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RESUMO

A infecgdo por citomegalovirus (CMV) tem efeito duradouro na distribuicao dos subtipos de
células T, mas pouco se sabe sobre o seu impacto na fungao celular. Foi realizada uma analise
de expressao global génica em células CD4+ purificadas em 38 recipientes de transplante de
células tronco hematopoéticas (HSCT) (mediana de idade 48 anos; variagdo 20-65 anos)
estudados em média cinco anos pods transplante (mediana 4.75 anos; variacdao 1-20 years). A
populacdo estudada incluiu 18 pacientes com GVHD crénico ativo (cGVHD) e 20 pacientes
considerados tolerantes. Tolerancia foi definida como auséncia de sinais e sintomas de
cGVHD, assim como auséncia de tratamento imunossupressor (IST) por pelo menos 2 meses
com seguimento de 1 ano sem tratamento imunossupressor. A expressdo génica foi medida
por lllumina bead arrays. O seroestato do CMV foi definido pela sorologia pré transplante (por
ELISA). Nao havia evidéncia documentada de reativagao do CMV no momento de coleta das
amostras estudadas. Doze de 54 genes candidatos associados a funcdo imune foram
associados de maneira significativa com CMV+ em pacientes com cGVHD ativo (p<0.05)
(PDCD-1; GZMH, IFNG, PRF1, CST7, IL18RAP, ITGAM, CTSW, ITGAL, GBP1, CDKN1B, CXCR4),
sendo que somente trés genes (CD14; CD86; IER3) foram associados a CMV+ entre os
pacientes tolerantes. A expressdo de PD-1 significativamente maior em pacientes CMV+ e com
cGVHD ativo foi confirmada em uma populacdo independente através de estudos de
imunofenotipagem. Os pacientes CMV+/cGVHD ativos tiveram um perfil compativel com
ativacdo de células T efetoras, ndo sendo detectado com a mesma intensidade em pacientes
tolerantes e pacientes CMV-/cGVHD ativos. Tendo como objetivo a laténcia da infecgdo, o
citomegalovirus tentara evadir-se das tentativas do sistema imune de depuragao viral, criando
modificacGes que vao desde mudancas nos subtipos de linfocitos até a remodelacdo de
cromatina por uma série de enzimas e microRNA. O ambiente caracteristicamente
inflamatdrio do cGVHD, a produgdo aumentada de citocinas, a terapia imunossupressora e a
reconstituicdo imune defeituosa das células T podem aumentar o risco de reativacdo do CMV,
mesmo indetectdvel, seguido por supra-regulacdo de genes relacionados a ativacdo de células
T e fungdo efetora. O gene PD-1 pode estar supra-regulado em ativacao de células T e funcao
efetora, mas tem papel essencial na prevencado da expansao e func¢do das células T efetoras,
sendo um candidato alvo para a prevenc¢ao e tratamento do cGVHD. Entender o impacto do
CMV naregulacao de PD-1 em pacientes com cGVHD seria instrumental na implementacgao de
novas terapias; portanto mais estudos com populacdes maiores sdo necessdrios para
entendermos o impacto da imunomodulacdo secunddria a infeccdo prévia por CMV no
funcionamento das células T durante cGVHD.

Palavras-chave: CMV, cGVHD, PD+1, expressao génica



ABSTRACT

Cytomegalovirus infection (CMV) is known to have a life-long effect on the distribution of T
cell subsets, but little is known about the impact on cell function. We performed a gene
expression analysis in purified CD4+ T cells from 38 hematopoietic cell transplant (HCT)
recipients (median age 48; range 20-65) studied on average 5 years after HCT (median 4.75;
range 1-20 years). The study population included 18 patients with active chronic GVHD
(cGVHD) and 20 tolerant (TOL) patients. Tolerance was defined by absence of signs, symptoms
of cGVHD and immunosuppressive therapy (IST) for at least 2 months and 1 year follow-up
without immunosupressive therapy . Gene expression was measured on lllumina bead arrays.
CMV status was defined by pre-transplant recipient CMV serology (by ELISA). There was no
recorded evidence of CMV reactivation at the time of study. Twelve of 54 candidate genes
associated with immune function and inflammation were found to be associated CMV positive
serostatus in cGVHD patients at a significance threshold of p<0.05 (PDCD-1; GZMH, IFNG,
PRF1, CST7, ILA8RAP, ITGAM, CTSW, ITGAL, GBP1, CDKN1B, CXCR4), but only three genes
(CD14; CD86; IER3) were associated with CMV serostatus in TOL patients. The significant
higher PD-1 expression on CD4+ cells of CMV+/active cGVHD patients was confirmed by
immunophenotype testing in an independent population. CMV+/active cGVHD patients had a
profile consistent with T effector cell activation that was not present in TOL and CMV
serostatus negative/active cGVHD patients. Pursuing latency, cytomegalovirus will try to
evade the immune system attempts of viral clearance creating modifications varying from
changes in lymphocyte subsets to chromatin remodeling by several enzymes and microRNA.
The chronic GVHD characteristic inflammatory environment, increased cytokine production,
immunosuppressive therapy, and impaired T cell immune reconstitution, may increase the
risk of CMV reactivation, even if not detectable, followed by up-regulation of genes related to
T cell activation and effector function. The PD-1 gene can be up-regulated in T cell activation
and effector functions, but it also has an essential role in preventing the expansion and
function of effector cells, being a candidate target for the prevention or treatment of chronic
GVHD. Understanding the CMV impact on the PD-1 regulation in active cGVHD would be key
on the implementation of new therapies.Thus, more studies in larger populations are needed
in order to understand CMV previous infection immunomodulation impact in T cell function
during chronic GVHD.

Key words: CMV, cGVHD, PD-1, gene expression
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1. INTRODUCAO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um virus membro da familia dos Herpesvirus e
um patégeno que infecta grande parte da populacdo mundial (40 a 100%), dependendo
predominantemente do nivel sécio-econdbmico e raga. H4a significativa diferenca na
soroepidemiologia de HCMV entre diferentes paises e dentro do mesmo pais (1-3).

Transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas (HSCT) é uma opc¢do de
tratamento potencialmente curativa para uma variedade de doengas hematoldgicas,
imunodeficiéncias e doencas metabdlicas. O desenvolvimento das terapias
imunossupressoras, profilaxias anti-infecciosas, manejo de infec¢bes e seguimento
sistematizado dos pacientes, mesmo anos apdés o HSCT, melhoraram significativamente o
desfecho deste tipo de transplante. Apesar de todos esses avangos, o HCMV permanece como
causa significativa de morbi-mortalidade pés HSCT alogénico. Colite, pneumonite e hepatite
por HCMV sdo potencialmente letais, mas sua incidéncia diminuiu significativamente com a
melhora dos métodos de deteccdo de HCMV no pds-transplante, assim como com o emprego
de terapias anti-virais preemptivas, que, agora, sao rotina nos centros transplantadores. Como
estamos falando especificamente de citomegalovirus humano, daqui por diante, toda vez que
falarmos em CMV estaremos nos referindo ao HCMV.

O CMV em geral ndo causa sinais e sintomas importantes na infeccdo primaria em
individuos imunocompetentes, mas persisténcia viral é a regra apds infeccdo primadria com
todos os herpesvirus. O CMV pode permanecer latente durante toda a vida do hospedeiro, e,
se reativacOes esporddicas ocorrem, estas sdo controladas por imunovigilancia celular.
Entretanto, assim como na infeccdo primaria, a reativacdo do CMV em individuos
imunossuprimidos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou pds- transplante de
orgdos solidos ou células tronco hematopoiéticas (HSCT) pode tornar-se descontrolada,
frequentemente levando a elevados indices de morbi-mortalidade. Antes da terapia antiviral
preemptiva, a mortalidade chegava a 90% dos casos de doenga causada por CMV entre os
pacientes submetidos a HSCT (4-10).

Mesmo que a prevencdo da doenca causada pela reativacdo do CMV seja a regra hoje

em dia, a positividade para CMV do receptor de HSCT alogénico continua sendo um fator de
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mau progndstico, especialmente em receptors de células-tronco de doadores nao
relacionados com sorologia para CMV positiva sendo o doador com sorologia negativa. Este
efeito estaria principalmente relacionado a efeitos imunomodulatérios do CMV, visto haver
um excesso de mortalidade relacionada a infeccdes bacterianas e fungicas neste grupo de
pacientes (8-12).

A analise viral durante infeccao por CMV em receptors de transplante de orgaos sélidos
demonstrou que a causa predominante da infec¢do é a reativagao do virus do préprio receptor
e ndo pelo CMV transmitido pelo érgao do doador (5).

As caracteristicas das doencas mediadas por CMV em pacientes imunossuprimidos e a
relacdo do CMV com a senescéncia imunolégica levantaram a possibilidade de haver um papel
deste virus no desenvolvimento de doencas inflamatérias como doencas cardiovasculares,
doencas autoimunes e mesmo certas formas de cancer (3,8,9,13-24).

Infeccdo por CMV e doenca-do-enxerto-contra-o-hospedeiro (DECH ou GVHD na sigla
em inglés) sdo complicagdes importantes apds HSCT. Doravante, usaremos a sigla GVHD para
nos referirmos a doenca do enxerto-contra-o-hospedeiro.

Sabe-se que o GVHD e seu tratamento imunossupressivo coloca pacientes em risco
para replicacdo do CMV, mas o papel da replicagdo do CMV como causa do GVHD é
controverso, e dados ligando diretamente a replicacdo do CMV e o desenvolvimento desta
doenga nao foram relatados até o momento, mas existe a possibilidade de que o CMV possa
“preparar o caminho” para o GVHD (13,25-35).

Apesar da morbi-mortalidade relacionada a reativagdao do CMV em HSCT, um estudo
recente encontrou efeito protetivo da reativacdo do CMV na recaida de leucemia mieléide
aguda (LMA) em humanos apds condicionamento mieloablativo em transplante alogénico
(33—35), demonstrando que a reativacao de CMV, mesmo no HSCT, ndo tem somente impacto
negativo. Na realidade, estudos recentes demonstraram que mudangas na homeostase do
sistema imunoldgico de pacientes infectados com CMV ndo resultam em alteracdo da fungdo
imune do ponto de vista global, e que, isto, em contextos especificos, como no paciente
jovem, poderia, inclusive, melhorar algumas respostas imunes (25).

Embora tenha havido extensa pesquisa no impacto da reativacdo do CMV no GVHD e
vice-versa, muito pouco se sabe sobre o impacto da imunomodulacao da infecgdo latente pelo

CMV na patofisiologia da GVHD.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura tem trés pontos focais:

1. Biologia do transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas.

2. Papel da infecgao por CMV no transplante de células-tronco e em outros transplantes, na
senescéncia e exaustdo imunoldgicas, assim como efeito do CMV em doengas como as
autoimunes e cancer.

