 e a esclerose

multipla e, portanto somente essas duas serdo detalhadas nessa introducao.

1.2. DIABETES MELLITUS TIPO 1

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) € uma DAI caracterizada pela destruicdo seletiva
das células B pancreaticas, produtoras de insulina, das ilhotas de Langerhans no pancreas
(NARENDRAN et al., 2005; KNIP e SILJANDER, 2008). A doenca apresenta duas fases distintas:
a insulite, ocasionada pela infiltracdo das ilhotas pancreaticas por linfocitos T auto-reativos e
auto-anticorpos, e o diabetes propriamente dito, fase na qual 80-90% das células
pancreaticas foram destruidas e ja ndo produzem insulina suficiente para regular os niveis
de glicose no sangue, resultando na hiperglicemia e posteriormente em complicacbes
vasculares graves (GILLESPIE, 2006; EISENBARTH, 2007; KNIP e SILJANDER, 2008).



A taxa de incidéncia do DM-1 varia de 0,3-0,4% da populacdo mundial de acordo
com a &rea geogréfica e com 0s grupos étnicos estudados, sugerindo diferengas na
suscetibilidade genética, bem como o papel de fatores ambientais. Atinge principalmente
criancas, adolescentes e adultos jovens de origem caucasiana, com pico de incidéncia entre
cinco e 15 anos de idade, embora possa aparecer em individuos em qualquer faixa etéria
(VOLTARELLI, 2004; GILLESPIE, 2006).

O DM-1 apresenta padrdo de heranca multigénico e é influenciado por fatores
genéticos e ambientais. Em relagdo aos fatores genéticos, varios alelos na regido do HLA de
classe Il estdo envolvidos na predisposicdo ao DM-1, alguns deles associados a
suscetibilidade e a protecdo ou resisténcia a doenca. Dentre os individuos caucasianos com
DM-1, 90-95% apresentam positividade para os alelos HLA-DR3 e HLA-DR4. Por outro lado,
individuos com HLA-DQB1 0602 raramente desenvolvem o diabetes tipo 1 (NARENDRAN et
al., 2005; GILLESPIE, 2006; EISENBARTH, 2007).

Embora a predisposicdo genética seja necesséaria, ndo é suficiente para o
desenvolvimento clinico da doencga. A discordancia entre gémeos idénticos reflete na
geracao de diferentes repertérios de células imunes por meio dos rearranjos randémicos dos
genes que codificam os receptores das células B e T, indicando a relevancia dos fatores
ndo-genéticos ou ambientais no desenvolvimento do DM-1 (NARENDRAN et al., 2005). Os
fatores ambientais podem acelerar ou retardar a manifestacdo da doenca e incluem
infecc¢des virais tais como a rubéola, enteroviroses, rotavirus e citomegalovirus. Pelo menos
40% das criancas cujas maes adquiriram a rubéola durante a gestacdo possuem anticorpos
contra as células B pancreéticas, e aproximadamente metade dessas criangas desenvolvem
o DM-1 (FARIAS, 2006; GILLESPIE, 2006).

Diversos mecanismos podem contribuir para a destruicdo das células
pancreaticas, dentre eles estdo: reacdes imunes mediadas por células T CD4" de padréo
Tul, acdo de linfécitos T citotdxicos, auto-anticorpos e também reac6es mediadas pela
producdo local de IL-1 e TNF-a. Estas citocinas produzidas pelos macrofagos, que estao
presentes na reacdo inflamatdria gerada no pancreas, inibem a secrecdo de insulina,
potencializando a hiperglicemia gerada pela destruicdo das células B pancreaticas (COOKE
et al, 2001; NARENDRAN et al., 2005).

Nos pacientes com DM-1, as respostas dos linfocitos T e dos auto-anticorpos sao
direcionadas a antigenos préprios presentes nas células f pancreéticas nas ilhotas. Estes
auto-antigenos incluem peptideos derivados da insulina, isoforma de 65 kDa do &cido
glutdmico descarboxilase (GAD65), proteina tirosina fosfatase (1A-2) e proteina hsp60 (Heat
shock protein 60) (MATHIS et al., 2001; KIM et al., 2004; ZANIN-ZHOROQV et al, 2006).



Os individuos portadores de DM-1 possuem numero reduzido de células Tregs
circulantes (CHEN et al, 2005). Estas células possuem a capacidade de suprimir a acédo de
células T efetoras, e, portanto, o fato dos pacientes com DM-1 apresentarem uma contagem
menor de Tregs indica que qualquer desregulacdo da fungcdo destas células ir& contribuir
para a patogénese do DM-1 (LINDLEY, et al. 2005).