3. Papel de PD-1 e seus ligantes no controle de ativacao celular e exaustdao imunoldgica. A
estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: LILACS, SciELO, PubMed e banco
de teses da CAPES, no periodo de 1980 a 2015. Foram realizadas buscas através dos termos

“GVHD",”GVHD crénico",”CMV",”citomegalovirus",”expressdo génica",”PD-1" .

2.1. TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS (HSCT) NA ATUALIDADE

HSCTs sdo realizados na intencdo de reconstituir a funcdo da medula dssea em
pacientes com altera¢des hematoldgicas e imunoldgicas para tratar neoplasias hematoldgicas,
corrigir defeitos genéticos manifestados em células hematopoiéticas, permitir aumento de
dose intensidade na quimioterapia, e, ultimamente como terapia tolerogénica para
transplantes de 6rgdos sélidos.

Com a compreensdo mais apurada da imunologia do HSCT, a realizacdo desse
procedimento tornou-se muito mais frequente na terapia de diversas patologias (Vide tabela
1).

Em geral, a fase inicial do transplante de HSC divide-se em fase de condicionamento
com quimioterapia, irradiacdo corporal total (TBI), imunoterapia associada ou isolada; infusdo
de células progenitoras periféricas por via endovenosa; fase de aplasia; recuperagao
hematoldgica com pega do enxerto.

Existem os HSCTs singénicos, em que o doador é geneticamente idéntico ao receptor
(transplante entre gémeos idénticos), HSCTs alogénicos relacionados, em que o doador é
aparentado e com complexo maior de histocompatibilidade (MHC) compativel; HSCTs

alogénicos ndo-relacionados, em que o doador n3o é aparentado com o receptor, mas tem
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MHC compativel; HSCTs autdlogos em que o paciente tem suas préprias células coletadas
previamente a quimioterapia mieloablativa através de procedimento de aférese de células
progenitoras periféricas. No transplante autélogo de medula dssea, as células sdo coletadas
diretamente da medula éssea do paciente, geralmente no quadril posterior. Este foi o
primeiro método utilizado no transplante de HSCT, e, por isso, o termo transplante de medula
ossea (TMO) consagrou-se pelo uso e, muitas vezes, é usado como sindnimo de transplante
de células-tronco periféricas. Doravante, referiremo-nos sempre a transplante de células-
tronco alogénicas (HSCT) como termo global.

Atualmente, a grande maioria dos transplantes alogénicos é realizada com coleta
periférica de células-tronco do doador, aparentado ou ndo, através do procedimento de
aférese.

No ano de 2002, regimes de condicionamento menos intensivos (mini-transplantes)
foram usados em 25% de todos os transplantes, e esse numero vem aumentando

progressivamente desde entdo (36). (vide Figura 1)
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in the US by Transplant Type

—Autologous =-=Allogeneic
14000

12000
10000
8000
6000

Transplants

4000
2000

0 ==
ofd 4 o S 1 o o N 3\ O o
GG N N A L q,\ﬂgtx B BV

@& cBMTR
' * 2013 Data incomplete

Figura 1: Nimero anual de receptores de HSCT por ano nos EUA, por tipo de transplante
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A biologia do HSCT é determinada por trés tipos celulares distintos, transplantados do
doador: linfécitos T maduros, células progenitoras hematopoiéticas comprometidas com
linhagem linféide e célula-tronco hematopoiética. A biologia destes trés tipos celulares define

os eventos clinicos e bioldgicos que ocorrem no transplante de células-tronco (37).

Tabela 1: Doengas Tratadas com HSCT

Doengas Tratadas com HSCT
Néao- malignas Malignas
Anemia Aplastica Leucemia Mieldide Aguda
Anemia de Fanconi Leucemia Linféide Aguda
Sindrome de Diamond-Blackfan Leucemia de Células Cabeludas
Anemia Falciforme Mielodisplasias
Talassemias Leucemia Mieldide Cronica
Hemoglobinuria Paroxistica Noturna Leucemia Linfocitica Crénica
Mielofibrose Doenga de Hodgkin
Neutropenia Congénita Linfoma n&o-Hodgkin
Sindrome de Chédiak-Higashi Mieloma Multiplo
Doenga Granulomatosa Crénica Outros Tumores Solidos
Trombastenia de Glanzmann
Osteopetrose
Doenga de Gaucher
Mucopolissacaridose
Deficiéncias Imunes
Doengas Auto-imunes

2.2. TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS-TRONCO

2.2.1. Topicos em imunogenética do transplante alogénico

2.2.1.1. O Sistema HLA no transplante.

Complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é como denominamos uma
familia de genes que tem funcdo primordial no reconhecimento imune da
compatibilidade tissular, ou seja, eles permitem que organismo reconheca entre o que

oan

é proprio, “self",e o que nao é proprio “’nonself”. As moléculas do MHC s3ao responsaveis
pela ligacdo e apresentacdo de peptideos aos linfécitos T. Em humanos, os genes do
MHC foram denominados de HLA (Human Leukocyte Antigens) (38,39). As moléculas de

HLA ocorrem na maioria das células nucleadas e ndo sdo limitadas a leucécitos. Os genes
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do HLA estdo entre os sistemas genéticos mais polimdrficos que conhecemos, o que
significa que ha um numero extremamente grande de alelos em cada locus (em alguns
casos até 100 deles), sendo que cada um destes apresenta-se com frequéncia
relativamente alta na populacdo. Em consequéncia disso, os individuos sdo geralmente
heterozigotos para os loci do MHC, sendo dificil encontrar individuos ndo aparentados
gue apresentem os mesmos alelos nestes genes, isto é, que sejam MHC-compativeis
(40).

O sistema HLA estd localizado no brago curto do cromossoma 6, e divide-seem
trés grupamentos genéticos distintos: Classe |, Classe Il e Classe lll. As moléculas de
classe | incluem as proteinas HLA-A, HLA-B e HLA-C em humanos. Sdo diméricas,
compostas por uma cadeia a de 47 kDa e uma cadeia B menor (B2-microglobulina) que
é codificada por um gene fora do MHC, no cromossoma 15. A maior parte delas
estende-se para fora da célula, um segmento hidrofobico atravessa a membrana e a
extremidade carboxi-terminal é intracelular. Na extremidade amino-terminal, a molécula
tem uma estrutura que forma uma fenda, onde ocorrem as ligacGes com os peptidios,
fragmentos protéicos de nove a onze aminodcidos originados da fragmentacdao de
proteinas e que serdo, desta forma, apresentados ao sistema imune.

As moléculas de classe Il sdo HLA-DP, DQ e DR sdao também diméricas, mas as
cadeias sdao de tamanho semelhante: a cadeia a, de 32 a 34 kDa; a cadeia B, de 29 a
32 kDa, ambas codificadas por genes do MHC. Na extremidade terminal, também estd

presente a fenda onde se ligard o peptidio a ser apresentado ao sistema imune.
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Figura 2: Apresentacao de antigeno, MHC classe | e classe Il
Fonte: http://pixshark.com/dendritic-cells-antigen-presentation.htm

As moléculas de Classe Il ndo apresentam uma relacdo tdo direta com aresposta
imune como as de Classe | e Il e incluem componentes do sistema complemento (C2,
C4A, C4B e Fator B) e a enzima 21-hidroxilase. Sdo ainda codificadas por genes do MHC,
proteinas de choque térmico (hsp70) e citocinas (fator de necrose tumoral-TNF,
linfotoxina- LT e linfotoxina B- LT B).

Os receptores de antigenos em linfocitos B sdo as imunoglobulinas (lg) que
podem reconhecer antigenos em sua forma nativa ou solUvel,enquanto que os
receptores de

linfocitos T (TCR) somente reconhecem antigenos depois que 0s mesmos sao
fragmendos por outras células e estes fragmentos (peptidios) sdo apresentados na
superficie destas células combinados a moléculas do MHC.

Células T citotdxicas reconhecem antigeno, apresentado por moléculas de MHC
classe |, pela presenca da molécula CD8. Células T helper reconhecem antigenos,

apresentados por moléculas de classe Il, pela presenca da molécula CD4 (41).
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O HLA se torna especialmente importante quando considerados os transplantes de
drgdos e tecidos, jd que a rejeicdo imunoldgica correlaciona-se com o grau de disparidade
existente entre o HLA do doador e receptor (42,43).

A rejeicdo de drgdos tem mecanismos imunoldgicos, e o papel das moléculas do
MHC é tdo importante a ponto de ser o que permitiu a identificacdo e lhe deu o nome
(complexo principal de histocompatibilidade). Nos casos em que o aloenxerto difere do
hospedeiro em relacdo a loci de classe | e Il, tanto células T CD4+ como células T CD8+
sdo ativadas pelo reconhecimento das moléculas de MHC alogénico do enxerto. Apesar
de a rejeicdo ser um evento frequente em transplantes de drgdos sdlidos, no transplante
alogénico de células-tronco, a incidéncia de falha de pega por mecanismo de rejeicao
das HSC transplantadas é relativamente baixa, porém com alta taxa de mortalidade, o
que estd extremamente associado com o grau de disparidade entre o HLA do receptor
e do doador. Em receptores de transplante por neoplasia hematoldgica, com doadores
HLA idénticos aparentados, a incidéncia é de 1-2%, sendo que este nUmero sobe para
10-20% quando o doador é ndo-relacionado (39).

N3o existe transplante alogénico de HSC sem tipificacdo e grau aceitdvel de
compatibilidade HLA. Geralmente, todos os alelos de um loci HLA, pela sua ligacdo
proxima, sdo transmitidos como uma unidade para a geracdo seguinte. Esta unidade,
chamada haplétipo, engloba a selecdo de alelos contidos no complexo HLA de um dos
cromossomas 6. O pai, a mae e o filho sdao usualmente haploidénticos, o que significa
que compartiham um, e somente um, haplétipo HLA. Irmdos, em geral, tém uma chance
de 25% de serem HLA idénticos, 50% , de serem haploidénticos e 25%, de serem
completamente diferentes no que diz respeito ao HLA (38).

Para identificacdo, estdo disponiveis técnicas soroldgicas, celulares,
bioquimicas e moleculares. As técnicas moleculares tém maior sensibilidade, mas os
parametros realmente importantes para avaliacdo da técnica empregada sdo: fonte de
HSC, grau de resolugdo e tempo necessario para realizacdo da técnica, o nimero de
amostras necessarias e o nivel de experiéncia da instituicdo com as diferentes técnicas

(39).
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2.2.1.2. Resposta Th1/Th2

O sistema imune adaptativo evoluiu com o objetivo de reconhecer, discriminar e
memorizar antigenos e patdgenos estranhos. Para tanto, foram desenvolvidas células
especializadas, capazes de capturar qualquer coisa que atravessa as barreiras epiteliais
do individuo, iniciando uma resposta imune.

O “comandante supremo” deste sistema é o linfécito T que regula todas as
operacOes de defesa. Os linfécitos T constituem uma populacdo diversa. Células T helper
naive (CD4+), proliferam-se e diferenciam-se em células efetoras secretoras de citocinas
em resposta a ligacdo do TCR a plataforma MHC, com um padrdo polarizado de secrecao
citocinica, variando conforme o tipo de antigeno. Existem duas categorias maiores destas
células: uma delas (CD4+,Th2) que ativa as células B para producdo de anticorpos; a
outra — (CD4 +Th1) que ativa os macrofagos para imunidade mediada por célula (44).

A subpopulacdo de linfécitos CD4+-Th2 promove defesa contra infecgdes
extracelulares e infecgGes helminticas, enquanto a subpopulacdo de linfécitos — CD4+-
Thl — age contra infecgdes bacterianas intracelulares, fungicas e por protozodarios.

As células Th1l coordenam a ativacdo de macrdfagos e constituem o mecanismo
de defesa celular mais importante contra patdgenos intracelulares. A ativacdo de
macréfagos é mediada pelo interferon gama (INF-y), a principal citocina produzida pelas
Thl. Macroéfagos ativados pelo INF- y rapidamente destroem bactérias intracelulares
suscetiveis. Com esta destruicdo, ha producdo de interferon alfa (INF-a), que tem efeito
sinérgico com o INF-y. Nainducdo de imunidade Th1, os macrdfagos infectados produzem
interleucina dois e interleucina doze (IL-2 e IL-12), que ativa as células NK e ativa a
producdo de INF-y que, subsequentemente, induz a diferenciacdo Thi.

Existem algumas doengcas  que podem ser associadas com resposta
desproporcional Thl ou Th2. Uma série de condi¢bes inflamatdrias in vivo, pode estar
relacionada a preponderancia de resposta Thl ou resposta Th2 insuficiente. Um bom
exemplo disso é a doenca inflamatdria intestinal. Existem relatos de doencgas auto-
imunes, tais como artrite reumatdide e esclerose multipla, estarem relacionadas a
patologias de Thl ou resposta Th2 regulatéria insuficiente.

A resposta Th2 estimula a resposta imune mediada por anticorpos, ativa

mastécitos e leva a eosinofilia tecidual. A resposta Th2 reduz a reacdo inflamatdria
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mediada por mondcitos e macréfagos, mas media respostas inflamatdrias via basdfilos
e eosindfilos, produz IL-4, IL-6,IL-10, IL-13 e IL-15, que sdo citocinas mediadoras de
reacOes alérgicas. Em doengas como asma brénquica e fibrose hepatica, temos
preponderancia de resposta imune Th2; ambas produzem IL-3, TNF-a e GM-CSF.

Usando nosso entendimento da biologia, Th1/Th2 no escopo do transplante de
medula, a patogénese da doenca-do-enxerto-contra-o-hospedeiro aguda (DECH ou GVHD)

é, primariamente, descrita como um processo do tipo Thl (45).

2.3. DOENGCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO (GVHD OU DECH)

Como para os demais transplantes, a maior dificuldade para o transplante de
HSC alogénico é a diversidade entre as moléculas do MHC de receptores e doadores.
Existem centenas de variantes de cada molécula classe | ou classe II.

Mesmo pequenas diferencas entre elas podem causar respostas de células T
alorreativas que prejudicam o sucesso do transplante. Para o tranplante de érgdos sélidos,
0 maior perigo é a rejeicdo do 6rgdo transplantado pelo sistema imune do receptor,
mas no transplante de HSC, a situacdao é diferente: a terapia mieloablativa abala o
sistema imune do receptor a tal ponto, que arejeicdo é um problema menor comparado
a resposta imune das células T do doador contra as moléculas alogénicas de MHC do
receptor (42). Quando tal situagdo ocorre, células T citotéxicas, efetoras, CD8+ do doador,
reagem a antigenos do receptor apresentados por células apresentadoras de antigenos
(APCs), e atacam os tecidos do receptor, com ativacdo sequencial das células T e
mondcitos/macrofagos do doador.

Os efeitos em cascata da producdo desregulada de citocinas sdo manifesta¢des
inflamatdrias severas, que reconhecemos clinicamente como doenca do enxerto-contra-
o-hospedeiro aguda (DECH ou GVHD). Sobrevidas de longo prazo também sdo afetadas
de maneira adversa pelo GVHD crénico, que tem manifestacdes clinicas e patoldgicas
diversas do GVHD agudo, mimetizando uma doenca auto-imune. Os principais érgaos
alvo do GVHD agudo sdo pele, figado, intestino, pulmdes e tecidos linféides. O GVHD
cronico, que geralmente ocorre apds 100 dias do transplante alogénico, afeta os mesmos

tecidos e também articulagdes e superficies mucosas.
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O GVHD é uma condicdao que varia em severidade e pode ser fatal. Mesmo
guando o doador e o receptor sdo HLA idénticos, pode acontecer GVHD, usualmente
mediado por células T que sdo especificas para antigenos menores de histocompatibilidade
(mHa). Estes antigenos sdo derivados de proteinas citoplasmaticas do “self”, apresentadas
por moléculas MHC classe |, da superficie celular.

Sdo duas as caracteristicas importantes do mHa: sua distribuicdo restrita aos
tecidos e a imunodominancia que alguns deles exibem. Os antigenos menores de
histocompatibilidade podem ocorrer devido a polimorfismos de outras proteinas nao-
HLA, as diferencas nos niveis de expressdo das proteinas ou diferencas genGmicas entre
homens e mulheres (como os antigenos H-Y, codificados pelo cromossoma Y, que podem
estimular GVHD quando uma irmad doa HSC para um irmao HLA-idéntico).

Outros exemplos destes antigenos sdo antigenos de transmissdo materna,
aloantigenos epidérmicos e antigenos virais. Os antigenos virais apresentados pelo
receptor funcionam como antigenos menores de histocompatibilidade no GVHD agudo,
e podem explicar o risco aumentado de GVHD em pacientes submetidos a transplante
alogénico previamente infectados por herpes e citomegalovirus (46).

O GVHD cronico e o agudo sdo mais comuns poés-transplantes com PB omparados

a transplantes com BM (47).

2.3.1. Doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda (aGVHD)

O GVHD agudo é classificado por escore clinico que envolve 6rgaos e sistemas
individuais e por uma classificacdo geral, que varia de grau I-IV, sendo a degrau | a
mais leve e a de grau IV, a mais severa. A probabilidade de GVHD agudo, graus II-IV,
em transplantes sem manipulacdo do enxerto, é de 40% para doadores HLA-
genotipicamente idénticos; 50%, para doadores fenotipicamente idénticos; 75%, para
mismatches em um locus; 80%, para mismatches em dois loci; 90%, para mismatches
em trés loci. O grau de severidade de GVHD depende do locus que é discrepante (HLA-
D>HLA-A>HLA-B). Mismatches em HLA-Dndo sdo permissiveis, mas mismatches nos locus A

e B podem, por vezes, ser tolerados.
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A patofisiologia do GVHD agudo pode ser considerada, de maneira sequencial,
em trés etapas, sendo o condicionamento a fase 1, a ativacdo de células T, a fase 2 e
os efetores inflamatérios, a fase 3, que, primariamente, é um processo do tipo Thl
(46).

A primeira fase do GVHD agudo, na realidade, ocorre antes da infusdao das células
do doador. As células T do doador sdo infundidas em um receptor que foi profundamente
lesado pela sua doenca base, por infeccbes e pelo regime de condicionamento do
transplante. Todas estas situacdes levam a mudancas pré-inflamatdrias importantes no
endotélio e nas células epiteliais. Existe ativacdo celular e liberacdo de citocinas
inflamatdrias, incluindo TNF-a, interleucina-1(IL-1) e interleucina-6 (IL-6). Estas citocinas
levam a supra-regulacdo dos antigenos do receptor e das moléculas de adesdo, permitindo
que as células T respondam aos antigenos do receptor. A lesdo da mucosa do trato
gastrointestinal, induzida pelo condicionamento prévio, permite que bactérias e
endotoxinas bacterianas entrem na circulagdo e aumentem a secre¢dao de citocinas
inflamatdrias derivadas dos macréfagos.

A segunda fase inclui apresentacdo de antigeno com subsequente ativacao,
proliferacdo e diferenciacdo das células T do doador. A alorreatividade produzida in vivo
requer processos controlados pelos orgdos linféides secundarios. As células T do doador
reconhecem os antigenos do receptor apresentados pelas APCs do receptor ou do doador
gue apresentam, de maneira cruzada, antigenos do receptor; diferenciam-se em células
T helper 1 (Thl), que secreta INF-y e IL-2. Foi demonstrado que a APC do receptor é
critica em um modelo de GVHD mediado por linfécito T CD8 em mismatch de antigeno
menor de histocompatibilidade (mHa). O papel exato das APCs na indu¢do do GVHD
ainda devera ser elucidado.

A terceira fase é uma cascata complexa de multiplos efetores. A regulacdao das
células efetoras para tecidos-alvo é feita por um conjunto complexo de sinais
guimiotdticos onde varios receptores podem ser ativados simultdnea ou sucessivamente.
As células Thl que se diferenciaram na segunda fase induzem a formacdo de CTLs
(linfécitos T citotdxicos) e ativam as células Natural Killer (NK), células estas que atacam
varias células-alvo do receptor através de FasL e perforinas. As células Thl, em resposta
a estimulacdo das endotoxinas que entraram na circulacdo sistémica através do TGlI,

ativam os macréfagos, levando ao aumento de producdo das citocinas inflamatérias
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como TNF-a, IL-1 e éxido nitrico. Estas moléculas citotoxicas atacam diretamente varios
tecidos do receptor, o que caracteriza as manifesta¢des clinicas do GVHD agudo (48,49).
Devido ao fato de as células Thl produzirem IL-la e TNF-a durante o GVHD, a
modulacdo da tempestade citocinica pode ser atingida através de inibicdo especifica ou
geral de citocinas inflamatérias, ou através de aumento da imunidade Th2, com efeito
regulatdrio, existindo estudos em andamento sobre a regulacdo Th2 do GVHD (50).
Um dado interessante é a relacdo entre infeccdo viral e GVHD agudo. Estudos
indicam que infecgdes virais podem ativar células NK levando a proliferagao, blastogénese
e producdo de INF-B. Esta, por sua vez, contribui para a formacdo de um “estado

I”

antiviral” que, por outro lado, favorece a resposta Thl e conseqiliente possibilidade de

surgimento de GVHD agudo (51,52).

Fese 1: Condiclenamento
Dano Tecidual

Tecidos do

Receptor delgado

Fase 3: Efeitores
inflamatérios e celulares

cél - célula APC - Célula apresentadora profissional de antigenos
IL - intereucina Th1 - Linfécito T Helper do tipo 1
FNT-a - Fator de necrose tumoral alfa LTC - Linfocito T Citotéxico
LPS - Lipopolissacarideos IFN-Y - interferon gama

Figura 3: Patofisiologia do GVHD agudo.