Novas abordagens terapéuticas, com o intuito de corrigir o distdrbio imunolégico do
paciente com DM-1 incluem: transplante de pancreas ou de ilhotas pancreaticas, indugéo de
toler&ncia com insulina oral, com fragmentos de insulina associados ou ndo a moléculas de
HLA, anticorpo monoclonal humanizado anti-CD3, que tem efeito imunossupressor e gera
populacdes de células com propriedades imuno-regulatorias e administragdo de peptideos
derivados da proteina Hsp60, que visam aumentar a capacidade das Tregs de inibir a
secrecdo de IFN-y e TNF-a (MASTELLER e BLUESTONE, 2002; VOLTARELLI, 2004;
NARENDRAN et al., 2005; THOMAS et al., 2005; GILLESPIE, 2006; ZANIN-ZHOROV et al., 2006;
PRUD’HOMME et al., 2007).

O transplante de medula éssea alogénico, tanto em camundongos NOD (Non-
obese diabetic mice), como em pacientes com diabetes, mostrou-se capaz de curar ou de
transmitir a doenca, dependendo do estado do doador, se sadio ou diabético,
respectivamente (DOMENICK e ILDSTAD, 2001). Por outro lado, a terapia de
imunossupressdo em altas doses, associada a infusdo de células-tronco hematopoéticas
autélogas, tém o potencial de impedir a destruicdo total das células [ pancreaticas
produtoras de insulina e induzir remissfes clinicas significativas e prolongadas nos
pacientes (VOLTARELLI, 2004; VOLTARELLI et al., 2007; COURI e VOLTARELLI, 2008).

1.3. ESCLEROSE MULTIPLA

A esclerose multipla (EM) é uma DAI cronica e inflamatéria mediada por células B e
T auto-reativas (ACHIRON et al., 2004; HONG et al., 2004; TRAPP e NAVE, 2008). As lestes
inflamatorias presentes nessa doenga estdo associadas a formacao de placas escleréticas e
destruicdo da bainha de mielina dos neurdnios no sistema nervoso central. Os sintomas séo
diversos, incluindo fraqueza motora, visdo reduzida e falta de coordenagdo motora, podendo
causar invalidez e por sua vez um grande impacto sécio-econdémico (BOMPREZZI et al., 2003;
LUTTON et al., 2004).

A prevaléncia da EM é variavel, e estima-se que aproximadamente uma em 1.000
pessoas de origem norte européia tenha probabilidade de desenvolver a doenca. As
mulheres sao significativamente mais suscetiveis que os homens, na proporcdo de 2:1. A
EM atinge preferencialmente adultos jovens com menos de 40 anos, sendo o pico de
incidéncia aos 25 anos (BOMPREZZI et al., 2003; LUTTON et al., 2004).



Evidéncias para a forte contribuicdo genética no desenvolvimento da EM advém de
estudos em familias com gémeos, os quais relataram que o risco de desenvolver a doenca
aumenta com o grau de compartihamento da informacdo genética. Algumas das
associacdes genéticas mais fortes com a EM séo dos alelos HLA de classe Il, em particular
HLA-DR15Dw2 e DQw6 (LAAKSONEN et al., 2002, LUTTON et al., 2004). Recentemente, o
estudo de Hafler e colaboradores (2007) identificou que certos alelos dos genes que
codificam a cadeia o das interleucinas 2 e 7 (IL-2 e IL-7) podem estar associados ao
desenvolvimento da EM.

Outros fatores que aumentam a susceptibilidade & EM sdo os ambientais, tais como
infecgBes virais, mais especificamente pelo virus Epstein-Barr (EBV), que mostrou ter
grande influéncia no desenvolvimento da doenca, uma vez que estudos demonstraram que
99% dos pacientes com EM sdo soropositivos para o EBV (ASCHERIO e MUNCH, 2000;
PENDER e GREER, 2007).

As lesbes encontradas na EM no sistema nervoso central séo mediadas por células
do sistema imune, ja que foi observado que os infiltrados inflamatérios sao constituidos de
células B e T, macréfagos e micréglia ativada. Recentemente, foram descobertas estruturas
similares aos foliculos linféides de células B com centros germinais nas meninges de
pacientes com EM secundaria progressiva. Estes foliculos ectopicos contém células B em
proliferacdo, plasmacitos, células T e células dendriticas. Portanto, estes centros germinais
presentes nas meninges, possivelmente séo sitios de producao, ativacéo e proliferacdo de
células B e T reativas a auto-antigenos do sistema nervoso central (SERAFINI et al., 2004;
PENDER e GREER, 2007).

Ha relatos também de que as células T CD4" Tyl secretoras de IFN-y sejam
importantes na patogénese da EM. Essas células estdo presentes no sangue e no liquor dos
pacientes com EM, enquanto que os macréfagos ativados estdo nas placas escleroticas.
Esses macréfagos liberam proteases e citocinas, causando a desmielinizacdo direta
(LUTTON et al., 2004).