Os mecanismos patoldgicos do GVHD como trés etapas sequenciais: (1) condicionamento do receptor;
(2) ativacao de células T do doador, adesdo, coestimulagdo e produgdo de citocinas;

(3) efetores citoliticos e inflamatdrios.

Fonte: Adaptado de Ferrara (43)
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Em 1995 foi publicado o consenso da graduagdo do GVHD agudo (48):

Tabela 2: Classificagdao do GVHD Agudo

Estadio

Grau

Orgao/extensao de envolvimento

PELE

Rash em 25% da pele

Rash em 25-50% da pele

Rash em >50% da pele

Eritrodermia generalizada
com formacao de bolhas

Nenhum

Estadio 1-2

Estadio 3

Estadio 4

FIGADO

Bilirrubina entre
2-3 mg/dl

Bilirrubina entre
3-6 mg/di

Bilirrubina entre
6-15 mg/dl

Bilirrubina
>15 mg/dl

Nenhum

Nenhum

ou Estadio 1

Estadio 2-3

ou Estadio 4

TRATO INTESTINAL

Diarréia > 500ml/dia
ou nausea persistente

Diarréia > 1000ml/dia

Diarréia >1500ml/dia

Dor abdominal severa
com ou sem ileo

Nenhum

Nenhum

ou Estadio 1

ou Estadio 2-4
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Veja as ilustragdes:

Figura 4: Doencga do enxerto contra o hospedeiro aguda de pele
Fonte: http://misc.medscape.com/pi/iphone/medscapeapp/html/A429037-business.html

Figura 5: Doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda de pele
Fonte: http://misc.medscape.com/pi/iphone/medscapeapp/html/A429037-business.html
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2.3.2. Doeng¢a do enxerto contra o hospedeiro cronica (cGVHD)

O GVHD croénico tem incidéncia global de 20 a 70% em pacientes que sobrevivem
mais de 100 dias pds-transplante e sua patogénese permanece ambigua. E a maior causa
de mortalidade ndo-relacionada a recidiva no periodo superior a dois anos pos-
transplante Trata-se muito mais de um processo fibréticoe o aGVHD reflete mais
apoptose e necrose (53,54). A incidéncia de cGVHD vem aumentando. Um estudo recente
demonstrou que, em torno de um ano pds-transplante, a taxa de cGVHD foi de 28% entre
1995 e 1999; 31%, entre 2000 a 2003, e aumentou para 37% no periodo de 2004 a 2007
(?<0.001) (55).

Tradicionalmente se diferenciavam os dois tipos de GVHD pelo tempo pods-
transplante do diagndéstico. GVHDs diagnosticados apdés cem dias do transplante,
geralmente, eram cronicos; diagndsticos anteriores a esse periodo, geralmente, eram
GVHDs agudos. Definicdes mais recentes apontam as manifestagdes clinicas como mais
importantes nesta diferenciacdo do que o tempo pds-transplante.

O diagndstico de GVHD agudo esta altamente relacionado ao aparecimento de
GVHD cr6nico, mas de 25 a 35% dos pacientes com cGVHD ndo tiveram nenhuma
manifestacdo de aGVHD. Vinte a 30 por cento dos pacientes que tiveram diagnodstico de
aGVHD ndo desenvolverdo cGVHD (56).

Em humanos, o diagndstico de cGVHD é extremamente raro em transplantes
autélogos e singénicos, enquanto que em relacdo aos transplantes alogénicos, o inicio
do cGVHD ocorre geralmente de 4 a 6 meses pds-transplante, raramente aparecendo
antes do D+80 e, em menos de 5% dos casos, apds um ano de transplante.

A patofisiologia do cGVHD permanece caracterizada de maneira pobre. Uma das
maiores dificuldades no estudo do GVHD cronico em humanos é a dificuldade de
estabelecer um modelo animal que mimetize, de maneira adequada, a doenca em
humanos. Existem maneiras de induzir GVHD cronico em camundongos que desenvolvem
doenca lupus-like, com envolvimento renal, formacdao de autoanticorpos e ativacao
policlonal de células B. Apesar de ndo ser relevante para modelo de GVHD em humanos
(em humanos, células B do receptor ndo sobrevivem ao transplante e glomerulonefrite

é uma manifestacdo extremamente pouco comum em GVHD cronico), ele demonstra
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duas situagGes-chave no GVHD cronico em humanos: a patofisiologia desta doenca
depende, aparentemente, da presenca constante de células T do doador alorreativas ao
receptor; a ativagdo linfocitaria, predominante, é do tipo Th2. Entretanto, varios estudos
apontam diversos subtipos celulares como possiveis causadores de cGVHD, entre eles
citocinas produzidas por células th-1, células th-17 e/ou auto-anticorpos.

O entendimento atual da etiologia do GVHD cronico em humanos baseia-se em
que células T patogénicas do doador proliferam em resposta a aloantigenos ou
autoantigenos ndo-verificados pelo timo normal ou mecanismos de delecdo periféricos.
Células criticas na promocao de tolerancia podem estar ausentes no doador ou receptor.
Essas células T patoldgicas atacam diretamente tecidos-alvo através de ataque citolitico,
secrecao de citocinas inflamatérias e fibrosantes, ou producdo da ativacdo de células B
e producdo de autoanticorpos. O dano tecidual leva a fibrose e disfuncdo (57).

O timo tem um papel critico na prevencdo da autoimunidade via eliminacdo de
células T autorreativas, sugerindo que a GVHD cronica é causada por células T
autorreativas que escapam da selecdo negativa no timo, que esta lesado pelos regimes
de condicionamento, GVHD aguda e/ou atrofia relacionada a idade. O GVHD crénico,
gue ocorre geralmente meses apds o transplante, pode ser secunddrio a respostaimune
Th2 a células T CD4+ do doador, que escaparam da selecdo timica negativa e que
permanecem reconhecendo antigenos MHC apresentados pelas APC do receptor.

Estas células T CD4+ auxiliam as células B do receptor a sintetizar anticorpos
contra varios antigenos teciduais do receptor (48).

A pele é o tecido mais frequentemente envolvido (80% das vezes). Pode ocorrer
despigmentacdo, papulas liqguendides, fibrose subcutdnea e dérmica com alopécia. O
envolvimento oral (70%) inclui liquen plano, ulcerac¢des, atrofia e xerostomia. Olho seco é
comum, podendo evoluir para ceratoconjuntivite sicca. Outras manifestacdes menos
comuns incluem bronquiolite obliterante, sinusites de repeticdo, tendinites, fasceites,
miosites e deficiéncia imunolégica.

A primeira graduacdo de GVHD crénica foi feita em 1980 por Schulman (58) e
dividida entre limitada e extensa. Em 2003, foi publicada uma nova graduacdo clinica
com cdlculo de escore com valor progndstico (59). Finalmente, em dezembro de 2005,
foi publicado o consenso em diagndstico e estadiamento de GVHD crdnico pelo projeto

de desenvolvimento de consenso em critérios para ensaios clinicos em doencado enxerto
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contra o hospedeiro do NIH (National Institute of Health) nos Estados Unidos. Este
consenso em diagndstico teve por objetivo definir os critérios para diagndstico de cGVHD,
propor um novo escore clinico (0-3), que descreve a extensdo e a severidade do
envolvimento de cada 6rgdo ou sitio acometido em qualquer momento, levando em
conta o impacto funcional, acrescido do objetivo de determinar novos guidelines para
verificagao de severidade de cGVHD com base no numero de érgdos e sitios envolvidos
e no grau de envolvimento (baixo, moderado ou severo).

A publicacdo destes guidelines, oportunizou a reprodutibilidade nos resultados das
publicacbes em cGVHD, resultando em evolucdo do conhecimento nesta area. Por
exemplo, a partir desta classificacdo, descobriu-se que a sindrome de overlap tem maior
morbi-mortalidade do que o cGVHD classico (57).

Vide ilustragdes:
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Figura 6: GVHD cronico ocular
Fonte: http://www.clspectrum.com/articleviewer.aspx?articlelD=107167

Figura 7: GVHD cronico de pele
Fonte: http://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=3798359_abd-88-05-0799-g03&req
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2.3.3. Tratamento de GVHD

Apesar de terem acontecido muitos avangos na prevengdo e no tratamento do
GVHD, incluindo-se a ciclosporina, FK506 e terapias combinadas com outros
imunossupressores e anticorpos, esta sindrome continua trazendo grande morbidade e
mortalidade aos pacientes submetidos a transplantes alogénicos. Novos agentes
promissores estdo sendo pesquisados, assim como indutores de tolerancia especifica a
antigenos do receptor e, sem duvida, o entendimento cada vez maior da fisiopatogenia

do GVHD auxiliard no sucesso dos novos tratamentos (42,60).

2.4, EFEITO DO ENXERTO-CONTRA-O-TUMOR (GVL OU GVT)

No transplante autélogo de HSC, as células-tronco ou da medula dssea ou em sangue
periférico mobilizado sdao coletadas de um paciente e, posteriormente, reinfundidas no
mesmo individuo, apds terapia mieloablativa. Como o doador e o receptor sdo a mesma
pessoa, ndao ha barreira genética neste tipo de transplante e o GVHD ndo é um problema.
Em compensacgdao, os niveis de recaida da doenca-base e falha de pega sdao maiores em
relacdo aos transplantes alogénicos. Efeito semelhante foi observado em pacientes que
tiveram seu enxerto T-depletado para prevencdo de GVHD agudo. Apesar de o GVHD ter
sido efetivamente reduzido, a incidéncia de recaida e falha da pega aumentaram. Os
beneficios do GVHD também foram observados em transplantes entre irmdos HLA-
idénticos, nos quais respostas de linfécitos T contra antigenos menores de
histocompatibilidade e, consequente GVHD, correlacionaram-se com maior sobrevida livre
de doenca. Em conjunto, estas observacGes indicam que algum tipo ou nivel de reacao
GVH mediada por célula T facilita o processo da pega e da erradicacdo tumoral. A
superioridade na pega pode ser atribuida a células T alorreativas do enxerto que
“limpam” a medula dssea do receptor, atacando as células do receptor que poderiam
iniciar a alorreacdao, ou serem efetoras dela.

A eliminacdo das células tumorais residuais deve-se as células T alorreativas do

enxerto, que lisam células tumorais alogénicas pela expressao de alguns “alvos”HLA classe
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|, compartilhados com as células sauddveis do receptor. Este tipo de resposta antitumoral
é conhecido como efeito enxerto-contra-leucemia ou enxerto-contra-tumor (GVL ou GVT)
(42).