Apesar de todas essas observacdes, tém surgido trabalhos indicando o papel das
células T CD4" Ty17 em patologias auto-imunes (KIKLY, et al., 2006; BETTELLI et al, 2007).
Varias condicBes auto-imunes, previamente assumidas como desordens mediadas por
linfécitos T de padrdao Tyl, agora parecem envolver células de padrdo Tyl7. Estudos
mostram que células Tyl7 murinas participam da patogénese da EAE (experimental
autoimmune encephalomyelitis) (KIKLY et al, 2006; COOKE, 2006; BETTELLI et al, 2007).

Algumas abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento da EM, com o intuito de
prevenir a destruicdo da proteina basica da mielina, promover a remielinizacdo e restaurar a
toler&ncia imunoldgica sao: tratamento com corticosteréides, que inibem a resposta imune

de padrdo Tyl e diminui a migracdo de células T através da barreira hemato-encefalica;



terapias baseadas no uso do IFN-B que tem propriedades imunomodulatérias, reduzindo o
acesso das células T ao sistema nervoso central, 0 que diminui a apresentacdo dos auto-
antigenos a célula T e aumenta a expressao de citocinas anti-inflamatorias como TGF- e
IL-10; terapia com GA (glatiramer acetate); blogueio da migracdo linfocitaria pela
administracdo de anticorpo monoclonal anti-VLA-4, que diminui as recaidas em 50%; reparo
da mielina pelo transplante de células mielinizantes exdgenas e transplante de células-
tronco ou precursores neuronais multipotentes, que migram para o0s sitios de
desmielinizagédo e diferenciam-se em neurénios, astrocitos e oligodendrocitos, promovendo
a regeneragdo (HOHLFELD e WEKERLE, 2004; VIRLEY, 2005).

O tratamento utilizado nos ultimos anos envolve a utilizagdo de imunossupressores
e imunomoduladores (IFN-B). Uma nova estratégia terapéutica estd sendo utilizada em
alguns centros de referéncia em medicina que é a imunossupressao em altas doses seguida
pelo transplante autélogo de células-tronco hematopoéticas (TACTH), que tem mostrado
resultados positivos no tratamento da EM grave e refrataria aos tratamentos convencionais.
O intuito do TACTH é eliminar células auto-reativas pela imunoablacdo e reconstituir o
sistema imune pela infusdo de células-tronco hematopoéticas, restabelecendo a toleréncia
imunolégica (BURT et al.,, 2002; LUTTON et al.,, 2004; SUN et al.,, 2004; BURT et al., 2005;
MURARQO et al., 2005; VIRLEY, 2005, BURT et al., 2008).

1.4. APOPTOSE E DOENGCAS AUTO-IMUNES

A apoptose é um processo fisioldgico de morte celular programada essencial para o
desenvolvimento e manutencdo da homeostasia do sistema imune. E um processo vital e
importante durante o desenvolvimento normal de células do sistema imune e participa
ativamente dos processos de tolerdncia central e periférica (SIEGEL e FLEISHER, 1999;
OPFERMAN e KORSMEYER, 2003). Alteracdes na funcdo ou expressdao de moléculas da
maquinaria apoptética podem resultar em condi¢gdes patoldgicas que tém sido associadas
ao desenvolvimento da autoimunidade, cancer, imunodeficiéncias e doencas
neurodegenerativas (SOLARY et al., 1996; AFFORD e RANDHAWA, 2000; KAWAKAMI e EGUCHI,
2002; RIOUX e ABBAS, 2005; OPFERMAN, 2008).

Especificamente nas DAI, as alteracbes nos mecanismos de apoptose podem
contribuir para o seu desencadeamento e perpetuacdo. E provavel que alteracbes na
expressao de genes da maquinaria apoptética durante os mecanismos de selecdo negativa
de linfécitos auto-reativos possam estar envolvidas no desenvolvimento de DAI. Além disso,
alteracdo dos processos apoptéticos podem potencializar os mecanismos de auto-
destruicdo celular na fase efetora da doenca, resultando em danos aos tecidos-alvo (VAUX e
FLAVELL, 2000; OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; RIOUX e ABBAS, 2005).



A apoptose pode ser iniciada pelas vias intrinseca ou mitocondrial e extrinseca ou
via receptores de morte. Quando esses processos sdo desencadeados um conjunto de
proteases, as caspases, sdo ativadas para executar o programa final de morte celular
programada, clivando substratos especificos, normalmente envolvidos na estrutura e
integridade celulares (BROKER et al., 2005; GUSTAFSSON e GOTTLIEB, 2007, OPFERMAN,
2008).

A via intrinseca (mitocondrial) € desencadeada pela acéo de diferentes sinais de
estresse intracelular, tais como irradiagdo, agentes quimioterapicos, virus, bactérias e
auséncia de fatores de crescimento, 0s quais convergem para a mitocondria. A ativagédo
desta via depende da liberacdo de certos fatores mitocondriais para o citosol, tais como o
citocromo ¢ e Smac/DIABLO, que juntamente com a molécula APAF-1 (apoptotic-protease-
activating factor 1) e pro-caspase-9 formam o apoptossomo, que desencadeia a cascata de
ativacdo das caspases efetoras 3, 6 e 7, que conduzem por sua vez, aoS Processos
terminais de apoptose (LI et al., 1997; EARNSHAW et al., 1999; OPFERMAN, 2008). A liberacao
de Smac/DIABLO pela mitocbndria auxilia ha supressao de inibidores das caspases, como
as IAP ou proteinas inibidoras da apoptose (clAP-1, clAP-2, Survivina, XIAP), que previnem
a ativacdo das caspases bloqueado a sua clivagem (OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; REED
et al., 2003; GUSTAFSSON e GOTTLIEB, 2007).

Algumas moléculas que atuam na mitocéndria sdo centrais no controle da apoptose
pela via intrinseca, como as proteinas da Familia Bcl-2. Essa familia de proteinas esta
dividida em trés grupos: membros que inibem a apoptose ou anti-apoptoéticos (A1/Bfl-1, Bcl-
2, Bcl-x, Bcl-w e Mcl-1), que possuem quatro regides de homologia (dominios BH1-4);
membros que sensibilizam a célula a morte celular ou pré-apoptoéticos (Bad, Bax, Bid, Bimg,,
Bik, Noxa e Puma), que apresentam o dominio BH3 e proteinas multidominio, denominadas
BAX-like (Bak, Bax e Bok), que também tém acdo pré-apoptética e contém os dominios
BH1-3 (CHAO e KORSMEYER, 1998; NEWTON e STRASSER, 1998; MULLAUER et al., 2001;
BORNER, 2003).

As proteinas pro-apoptoticas com dominio BH3 parecem ser as principais no
controle dos processos apoptoticos, e sdo dinamicamente reguladas por varios mecanismos
incluindo controle transcricional e pos-traducional (WILLIS et al., 2005). As moléculas proé-
apoptéticas Bak e Bax constituem requisito importante no desencadeamento da morte pela
via de sinalizagdo mitocondrial da apoptose, pois ap0s ativadas, estas duas oligomerizm-se
na mitocbndria, resultando na permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa e
liberacdo do citocromo c. As proteinas com dominio BH3 necessitam de Bak e Bax para
mediar 0s processos de apoptose e controlar os sinais de morte e sobrevivéncia celular pela

via intrinseca.



Os membros anti-apoptoticos da Familia Bcl-2 agem pelo sequiestro de moléculas
com dominio BH3, formando complexos estaveis e prevenindo a ativacdo de Bak e/ou Bax
ou pela antagonizacao direta de Bak e Bax (CHENG et al., 2001; ZONG et al., 2001; WILLIS et
al., 2007; OPFERMAN, 2008).

A via extrinseca é ativada pela interacdo de receptores localizados na superficie
celular, denominados receptores de morte, aos seus ligantes especificos. Esses receptores
incluem o Fas (CD95), TNFR1, DR3, DR4, DR5 e DR6. Esta via inicia-se pela trimerizacéo
dos DR, que no caso da interagdo Fas-FasL, permite o recrutamento de duas proteinas
sinalizadoras, FADD (Fas-associated death domain) e pré-caspase-8, formando o complexo
DISC (Death-inducing signaling complex). A pro-caspase-8 ativada pelo DISC é liberada
para o citoplasma, no qual podera agir na fase efetora do processo ao ativar diretamente a
caspase-3, ou entdo promover o desencadeamento da via intrinseca por meio da clivagem
da molécula Bid, a qual se dirige a mitocondria, induzindo a libera¢do de citocromo ¢ e Smac
(AMARANTE-MENDES e GREEN, 1999; OPFERMAN e KORSMEYER, 2003).

Nos linfécitos, ou células do tipo |, a apoptose mediada por receptores de morte
mostra-se independente das proteinas da Familia Bcl-2, pois a ativacdo da caspase-8 €
suficiente para catalizar e dar sequiéncia a cascata de ativacdo das caspases. No entanto,
em outras células, tais como hepatécitos (tipo Il), a sinalizacao por receptores de morte esta
conectada a proteinas da Familia Bcl-2 pela ativacdo, mediada pela caspase-8, da molécula
pro-apoptotica Bid (STRASSER et al., 1995; YIN et al., 1999; OPFERMAN, 2008).

O recrutamento e ativacdo da pré-caspase-8 sao reguladas pela proteina anti-
apoptética c-FLIP (cellular FLICE inhibitory protein). Esta molécula pode se ligar ao
complexo Fas-FADD, inibindo a clivagem e ativacdo da pro-caspase-8 em caspase-8 ativa,
impedindo o desencadeamento do processo apoptotico (GUSTAFSSON e GOTTLIEB, 2007).