Na infusdo de linfocitos do doador (DLI), também pode ser observado o efeito
GVT. O efeito citotéxico do DLI é tdo importante que pode levar a aplasia medular em
mais de 50% dos pacientes. A dose e a frequéncia 6timas para DLI, ainda ndo sdo
conhecidas. As infusdes de leucdcitos do doador estdo associadas a GVHD em mais de
80% dos casos, mas nem todos os pacientes responsivos a esta terapia apresentam esta
complicacdo, implicando a existéncia de mecanismos para GVL associado a GVHD e GVL
independente de GVHD (61,62).

Existem muitas remissdes prolongadas apds transplante como resultado de efeito
GVL contra moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e contra
antigenos menores de histocompatibilidade (mHa). As moléculas mHa podem ser
expressas em niveis variados em diversos tecidos, sendo as responsdveis pela
alorreatividade entre receptores e doadores HLA-idénticos. Ha demonstracdo de que
alguns mHa conhecidos estdao expressos na superficie de células de leucemia mieldide e
linféide. Os linfécitos T citotdxicos podem reconhecer e lisar estas células que expressam
estes mHa “nonself”.

Como é um reconhecimento feito dentro do contexto das moléculas do MHC, este
mecanismo é conhecido como citotoxicidade restrita ao MHC. Especula-se que os mHa,
presentes tanto nas células normais quanto nas leucémicas, poderiam e explicar o por
gue da associacdo proxima entre GVL e GVHD. As diferencas quantitativas na apresentacdo
de antigeno poderiam ser esponsdveis pela variabilidade na associacdo GVHD-GVL. Por outro
lado, alguns mHa sdo restritos a tecidos especificos: um “antigeno menor mieldide” que
estaria presente somente em células mieldides normais do receptor e em células de
leucemia mieldide, e poderia provocar uma “reacao anti-mieléide”, o que configuraria GVL
sem GVHD. Existe, também, a possibilidade de que alguns antigenos estejam presentes
somente nas células leucémicas que também poderiam produzir um efeito GVL, sem
GVHD. No futuro, técnicas especiais de deplecdo T talvez possam permitir a prevencao de
GVHD sem perda expressiva do efeito GVL. Diferencas em moléculas de mHa associadas
a hematopoese, ou a presenca de antigenos associados a leucemia nas células leucémicas

do receptor podem ser utilizadas como alvos para imunoterapia (63,64).
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2.5. IMUNODEFICIENCIA POS-TRANSPLANTE

O transplante de medula odssea é - frequentemente - acompanhado de
imunodeficiéncia clinica. Varios fatores podem contribuir para a resposta imune
defeituosa dos receptores de transplante, por exemplo: os pacientes com tais reacdes
podem ser incapazes de refazer o repertério linfocitario completo e o enxerto
transplantado pode ndo conter um numero ou variedade suficiente de progenitores
linféides auto-renovaveis (65).

Como consequéncia da imunodeficiéncia, os receptores de medula dssea sdo
muito suscetiveis a infeccOes virais (especialmente citomegalovirus), infec¢cdes bacterianas
e fungicas. Estes pacientes também sdo suscetiveis a linfomas de células B ligados a
infeccdo por Epstein-Barr virus (EBV). Aimunodeficiéncia de pacientes pés-transplante de
medula dssea pode ser mais intensa do que a de outros pacientes imunossuprimidos.
Apds o transplante, o grau de imunodeficiéncia é influenciado pelo tipo de terapia
imunossupressiva empregada e pela presenga de GVHD, caso ocorra. A recuperagdo do
estado de imunodeficiéncia é mais rapida apds transplante autélogo, comparado a
transplante alogénico. Em trés meses, a maioria dos pacientes demonstra recuperacao
da imunidade celular T especifica para herpes simples e CMV. Ocorrendo GVHD crénico,
a imunodeficiéncia de células B e células T pode persistir por anos, prejudicando a
producao de imunoglobulinas e func¢do reticuloendotelial. Os pacientes podem receber
vacinacdo, transcorrido o primeiro ano do transplante, e esses pacientes costumam ter boas
respostas a vacinas contra influenza, pneumococco, virus da pélio inativado, difteria,
pertussis, toxdide tetanico, e vacinas conjugadas contra hemophilus do tipo B. Ja os pacientes
em terapia imunossupressora para GVHD crénico podem ndo ter respostas soroldgicas
adequadas. (89) Apesar de estes pacientes receberem antibidticos profilaticos de rotina
e tratamento preemptivo para CMV, a morbi-mortalidade relacionada as infec¢des
continua, assim como o GVHD, um problema maior na rotina dos pacientes

transplantados com células progenitoras alogénicas (8).
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2.6.  RECONSTITUICAO IMUNE POS TMO ALOGENICO

Nos pacientes submetidos a transplante de células-tronco alogénicas, o
estabelecimento do sistema imune a partir das células do doador no receptor ocorre
em fases que podem levar de meses a anos. Em pacientes que desenvolvem GVHD
cronico, a recuperacao imune pode jamais ser completada na sua totalidade. A primeira
fase de recuperacdo imune se dd por um aumento da contagem de neutréfilos que ocorre
de duas a trés semanas apds infusdao de células. Embora sua funcao esteja aparentemente
intacta, apresenta quimiotaxia alterada por um periodo superior a quatro meses (57). O
numero de mondcitos retorna ao normal no sangue periférico de trés a quatro semanas
apo6s o transplante. Tal funcdo foi demonstrada, a partir do doador, 41 dias apds a infusao
e com funcdo geralmente normal. Os macrofagos no pulmdo e no figado sdo
comprovadamente do doador em torno de oitenta dias pds-transplante. A reconstituicao
do sistema imune-funcional, inicialmente, envolve a expansdo do repertdrio dos linfocitos
T do doador pds-timicos com fendtipo e funcionamento ndo-usuais; este evento pode
ser arrastado e incompleto em receptores mais idosos (66,67).

Nos primeiros meses pos-transplante de células-tronco, o repertério é dominado
por células T expandidas, derivadas do compartimento de células T, do sangue periférico
do doador. Neste compartimento, temos, predominantemente, células de memdria central
e células de memdria efetora, com uma populacdo menor de células T naive e de
células efetoras finais (67).

Em pacientes submetidos a transplantes alogénicos com deplecdo de células T,
também a reconstituicdo da- se, inicialmente, através dos linfocitos T circulantes pds-
timicos do doador, e, neste caso, o repertério linfocitario é particularmnte reduzido e
prejudicado nos primeiros meses pos-transplante (68). Estas células pds-timicas sdo
grandemente responsaveis pelo sucesso ou fracasso do transplante, devido ao grande
impacto na pega, GVHD, GVL e a reativacdao de viroses.

Em termos de alorreatividade, devemos lembrar que o repertério de células T
pds-timicas do doador teve maturacdao a partir de processo de diferenciacdo onde células
T imaturas passaram pelo timo e foram selecionadas negativamente, através de apoptose
induzida por antigeno, por alta afinidade com antigeno préprio, ou devido a baixa

afinidade com antigeno préprio (negligéncia ou auséncia de estimulo) (41).
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No receptor do transplante, este repertério maduro encontra um novo ambiente
antigénico via células apresentadoras de antigeno (APCs) do receptor. ReativacOes de
viroses, como CMV e EBV, necessitam de nova expansdo clonal de células de memdria
central virus-especificas.

Ha expansdo massiva de células T em resposta a viroses como CMV e EBV, em
resposta a antigenos menores como HA-1 e HA-2 e em resposta a antigenos expressos
de forma aumentada em células leucémicas como PR-1, BCR-ABL e Tumor de Wilms-1
(WT1). O periodo precoce péds-transplante é caracterizado por expansdes massivas e
irregulares de células T, que produzem um repertério distorcido de linfécitos (69,70).

Estudos de alorresposta de células T de doadores a estimulagcdo antigénica do
Receptor in vitro revelaram expansdes importantes de células T, ocupando, praticamente,
90% do repertério de células T de um paciente morrendo de GVHD.

Também demonstraram que células de leucemia podem fazer surgir clones de
células T, distintos dos clones que surgem com GVHD, provando-se molecularmente que
efeitos GVHD e GVL podem ser separados.

A expans3ao massiva de células T pode ser explicada por forte estimulo antigénico
associado a estimulo proliferativo que, por sua vez, é associado a ambiente
profundamente linfopénico (homeostase linfoproliferativa). Existem especulagdes quanto
ao fato de a resposta imune mais potente no pds-transplante envolver células de
memoéria do doador. O fendmeno de forte interacdo entre os antigenos e as células T
é chamado imunodominancia.

A fase final da reconstituicdo imune envolve o surgimento de um novo repertério
de células T gerado a partir dos precursores pré-timicos do doador. Estas células
processadas pelo tecido timico do receptor sdo tolerantes ao alo-ambiente.

A técnica de quantificacdo de TRECs (circulos de excisdo de receptores de células
T) apresenta os linfocitos recém saidos do timo. Os TRECs sdo residuos de DNA circular
da recombinac¢do dos TCR, e sdo evidéncia do rearranjo de TCR: um processo exclusivo do
estdgio timico de maturacdo dos linfocitos T. Quando os linfécitos entram em processo
de expansdo pds-timica, os TRECs ficam mais e mais diluidos a cada divisdo celular. A
analise dos TRECs pés-transplante de células-tronco revela diferencas, em termos de
idade, na capacidade de “educar” os precursores pré-timicos do doador no timo do

receptor. Criancas e adultos jovens tém timos funcionais, altos niveis de TREC e
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reconstituem um novo repertdrio de células T dentro de um a dois anos pds-transplante.
Individuos idosos expressam niveis de TREC significativamente inferiores aos apresentados
pelos jovens, podendo nunca chegar a reconstituir funcdo timica completa. Nestes
pacientes, a competéncia imunolédgica continua, em grande parte, sendo atribuida ao
compartimento de células T pds-timico (71,72).

O numero de linfécitos B nos primeiros meses pds-transplante é muito baixo,
mas, lentamente, retoma niveis normais num prazo em torno de 9 a 12 meses. A
reconstituicdo destas células pode levar muito mais tempo, especialmente se o paciente
desenvolve GVHD crbénico e requeira terapia imunossupressora prolongada.

Além disso, o repertdrio de células B é usualmente restrito. Avaliagdo soroldgica pds-
imunizagao pode ser um indicador de funcionalidade de linfécitos B, levando em
consideracdo que a resposta depende do tipo de antigeno apresentado.

Respostas a antigenos protéicos podem recuperar-se mais rapidamente do que
respostas a antigenos compostos de polissacarideos. Cabe lembrar que a responsividade das
células B esta ligada a funcdo de células T helper; se tivermos CD4 reduzidos em numero e
funcdo, teremos células B prejudicadas (73). A recuperacao linfocitaria, de modo geral,
ocorre mais rapidamente em pacientes pds-transplante alogénico de células periféricas
em mparacdodo a transplante alogénico de medula dssea (74).