As vias intrinseca e extrinseca da apoptose celular estdo exemplificadas na figura
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Figura 1: Esquema das vias de sinalizagdo intrinseca e extrinseca da apoptose celular (adaptado de
POPE, 2002).

A diminuicdo da expressdo de proteinas pré-apoptéticas e aumento de anti-
apoptoticas estdo associadas ao aparecimento de DAI, doencas hematoldgicas e resisténcia
a drogas. Alterac6es na suscetibilidade e/ou resisténcia dos linfécitos a apoptose in vitro tém
sido relatadas em muitas DAI, tais como o DM-1 (HAYASHI e FAUSTMAN, 2001; GRONSKI e
WEINEM, 2006), EM (ZIPP, 2000; SHARIEF et al., 2002; SHARIEF et al., 2003), artrite reumatoide
(AR) (POPE, 2002; LIU e POPE, 2003; LIU et al., 2006), lupus eritematoso sistémico (LES)
(MUNOZ et al., 2008) e doengas inflamatodrias do intestino (SHARMA et al., 2000).

As consequéncias da manipulacdo da apoptose podem ser benéficas ou deletérias,
assim seria benéfica no tratamento de neoplasias, no tratamento de doencas
neurodegenerativas, na regulacdo de processos inflamatorios, no tratamento de rejeicdo em



transplantes, na regulagdo da regeneracdo e reparo de tecidos e no restabelecimento e
promocao da tolerancia imunolégica (AFFORD e RANDHAWA, 2000; RIOUX e ABBAS, 2005).

Um exemplo interessante da participagdo das moléculas pré-apoptéticas no sistema
imune seria o papel desempenhado pelo sistema Fas/FaslL, que ndo esta envolvido
diretamente no processo de selecdo timica, mas participa do processo de delecdo clonal de
linfécitos auto-reativos na periferia através da AICD (DE MARIA et al., 1998). O receptor Fas
esta expresso em uma ampla variedade de células e tecidos normais e malignos, incluindo
linfécitos B e T ativados e linhagens linféides malignas, enquanto que o Fas ligante esta
predominantemente em células T CD4" e CD8" ativadas e células NK (RIETZ et al., 2003).

Nesse contexto, vale ressaltar que o processo de apoptose é um importante
mecanismo na prevencdo da auto-imunidade, pois participa ativamente dos processos de
toler&ncia central e periférica, eliminando linfécitos auto-reativos potencialmente patogénicos
(SOLARY et al., 1996; SHARIEF et al., 2002).

1.4.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1 E APOPTOSE

Estudos em modelos animais tém contribuido com novas informacdes sobre a
relacdo entre a alteracdo da apoptose e a patogénese do DM-1. Ha relatos na literatura da
associacao entre o locus Bcl-2 e DM-1 em camundongos NOD (SOLARY et al., 1996; RIETZ et
al., 2003). Estes camundongos desenvolvem diabetes espontaneamente com caracteristicas
muito similares ao DM-1 humano e apresentam elevado namero de linfécitos T circulantes
resistentes a varios sinais apoptogénicos (DECALLONE et al., 2003). As alteracdes presentes
nesses linfocitos possivelmente sdo mediadas por expressdo defeituosa de genes e
proteinas reguladoras da apoptose celular, o que resulta na sobrevivéncia prolongada dos
linfécitos T in vitro e in vivo nos camundongos NOD (RIETZ et al., 2003).

Outras evidéncias da desregulacdo do processo de apoptose celular em DM-1
foram relatadas em investigacdes de que linfocitos ativados em camundongos NOD, quando
privados de IL-2, tornam-se mais resistentes a apoptose do que os linfécitos de
camundongos de linhagens ndo auto-imunes. Outros estudos com linfécitos de
camundongos NOD mostraram que células T esplénicas ativadas, privadas de IL-2,
possuem expressdo aumentada de Bcl-x,, membro anti-apoptoético da Familia Bcl-2 (RIETZ et
al., 2003).

Em pacientes com DAI foi mostrado que outros membros da Familia Bcl-2 estdo
alterados, como o Bim e o Bcl-2 (HUGHES et al, 2006). De fato, a expressao constitutiva do
gene bcl-2 e diminuicdo da ativagdo do bim promovem aumento de sobrevida das células B
em todos os estagios de desenvolvimento e de linfocitos T auto-reativos, amplificando e

prolongando as respostas auto-imunes (RIETZ et al., 2003; HUGHES et al, 2006).



A molécula Fas também desempenha papel importante na destruicao das células 3,
pois o Fas é expresso constitutivamente nas células  de camundongos NOD. Este receptor
de morte também esta expresso nas ceélulas B pancreaticas em individuos com diagnéstico
recente de DM-1 e seus niveis estdo aumentados no soro desses pacientes (DEFRANCO et
al., 2001; SILVA et al., 2003; PROTOPSALTIS et al., 2007).

Até o momento existem poucos trabalhos descritos na literatura que analisaram o
papel da apoptose celular na patogénese do DM-1. Portanto, esse presente trabalho ira
contribuir nesse sentido, por meio da andlise da expressdo de genes anti- e pré-apoptoticos

em pacientes com DM-1 antes e apés o TACTH.

1.4.2. ESCLEROSE MULTIPLA E APOPTOSE

Existem alguns trabalhos publicados que associam a desregulacdo da expressao
de genes da maquinaria apoptotica com a manutengéo de células auto-reativas resistentes a
apoptose e a fisiopatologia da EM (SEMRA et al., 2001; SHARIEF e SEMRA, 2001; SHARIEF et
al., 2002; SEIDI e SHARIEF, 2002; GOMES et al., 2003; SHARIEF et al., 2003; HEBB et al., 2008).

Linfécitos T de pacientes com EM estimulados in vitro mostraram aumento da
expressdo de genes anti-apoptoticos da Familia Bcl-2, como o bcl-x,, e maior resisténcia a
morte celular induzida por ativagao (WAICZIES et al., 2002).

Sharief e colaboradores (2002) observaram a reducédo significativa da expressdo
dos genes pré-apoptéticos em relacao aos anti-apoptéticos nos pacientes com EM, quando
comparados ao grupo controle. Este desequilibrio nas taxas de expressao das proteinas pro
e anti-apoptoticas esta correlacionado a reducdo da suscetibilidade celular a apoptose em
pacientes com EM.

Padrdes anormais de expressdo das proteinas da Familia Bcl-2 na EM podem
promover a resisténcia de linfécitos T auto-reativos a apoptose. Estes linfécitos
potencialmente patogénicos perpetuam-se na periferia, cruzam a barreira hemato-encefalica
e vao ocasionar destruicao tecidual no sistema nervoso central. Portanto, a etiologia da EM
envolve, de fato, defeitos nos mecanismos de delecéo de células auto-reativas por apoptose
(SHARIEF et al., 2002).

Nesse mesmo contexto, mais um trabalho do mesmo grupo sugere que a proteina
Bcl-2 encontra-se aumentada nos linfocitos presentes nas placas escleréticas do sistema
nervoso e no sangue periférico de pacientes com EM. O aumento da expressao dos genes
bcl-x, e bcl-2 parece participar do desenvolvimento ou agravamento da EM nesses
pacientes (SHARIEF et al., 2003).

Vérios pesquisadores relataram ainda que as células T auto-reativas de pacientes

com EM sdo mais resistentes a apoptose do que as células de individuos saudaveis. Esta



diminuic@o da suscetibilidade a morte celular adquirida pelos linfécitos T auto-reativos deve-
se provavelmente a alteragbes nas vias apoptéticas que envolvem os receptores de morte
Fas e FasL e proteinas da Familia Bcl-2 (SEIDI e SHARIEF, 2002; SATOH et al., 2005). A
expressdo de proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, c-FLIP e da Familia das IAP estdo
significativamente aumentadas nos linfocitos T ativados dos pacientes com EM quando
comparada aos individuos saudaveis (SHARIEF e SEMRA, 2001; SHARIEF et al., 2002).

A participacao de células B na patogénese da EM também é fundamental, uma vez
que essas células produzem altos niveis de auto-anticorpos contra a proteina basica da
mielina. Os linfécitos B auto-reativos dos pacientes com EM apresentam, igualmente aos
linfécitos T, uma sobrevida aumentada, provavelmente relacionada aos altos niveis de
expressao dos genes bcl-2 e c-FLIP nessas células. A maior sobrevida de células B permite
a produgéo continua e prolongada de auto-anticorpos, que consequentemente participam na
destruicdo tecidual (SEMRA et al., 2001; SEIDI e SHARIEF, 2002; GOMES et al., 2003; SHARIEF
et al., 2003).

Em camundongos com EAE, que constitui 0 modelo animal para estudos com EM,
0 aumento da resisténcia de linfocitos & morte celular e a desregulagdo da expressao de
moléculas da maquinaria apopt6tica também foram detectados (OKUDA et al., 2002; LEV et al.,
2004).

Nesse projeto avaliaremos a expressao dos genes e proteinas reguladores do
processo de apoptose em pacientes com EM antes e ap0s a terapia de imunossupressao
em altas doses seguida do TACTH, e correlacionaremos os resultados obtidos com os

dados ja descritos na literatura e aspectos clinico-laboratoriais dos pacientes.

1.5. TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS EM DOENCAS AUTO-
IMUNES

A maioria dos pacientes com DAI respondem aos tratamentos convencionais, como
drogas imunossupressoras, quimioterapicos e imunoterapias, tendo uma boa expectativa de
vida. No entanto, alguns pacientes sdo acometidos por formas de auto-imunidade graves e
progressivas, resistentes a estas terapias convencionais. O transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH) tém sido ultimamente uma alternativa terapéutica para esses
pacientes com DAI agressiva e refrataria aos tratamentos convencionais (FARIAS, 2006;
BOHGAKI et al., 2008).