Os fatores que potencialmente podem afetar a reconstituicdo imune pds-
transplante alogénico sdo: imunossupressdo, para tratar ou prevenir GVHD; GVHD;idade
do receptor (idade timica); dose de linfocitos T, profunda imunoablacdo do receptor;
imunodominancia; células T reguladoras; balanco Th1/Th2; fatores de crescimento como
IL-2, IL-12, IL-7; quimerismo linféide, mismatching de HLA; polimorfismos de genes de
citocinas (72,75).

Natural Killers sdo células capazes de mediar a citotoxicidade dependente de
antigeno-anticorpo reconstituindo-se até os niveis normais em torno de trinta dias pos-
transplante; mas podem demonstrar fungdo e fendtipo ndo usual, principalmente nas
primeiras semanas pods-transplante, quando tiverem expansdo macica (73,76). Sabe-se
gue, mesmo em enxertos T depletados em transplantes alogénicos, a recuperacdo NK é
a primeira a ocorrer entre os linfécitos (77). As células NK produzem linfocinas, inclusive
interleucina 2 (IL-2), que podem contribuir para a recuperacao da populacdo de células

T.
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Em relagdo a recuperagdo imune pods-transplante de medula dssea nao-
mieloablativo (mini-transplante), comparada ao transplante alogénico convencional, o
numero absoluto de linfécitos, nos primeiros seis meses sdo similares; no primeiro ano,
as contagens de CD4 naive e total, e CD8 naive foram maiores em pacientes pos-
mieloablativo. Os niveis de anticorpos foram similares seis meses e um ano pods-
transplante e também pds-vacinacdes. Astaxas de infeccdo foram menores em pacientes
pos-mini nos primeiros trés meses, mas maiores apods este periodo.

Aparentemente, a imunidade dos pacientes pds-condicionamento ndo-
mieloablativo é melhor, precocemente pds-transplante, mas este dado ndo é verdadeiro,
se comparado tardiamente com o transplante mieloablativo (48,78).

O entendimento da reconstituicdo imune pds-TMO alogénico é essencial para a
compreensdao de fenébmenos como a DECH ou GVH e o efeito-enxerto-contra-leucemia

(GVL ou ECL) (49,79).

2.7. CITOMEGALOVIRUS

2.7.1. Caracteristicas do Citomegalovirus Humano (HCMV)

O citomegalovirus é um membro da familia Herpesviridae. A infec¢do primaria por este
virus caracteriza-se por um periodo de replicacdo viral ativa e a presenca do virus na saliva,
urina, leite materno e secre¢ées genitais. Além da fase virémica, em alguns individuos pode
ocorrer uma infec¢do mononucleose-like. Esta infec¢dao inicial é gatilho para o
desenvolvimento de uma resposta imune ampla, envolvendo todos os bragcos do sistema
imune adaptativo e, apds varias semanas, a laténcia viral é estabelecida. A infec¢do latente
tem por caracteristica a presenca de grau reduzido de replicagdo viral ou auséncia total de
replicacdo viral detectavel, com a manutencdo de genomas virais em forma de epissomos em
células mononucleares CD14+ e células CD34+ e CD33+ na medula, o que possibilita a
reativacdo posterior (producgdo viral endégena).

A variacdo de sequéncias no extenso genoma viral do CMV possibilita grande variacao

genotipica do CMV e o significado clinico destas variages é desconhecido (1,59).
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A definicdao de laténcia do CMV pode ser,entdo, operacionalmente definida como a
manuteng¢ao do genoma viral, na auséncia de produgao de virions infecciosos, mas com a
habilidade do genoma viral ser reativado sob certas condigdes.

Os eventos moleculares que levam a ativacdo do programa de expresso génica viral,
resultando na produgao de virus litico no paciente imunossuprimido, ndo sdo completamente
entendidos. Postula-se que células latentemente infectadas com genoma viral ficam em um
estado de "dorméncia" com expressdao génica extremamente limitada e restrita. Eventos
sinalizadores, por exemplo, induzidos por citocinas pré-inflamatdrias, bem como os processos
de diferenciacdo das células com infeccdo latente, sdo associados a reativacdo. Nos
transplantes, a reativacdao do CMV foi observada no contexto de rea¢ao imune como rejeicao
tecidual alorreativa ou doenca-do-enxerto-contra-o-hospedeiro (DECH ou GVHD) (80,81).

Estudos sugerem que in vivo CMV estd presente em progenitores CD34+, e que este é
transportado quando essas células diferenciam-se em mondcitos. Durante esse transporte, o
genoma viral é mantido em forma de moléculas epissomais. O motivo pelo qual outras
linhagens que se originam de progenitores CD34+, como linfécitos T e B e células de origem
mieldide como polimorfonucleares nao transportam genoma viral é desconhecido no
momento (4-7).

Durante a infeccdo cronica por CMV, o virus é persistentemente liberado em niveis
muito baixos e por periodos de tempo longo a partir de sitios restritos. A liberagdo cronica
pode ocorrer secundaria a infeccdo primaria, ou pode seguir a reativacdo do virus latente (2).

Antes da era da reacdo em cadeia polimerase (PCR), era extremamente dificil detectar
o DNA do CMV nos leucdcitos do sangue periférico de doadores sauddaveis soropositivos.
Estudos sugerem que a frequéncia das células carreadoras de genoma viral é extremamente
baixa (<1 em 10.000 células mononucleares periféricas). Experimentalmente, a analise
molecular da laténcia do CMV, bem como sua reativacao, é dificil de analisar, mesmo em
modelos de camundongos, devido ao baixo nimero de células latentemente infectadas e a
baixa frequéncia de eventos de reativacdo (61,82).

Atualmente estd claro que mecanismos virais e do préprio receptor contribuem para
a persisténcia, laténcia e reativacdo do CMV, mas ndo ha um entendimento completo dos
mecanismos moleculares envolvidos. O CMV infecta uma série de diferentes tipos celulares
em humanos, mas nem todos os distintos tipos celulares permitem a laténcia viral, e os

reservatérios reais de CMV em humanos ainda estdo por serem determinados. A maioria dos
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estudos sdo realizados em células hematopoiéticas, mas outros tipos celulares, como células
endoteliais e epiteliais, também sdo candidatos a importantes reservatdrios com contribuicdo

na persisténcia viral de maneiras nao totalmente entendidas (1,2,82).

2.7.2. Linfdcitos T CD4+ e citomegalovirus

As células T CD4+ tem um impacto importante no curso das infec¢es virais. Estas
células secretam multiplas citocinas que podem ter um efeito direto nas func¢des efetoras,
mas também ativam outras células imunes como linfécitos T CD8+ e linfocitos B, tendo um
papel Unico na coordenacdo das respostas celulares e humorais.

Em contraste com as infecgdes agudas que sao resolvidas por respostas imunes
efetivas, durante infec¢Ges cronicas e cancer, as céulas T perdem progressivamente a funcao
e entram em exaustdo. Altos niveis de estimulagdo antigénica continua podem culminar em
delecdo fisica das células exaustas antigeno-especificas. Foi descrita exaustdo celular em
células CD4+ e CD8+. (35,61,62)

Muitas das informacdes que temos quanto a exaustdo celular referem-se a células
CD8+, mas as células CD4+ também perdem fungdo efetora durante a infecg¢ao crénica viral.
Células T CD4+ exaustas apresentam uma producdo reduzida de citocinas efetoras (fator de
necrose tumoral-TNF e interferon gama-INF-3), e expressam altos niveis de proteina de morte
celular programada-1 (PD-1). Enquanto estas caracteristicas gerais sdo similares ao que ocorre
na exaustdo das células CD8+, certos aspectos da exaustdo de células CD4+ sdo distintos. Por
exemplo, células CD4+ perdem fungao efetora mais rapidamente do que as CD8+ no periodo
precoce de infeccdes que se tornardo cronicas. Células CD4+ exaustas podem,
frequentemente. produzir interleucina-10 (IL-10) e/ou interleucina-21(IL-21), e ambas
citocinas sdo importantes na regulacdo negativa de IL-10 e/ou no suporte a persisténcia de
células CD8+ (IL-21) e respostas celulares de linfocitos B.

Aparentemente ha diferencas celulares importantes entre exaustdo de linfécitos T
CD4+ e T CD8+ durante as infecgdes virais cronicas. A comparacdo direta dos programas de
transcricdo das células CD4+ e CD8+ exaustas demonstram um corpo de assinatura
transcricional comum a ambas as linhagens. Esse perfil molecular comum inclui receptores

inibitérios e uma assinatura génica interferon-I (INF-I). Uma diferenca chave entre células
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CD4+ e CD8+ exaustas € a expressao dos fatores de transcricdo: expressao alterada de trans-
acting T-cell-specific transcription factor gene (GATA-3), B-cell lymphoma 6 gene (BCL-6) e
HELIOS que ndo foram observados em linfécitos CD8+. Os padrdes de co-expressdo proteica
em fatores de transcricdo de célula Unica, em células CD4+ exaustas, revelam uma
heterogeneidade substancial nessa populagdo, talvez sugerindo mais complexidade e
diversidade nas células CD4 +exaustas do que as observadas em células CD 8+ exaustas.
Observacgdes atuais sugerem um padrao de diferenciacdo diverso para células CD4+exaustas,
gue pode incluir diferenciacdo para células T foliculares-T helper like (TFh), vias

imunorregulatérias alteradas e uma rede distinta de fatores transcricionais (35,62,83,84).

2.7.3. CMV e senescéncia imune

Imunosenescéncia é definida como a desregulacdo e disfungdo do sistema imune
associada ao envelhecer, caracterizada por imunidade protetiva defeituosa e uma
decrescente resposta a vacinagao. Estudos clinicos, imunoldgicos e epidemioldgicos sugerem
gue a persisténcia da infeccdo pelo CMV esta associada com a aceleracdo do envelhecimento
do sistema imune e com doencgas relacionadas ao processo de envelhecimento. Nao se sabe
ao certo como exatamente se dd a acdao do CMV no processo de envelhecimento imune
(25,26,28,85).

Apds a infeccdo primdria, o CMV é carreado por toda a vida pelo hospedeiro. A
persisténcia do virus baseia-se em interacdes complexas entre multiplos determinantes virais
e do hospedeiro. Estas interacdes geralmente resultam num equilibrio cuidadosamente
negociado e clinicamente "indcuo” entre o virus e o hospedeiro imunocompetente, o que ndo
se observa em pacientes imunossuprimidos quando a reativacdao de CMV leva a doenca por
CMV com elevada morbi-mortalidade.

A co-existéncia de CMV em receptores saudaveis e idosos é um fendmeno ainda pouco
compreendido. Por exemplo, ainda ndo temos medidas precisas da quantidade viral, laténcia
viral ou reativacao viral, do tipo e extensdo da eficacia da imunovigilancia e o relacionamento
entre o virus e o sistema imune em relagdo ao que realmente acontece com a infecgao por
CMV(laténcia sem replicacdo viral? persisténcia viral com replicacdo/reativacdo viral

espordadica ou frequente?) (25,26,81).
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Defeitos funcionais imunes podem ser causados por exposi¢cdo crénica a antigenos. A
imunoscenecéncia pode ser o resultado do desafio continuado da exposicdo a diversos
antigenos (virus, bactérias, mas também moléculas alimentares e auto-moléculas). A inducao
de memdria imunolégica significa resposta adequada do sitema imune, mas leva ao acimulo
progressivo de células de memédria.