O TCTH envolve a administrac@o de células-tronco hematopoéticas que possuem a
capacidade de auto-renovacdo e de originar todos os tipos celulares maduros do sistema
hematopoético e imunoldgico. O receptor € preparado para o transplante por um tratamento

prévio com um imunossupressor potente seguido pela infusdo de células-tronco



hematopoéticas autdlogas ou alogénicas, coletadas de um doador compativel, para a
reconstituicdo dos sistemas hematopoético e imunoldgico do receptor, evitando citopenias
prolongadas (SYKES e NIKOLIC, 2005; BURT et al., 2008).

Nos ultimos anos, ensaios clinicos tém demonstrado que a imunossupressao em
altas doses seguida do TACTH é capaz de suprimir a atividade inflamatoria em pacientes
com DAI e pode induzir remissdes clinicas prolongadas, mas o mecanismo de a¢édo do
transplante ainda ndo esta bem esclarecido. A idéia do TACTH é que a imunossupressao
intensa possa eliminar os linfécitos auto-reativos e que o sistema imune entéo reconstituido
possa restabelecer a tolerancia imunoldgica (FARIAS, 2006, BURT et al., 2008; BOHGAKI et al.,
2008).

Algumas hipéteses foram formuladas para tentar explicar o mecanismo de agéo do
TACTH em DAI: 1) a imunoablacéo intensa elimina a resposta imunologica patogénica; 2) o
TACTH reconstitui um novo sistema imune autotolerante; 3) as células-tronco
hematopoéticas promovem reparo tecidual (BURT et al.,, 2002; MURARO e MARTIN, 2003).
Apesar do rapido acumulo de experiéncia clinica durante os ultimos dez anos, dados sobre
0 mecanismo de acdo do TACTH em DAI humanas eram muito escassos até o ano de 2004,
guando os primeiros estudos mais elaborados de reconstituicdo imunolégica comecaram a
aparecer na literatura (SUN et al., 2004; MURARO et al., 2005; FARGE et al., 2005; KOTTER et al.,
2005; DE KLEER et al., 2006). Atualmente, 0 mecanismo mais aceito é a reprogramacao do
sistema imunolégico ap6s o TACTH, constituindo uma jungcéo das duas primeiras hipéteses
citadas anteriormente (BURT et al., 2002; MURARO e MARTIN, 2003). Conforme esse
mecanismo, a imunossupressao em altas doses eliminaria os linfocitos B e T auto-reativos
de memoéria e em seguida, baseando-se na premissa de que fatores ambientais tém papel
no desencadeamento das DAI, seria possivel que a eliminacdo do repertério de células B e
T pré-existente permita que o sistema imunolégico do paciente reinicie do zero, gerando
novos linfocitos B e T que sejam autotolerantes apds o transplante (SYKES e NIKOLIC, 2005;
BURT et al., 2008).

No entanto, ndo esta claro se as células B e T de memoéria sdo completamente
removidas do sistema hematopoético, linféide e de érgdos alvos, por qualquer que seja o
regime de condicionamento. Assim, a imunoablag&o incompleta pode ser responsavel pelas
recaidas precoces observadas em alguns ensaios clinicos de TACTH (TYNDALL e
SACCARDI, 2005). Mesmo assim, ha evidéncias de melhora e remissdo da DAI apds o
TACTH apesar da imunoablacéo incompleta (MURARO e DOUEK, 2006).

Dados obtidos de ensaios clinicos sugerem que o TACTH é viavel e pode levar a
remisséo das DAI. Embora os resultados variem de doenca para doenga, mais de um tergo
dos pacientes tem apresentado remissdes completas e prolongadas, freqlientemente sem

necessidade de uso de drogas imunossupressoras (BURT et al., 2003; POPAT et al., 2005;



TYNDALL et al., 2005; BURT et al., 2008). Em algumas doengas, no entanto, recaidas sao
relativamente freqlentes. No entanto, dos pacientes que recaem, varios passam a
responder aos tratamentos convencionais que ndo eram efetivos antes do transplante.

O grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Julio César Voltarelli do Centro
Regional de Hemoterapia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da
Universidade de Séo Paulo (USP) tém estudado os mecanismos de acdo do TACTH no
tratamento de DAI 6rgéo-especificas e analisado as mudancas induzidas no sistema imune
do paciente em remisséo e recaida apés este tipo de transplante. Para tal, recentemente
Farias (2006) avaliou a reconstituicdo imunologica em pacientes transplantados com DM-1 e
EM e verificou que esta reconstituicdo foi alcangada via mecanismos periféricos timo-
independentes. Os resultados indicaram uma melhora nos mecanismos reguladores da
resposta imune, observado pelo aumento de células T reguladoras, que podem contribuir
para o0 restabelecimento da tolerdncia imunologica, bem como mudangas qualitativas e
guantitativas na composicdo do repertério de células T nesses pacientes submetidos ao
TACTH.

Este projeto faz parte dos estudos sobre os mecanismos de acdo da terapia de
imunossupressao em altas doses (IAD) seguida do TACTH, avaliando o possivel papel de
moléculas reguladoras da apoptose celular na patogénese do DM-1 e EM e no
restabelecimento da tolerdncia imunoldgica apés o TACTH, visto que algumas destas
moléculas participam ativamente da selecdo de repertério de linfécitos e regulacdo da

resposta imune.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar a expressao de genes e proteinas que regulam a maquinaria apoptotica e o
seu possivel papel na patogénese do diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) e da esclerose mdltipla
(EM), bem como determinar o efeito da terapia de imunossupressao em altas doses seguida

pelo TACTH na modulagé@o dessas moléculas nos pacientes com DM-1 e EM.

2.2. ESPECIFICOS

1) Avaliar a expressdo de genes e proteinas anti- e pré-apoptoéticos das vias intrinseca e
extrinseca e da Familia das IAP em células mononucleares do sangue periférico de
individuos saudaveis e de pacientes com DM-1 e EM nos periodos pré-transplante (pré-
mobilizagéo e pré-condicionamento) e pos-transplante (D+180, D+360, D+540 e D+720);

2) Comparar o padrdo de expressdo dos genes e proteinas anti- e pré-apoptéticos em
células mononucleares do sangue periférico dos pacientes com DM-1 e EM ao perfil obtido
nos individuos saudaveis;

3) Associar os resultados obtidos com os dados clinico-laboratoriais dos pacientes

submetidos a terapia de imunossupressdo em altas doses seguida do TACTH.



“CONCLUSGES



6. CONCLUSOES

1. As células mononucleares dos pacientes com DM-1 apresentaram expressado reduzida
dos genes bcl-2, bcl-w, mcl-1, clAP-1, bad, bax e fasL e elevada de clAP-2, bid e bok em
relacdo aos controles;

2. A expressao das moléculas anti-apoptoticas bcl-2, bcl-w, bel-x, mcl-1, c-FLIP_e clAP-1 e
das proé-apoptoéticas bax, bik, bok, noxa, fas e fasL nos pacientes com DM-1 atingiram niveis
similares ao grupo controles, ou seja, a terapia de imunossupresséo em altas doses seguida

do TACTH modulou a expressao destes genes;

3. As células mononucleares dos pacientes com DM-1 em remissdo clinica da doenga
apresentaram menor expressao de bcl-w, clAP-1 e noxa do que o0s pacientes que recairam
p6s-IAD/TACTH,;

4. A diminuicdo da expresséo das moléculas anti-apoptéticas al, bcl-2 e bcl-w e o aumento
das pr6-apoptéticas fas e noxa, correlacionaram-se as porcentagens de hemoglobina
glicosilada, concentragdo de auto-anticorpos GAD65 e niveis séricos de peptideo-C nos

pacientes com DM-1;

5. As células mononucleares dos pacientes com EM apresentaram expressao diminuida dos
genes bcl-w, clAP-1, bad, bax e fasL em relagdo aos controles e elevada de al, clAP-2, bid,
bik e bok;

6. A expressédo dos genes anti-apoptoticos bcl-2, bel-w, bcl-x., mcl-1, c-FLIP_ e clAP-1 e das
pro-apoptoticas bak, bax, bik, noxa e fasL nos pacientes com EM atingiram valores
semelhantes ao grupo controle, ou seja, a terapia de imunossupressao em altas doses

seguida do TACTH modulou a expressao destes genes;

7. O perfil de expresséo dos genes bcl-2, clAP-1, bad e bax nas células mononucleares dos
pacientes com EM em remisséo clinica da doenca foi diferente dos pacientes em progressao
neuroldgica pos-IAD/TACTH. Os niveis de RNAmM dessas moléculas estavam reduzidos nos

pacientes que ndo responderam ao tratamento;

8. O aumento da expressdo dos genes pro-apoptoéticos bax, bak e bimg_ correlacionou-se

inversamente aos valores de EDSS dos pacientes com EM ap6s o TACTH,;



9. O desequilibrio de expressédo observado quanto as moléculas anti-apoptéticas clAP-2 e
das pré-apoptéticas bad, bak, bax e fasL nos pacientes com DM-1 e EM parece contribuir
para a resisténcia dos linfécitos auto-reativos a apoptose e a sua persisténcia na circulacao;

10. As moléculas pré-apoptéticas Bak, Bad e Bax, de acordo com os dados obtidos em
nosso modelo de investigagdo, provavelmente participam dos mecanismos moleculares

envolvidos na fisiopatologia do DM-1 e da EM.
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