Uma populagao saudavel da Etidpia foi observada como modelo de imunoscenecéncia
por ativagdo antigénica crénica e comparada a individuos sauddveis, pareados por idade na
Europa e Israel. Os etiopes tém uma expectativa de vida baixa, em torno de 41 anos, e vivem
em um ambiente em que o sistema imune é continuamente desafiado, principalmente por
tuberculose e parasitas intestinais.

Os etiopes HIV negativos tém o numero de linfocitos T CD4+ severamente reduzidos,
comparados a holandeses pareados por idade, e células CD8+ em maior nUmero comparados
a israelitas, suecos e holandeses. Os etiopes também tém um numero reduzido de células T
naive e aumento de células efetoras/memoéria comparados a holandeses. Andlise adicional
feita em neonatos e criangas demonstrou que a fracdo de céulas T naive cai profundamente
nos primeiros vinte anos de vida. Como as células naive sao as responsaveis pela iniciacao da
resposta imune contra novos antigenos encontrados, a sua baixa proporgdo nos etiopes
sugere que esta reducdo poderia impactar, a longo prazo, na capacidade de reagir a novos
antigenos. Foi observado aumento de expressdo de células T CD+, e CD8+ foi observado em
criangas menores que dezesseis anos, continuando elevadas em adultos etiopes, o que indica
um aumento progressivo da ativagdo imune nessa populagao a partir do nascimento. Uma das
explicacOes para o sistema imune "envelhecido" da populacdo etiope estudada foi a exposicdo
continuada a agentes parasitarios, comuns no pais.

Coletivamente, estes achados observados em linfocitos T CD8+ de individuos idosos,
como perda de receptores co-estimulatdrios e acimulo de clones CD8+, sdao derivados de
estimulacdo antigénica crénica e ndo do envelhecimento per se. A estimulacdo antigénica
cronica levaria a senescéncia mais rdpida do sistema imune. Humanos podem ter idade
avancgada, e este fato pode levar a dificuldade de combate as infec¢des devido a senescéncia.
Porém, foi visto que humanos centendrios saudaveis tém sistemas imunes preservados, mais
parecidos com o sistema imune de individuos jovens, sugerindo que individuos que atingem

idade avancada, na realidade, demonstram menor senescéncia imune (86).
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2.7.4. CMV e autoimunidade

Durante a infec¢do aguda por CMV, frequentemente ha disfuncdo do sistema imune,
levando a imunossupressdo e fendmenos auto-imunes, como produgdo de autoanticorpos,
principalmente contra células endoteliais e células de musculo liso, embora autoanticorpos
anti-nucleares, anti-fosfolipideos e anti CD-13 também s3ao comuns. Evidéncias recentes
implicam que o CMV pode preceder o inicio da doenga autoimune, mais comumente em
individuos predispostos a autoimunidade.

O virus aparentemente ndo é gatilho para a doencga autoimune, mas pode ser reativado
por um insulto inflamatério inicial e dai por diante sustentar e exacerbar o processo
inflamatdrio pela producgdo de citocinas tipo 1 e por mecanismos especificos que induzem
inflamacdo e reacdo autoimune. Por exemplo, infeccdo por CMV induz a expressdo de
ciclooxigenase-2.5-lipooxigenase, producao de prostaglandina E2, leucotrieno B e
Interleucina-6 (IL-6), todos potentes mediadores inflamatérios.

Por definicdo, rea¢des autoimunes ocorrem na auséncia de patdgenos nos 6érgaos
afetados,; entretanto novas evidéncias sugerem que proteinas de CMV sdo comuns em
tecidos afetados pela autoiminidade e que mimetismo molecular e antigenos virais podem

sustentar rea¢des imunes (18,21-24).

2.7.5. CMV e tumores

Agentes infecciosos sdo fatores causadores de alguns tipos de cancer em humanos.
VacinagGes e outras medidas preventivas tém impacto nas infeccBes relacionadas a
malignidades, como no hepatoma, cancer cervical e cancer gastrico.

Nas neoplasias ndo atribuiveis a agentes infecciosos, a inflamacao cronica subaguda
tem um papel critico na transicdo do precursor neoplasico para neoplasia maligna invasiva.
Este periodo de inflamagao cronica pode ser essencial no processo neoplasico que resulta em
malignidade e pode ser facilitado por "promotores" que sdao agentes que nao tém impacto
oncogénico significativo em células saudaveis, mas que podem levar células pre-neoplasicas a
se transformarem em malignidade, por exemplo, hepatite C causando persistente resposta
imune inflamatdria resultando em hepatoma e epstein-Baar-virus (EBV), resultando em

carcinoma nasofaringeo.
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CMV nado foi diretamente implicado no desenvolvimento de cancer em humanos, mas
tem sido detectado em uma série de tecidos neoplasicos em baixos niveis virais, levantando a
possibilidade de que CMV poderia causar o mesmo tipo de “inflamagado latente” vista em
outros patdgenos associado com cancer.

O CMV é potencialmente oncomodulatério, e foi detectado em células pré-neopldsicas
e neopldsicas de gliomas, cancer de préstata, cancer colorretal, mas ndo em tecidos sauddveis
adjacentes. A deteccdo de CMV em niveis reduzidos de expressdao em gliomas e diversos
outros tipos de cancer, tem sido chamada de “microinfeccdo”, todavia, este conceito ainda é
considerado controverso por alguns (18,21,22,24).

O entendimento sobre inflamagdo crénica, microambiente tumoral, célula-tronco
neoplasica, imunologia de tumores e de agentes infecciosos na patobiologia dos tumores
progrediu na ultima década e, aparentemente, ha indicios suficientes para implicar uma
potencial acdo do CMV na oncogénese através do efeito mediador de células CMV+ no
microambiente tumoral e nas préprias células tumorais. Os mecanismos pelos quais isto

ocorre nao sao conhecidos (19).

2.8. CMV e HSCT

A Infecgdo por CMV é uma das maiores causas de morbi-mortalidade apds o HSCT,
mesmo com o significativo progresso na prevencdo da doenga por CMV, nas técnicas de
diagnéstico e tratamento preemptivo do CMV. A sorologia pré-transplante do doador e do
receptor continuam fatores de risco importantes para o desfecho do HSCT,
independentemente da terapia preemptiva.

Receptores de HSCT continuam sob risco de infeccdo por CMV, ndo somente no
periodo precoce pds-transplante (<100 dias), como no periodo tardio (>100 dias). Antes da
introducdo do ganciclovir, a maioria das infec¢cdes ocorria entre o periodo da pega até 100
dias pds-transplante. A ocorréncia de infeccdo precoce por CMV teve reducdo para 3 a 6%
com intensa terapia antiviral, sendo que o risco de doenca tardia por CMV aumentou para até
18% nos ultimos anos, mesmo quando administrada terapia preventiva .

O regime imunossupressor, que permite o receptor de HSCT manter o enxerto e evita

complicgdes do GVHD, também tem papel na epidemiologia do CMV. Pacientes tratados com
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altas doses de corticoterapia (>1mg/quilograma de peso/dia), micofenolato mofetil,
aloenxertos depletados de células T, timoglobulina , sdo considerados de alto risco para
desenvolvimento de doenga por CMV (Vide figuras 8-10). Receptores altamente
imunossuprimidos tém reconstituicdo tardia ou incompleta, o que tem efeito direto na
dindamica da replicagdo viral in vivo. Contrario a crenca de que o CMV é um virus de replicagao
lenta (com base no tempo para desenvolvimento de manifestagdes clinicas e no crescimento
lento de CMV em culturas de fibroblastos), o crescimento da carga viral aumenta in vivo com
um tempo de duplicacdo de aproximadamente um dia em receptores de HSCT. A chance de
desenvolvimento de doenca por CMV é predito pela quantidade inicial de virus e pelo
aumento da carga viral. O tempo entre deteccdo viral e progressdo para doenca é
extremamente reduzido em pacientes imunossupressos severos. Desta forma, a positividade
de teste para CMV deve levar ao inicio imediato de tratamento neste grupo de pacientes. Em
relacdo a infeccdo tardia por CMV em receptores de HSCT, estudos demonstraram que cGVHD
e uso prévio de terapia antiviral por mais de quatro semanas sao fatores de risco para doenca

tardia por CMV (8,9,13,33).

Figura 8: Viremia por CMV



Figura 9: Esofagite por CMV

| .
Figura 10: Pneumonite por CMV

2.8.1. CMV, GVLe GVHD
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GVHD e replicagdo do CMV estdo patogénicamente associadas e varios estudos
demonstram que GVHD e seu tratamento imunossupressor colocam pacientes sob risco de
replicacdo do CMV. Por outro lado, o papel da replicagdo viral como causa de GVHD é
controverso. A replicacdo do CMV pode estar implicada no GVHD, mas dados ligando
diretamente replicacao de CMV e desenvolvimento de GVHD sao raros (32,54,80,82,87).

Estudo em Murinos (30) demonstrou que a reativacdo do CMV estd relacionada a
severidade do GVHD, mas ndo requer doenca ativa por CMV, fortalecendo o conceito de um
relacionamento reciproco entre CMV e GVHD.

Um estudo recente (31) em humanos demonstrou risco aumentado de GVHD agudo
durante a fase replicativa do CMV, demonstrando um efeito bidirecional entre a replicagao do
CMV e o GVHD agudo.

Outro estudo (82) em humanos demonstrou que, quando a replicagao precoce de CMV
era seguida por GVHD crénico, a taxa de recaida era significativamente reduzida em pacientes
com LMA. Manjappa et al. (34,35) demonstraram um efeito protetivo da reativacdo do CMV
na recaida de pacientes com LMA apds condicionamento mieloablativo em HSCT,
demonstrando que a infec¢ao por CMV nem sempre tem efeito deletério, mesmo no ambito
do HSCT. Na realidade, estudos recentes demonstraram que modificacdes na homeostase do
sistema imune de individuos previamente infectados por CMV nao resultam numa deficiéncia
geral de funcdo imune e que isto, em contextos especificos, particularmente em individuos
jovens, poderia melhorar algumas respostas imunes (25).

Embora extensa pesquisa tenha sido realizada sobre o impacto da reativacao do CMV
no GVHD e vice-versa, muito pouco é sabido sobre o impacto da infeccdo prévia por CMV na
imunomodulagdo no processo do GVHD.

A via de morte celular programada 1 (PD-1) e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2) tem um
papel fundamental na indugdo e manutencgao da tolerancia periférica. Esta via também regula
o equilibrio entre sinais estimulatérios e inibitdrios necessarios para a imunidade efetiva e
manutencdo da homeostase celular. Contrastando com seu papel benéfico na manutencao da
homeostase de células T, PD-1 media potentes sinais inibitdrios que previnem a expressao e
funcdo de células T efetoras e tem um efeito deletério na imunidade antiviral e anti-tumoral.
Pouco é sabido sobre como PD-1 bloqueia a ativacdo de células T (88-92).

Em estudo prévio (93), uma coorte de pacientes foi estudada prospectivamente para

infeccdo e imunidade para CMV e testada retrospectivamente para expressao de PD-1 e
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sugeriu que PD-1 é significativamente expresso em GVHD agudo mesmo na auséncia de
viremia do CMV, mas nao foi observado o mesmo efeito em PD-1 entre os pacientes com
cGVHD.

Em camundongos, a expressao de PD-1 foi continuamente supra regulada durante o
desenvolvimento de GVHD crénico nas células T do doador, enquanto a expressao de PD-L1
nos tecidos do receptor foi transientemente suprarregulada, e declinou aos niveis basais no
periodo tardio pds-transplante. O bloqueio da via PD-1 exacerbou o GVHD clinica e

patologicamente, e a estimulacdo da via PD-1 melhorou o GVHD crdnico (94).

2.9. SENESCENCIA E EXAUSTAO IMUNOLOGICAS

Senescéncia e exaustdo imunolégicas sdo duas vias sinalizadoras genéticas distintas
gue regulam de maneira coordenada a funcdo e destino celular. Embora tenha havido
progresso na identificacdo dos mecanismos que controlam ambos o0s processos

separadamente, ndo é claro como tais processos se relacionam (72,95).

2.9.1. Senescéncia imunolodgica

Células T senescentes sdo caracterizadas por encurtamento de telomerase, alteracdes
fenotipicas (perda de expressdo de CD28) e parada do ciclo celular. Além da alteracao
fenotipica, células senescentes apresentam destruicdo celular defeituosa e desenvolvem
funcbes regulatérias negativas. Reduzida expressdo de CD28, expressdo elavada de T-cell
immunoglobulin and mucin domain-3 (TIM-3), CD57, killer cell lectin-like receptor subfamily-
G, member 1 (KLRG-1) sdo associados a senescéncia celular.

E natural que o conceito de senescéncia seja associado ao processo natural de
envelhecimento. De fato, o linfécito tem a sua meia-vida natural e a proliferacdo e exaustao
levam a senescéncia celular. Entretanto, niveis elevados de células senescentes foram
encontradas em individuos jovens com doengas virais cronicas e doengas autoimunes,

sugerindo que infeccdo cronica e proliferacdo celular podem também causar senescéncia (76).
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O impacto do processo de envelhecimento nos subtipos de células T no sangue
periférico permanece incompletamente compreendido, e deve ser distinguido da influéncia
dos microorganismos latentes, especialmente infec¢bes latentes por CMV. Ha achados
conflitantes sobre alteracées em linfdcitos relacionados ao envelhecimento e/ou infec¢des
cronicas. Recentemente, um estudo com quase 400 pessoas com idades variando entre 21 e
101 anos demonstrou que o envelhecimento foi correlacionado estritamente a uma perda
absoluta de células CD8+, mas ndo a perda de CD4+, e que o declinio das células CD4+naive
foi significante em individuos com sorologia positiva para CMV. Este estudo ndo acompanhou

os individuos de maneira longitudinal (28).

2.9.2. Exaustao imunoldgica

Células T exaustas sdo descritas como células T efetoras com reducdo de expressao de
citocinas e funcao efetora, sendo resistentes a reativacdao. A exaustdo de células T ocorre
guando estas sdo cronicamente ativadas em sitios de inflamacdo crénica, como em situacdes
de cancer, doencas autoimunes e infecgado cronica (95).

Fatores intrinsecos e extrinsecos direcionam o programa especifico de expressao
génica caracteristico de exaustdo celular. Fatores extrinsecos que podem promover exaustdo
celular sdo: citocinas imunossupressoras (TGF-2I e IL-10), células imunossupressoras (Tregs e
células supressoras mieldides) e apresentacdo de antigeno alterada. Estimulacdo antigénica
persistente induz expressdo mantida de receptores inibitdrios, como PD-1 que regula
intrinsicamente a exaustdo celular de linfdcitos T (33,35,61,62).

O estado de exaustdao desenvolve-se de maneira progressiva e é caracterizado pela
inabilidade de elaborar a ordenacdo tipica das funcbes efetoras associadas com células
efetoras e de memédria tipicas (33,35,96,97).

A perda de expressao da interleucina-2 (IL-2) é um dos primeiros sinais de exausao.
Subsequentemente, a producdo de outras citocinas, incluindo interferon alfa (INF-&) é abolida.
Entretanto, o INF-B e a beta-chemoquina sdo mais resistentes a inativacdo, embora sua

expressao também seja extinta em subtipos celulares mais severamente exaustos. A etensao
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da exaustdo varia dependendo do tipo de infeccdo e, em geral,correlaciona-se com a
guantidade de indculo viral.

Tem ficado cada vez mais claro que o programa transcricional difere dramaticamente
comparando células exaustas, células efetoras funcionais e células de meméria. Vdrios
estudos originalmente identificaram os caminhos transcricionais imunorregulatérios
operando nas células em exaustdao como o da morte celular programada-1(PD-1), que regula
negativamente a func¢do de células T. Notavelmente, células T ativadas e células T efetoras em
estdgios iniciais podem expressar PD-1 e permanecer funcionais.

Os parametros que influenciam o desenvolvimento e a manuten¢do do estado de
exaustdo incluem o nivel de antigeno que é influenciado pela extensdo e velocidade da
replicacdo viral. Fatores facilitadores sdo: a disponibilidade de células T CD4+, a robustez da
resposta imune NK, a qualidade e caracteristica das células apresentadoras de antigenos
(APCs), o engajamento das vias de receptores co-inibitdrios como PD-1/PD-L1/2 e os niveis e
composi¢cao do milleu de citocinas.

O nivel e duracdo da exposicao antigénica durante as infeccGes virais persistentes sao
fatores primarios que direcionam o desenvolvimento da exaustdo de células T. Infec¢des virais
de alto grau como a do virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) persistente em
camundongos adultos e virus da hepatite B, virus da hepatite C e virus do HIV tém exaustdo
celular mais pronunciada. Infec¢des como Epstein-Baar (EBV) e CMV, que persistem mas nao
produzem uma ativacdo antigénica marcada e prolongada, sdo associadas com fendtipos
intermediarios de exaustdo. Por outro lado, infeccGes virais agudas que sdo completamente
resolvidas, incluindo influenza, febre amarela e vaccinia resultam em inducdo de resposta
efetora robusta e producdo de células de memoria duraveis (33,35,96,97).

PD-1 esta suprarregulado em células T virus especificas em diversas infeccdes virais
cronicas, incluindo virus da hepatite B (HBV),virus da hepatite C (HCV), virus da
imunodeficiéncia adquirida em humanos (HIV), virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) e
virus da imunodeficiéncia simea (SIV) e tem funcdo de restringir a habilidade proliferativa e
funcdo dos linfécitos T. Durante estas infec¢des, o locus do PD-1 é demetilado, enquanto que
os linfécitos T sdo ativados e sucumbem a exaustdo. Estas alteracGes epigenéticas sao retidas
em células exaustas, mesmo que o nivel de antigeno seja reduzido, o que difere do padrao das

populacdes convencionais de células de memdria, que remetilam as zonas reguladoras de PD-
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1. Aparentemente, distintos padrdes transcricionais regulam PD-1 de maneira diferenciada
em células T efetoras, de memdria e exaustas.

Embora a suprarregulagdo sustentada de PD-1 seja uma caracteristica proeminente
das células em exaustdo, outros receptores inibitérios sdo expressos, também, com funcdo
reguladora negativa de linfécitos T, como a molécula de TIM-3, assim como PD-1 é
suprarregulado de maneira transitéria em linfocitos CD8+ virus especifico durante infeccoes
virais agudas e permanece elevado em células exaustas.

Em resumo, é questionavel, mas experimentalmente operacional, se PD-1 possa ser
um marcador de exaustdo e Tim-3 e KLRG-1 sejam marcadores de senescéncia celular.
Entretanto, estes marcadores ndao sdao mutuamente exclusivos ou inclusivos num subtipo
linfocitario Unico. Embora estas células sejam conceitualmente distintas, elas podem ser
funcional e fenotipicamente superpostas. Células que expressam PD-1 podem expressar Tim-
3 e LAG-3. Independente destes diversos conceitos imunoldgicos, é evidente que os caminhos
de sinalizacdo génica B7-H1/PD-1 e Tim-3/galectina-9 podem, sinergistica ou aditivamente,
mediar a disfuncdo de célula T e o bloqueio simultdneo destes caminhos de sinalizacdo génica
pode resultar em melhora da imunidade para tumores, por exemplo.

E bastante provavel que estes subtipos linfocitdrios sdo gerados e definidos
funcionalmente. Logo, padrdes genéticos e funcionais e ndao marcadores fenotipicos vao
definir sua natureza e destino celular.

Estudos metabdlicos recentesdemonstraram que células T CD8+ senescentes usam
preferencialmente o metabolismo glicolitico. Por outro lado, o metabolismo lipidico é crucial

para as célulasT CD8+ efetoras de memoria (10,12,61,95-97).
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Figura 11: Células T anérgicas, exaustas, senescentes e tronco-like

Caracteristicas gerais para células T anérgica, exausta senescente e tronco-like (Modelo descrito por Joel Crspo)
a) Células T anérgicas sdo células estimuladas com baixo sinal co-estimulatério e/ou elevado sinal co-inibitério.
Estas células sdo irresponsivas a subsequentes condi¢des de estimulagdo com expressdo limitada de IL-2. (b)
Células T exaustas sdo células que perderam suas fungdes efetoras incluindo expressdo de citocinas efetoras por
estimulagdo repetida. Estas células expressam multiplos receptores regulatérios. (c) Células T senescentes sdo
descritas como irreponsivas/ células T terminalmente diferenciadas. O marcador desta célula é a paparadeo ciclo
celular junto com expressdo limitada de CD28 e/ou niveis elevados de expressdo de receptores regulatérios. (d)
Células T tronco-like podem ter um fendtipo naive ou de memdria. Vale salientar que estas células tém
capacidade de autorrenovacado, tém resposta anti-tumoral aumentadas e sdo células efetoras de sobrevida longa.
Source: Crespo (95)

2.10. VIA DE SINALIZACAO COESTIMULATORIA PD-1/PD-LIGANTES (PD-LS)

2.10.1. Introdugao

O sistema imunoldgico tem a dificil tarefa de discernir e se defender de uma série
diversa de patdégenos microbianos, enquanto simultaneamente evita a autorreatividade.
Enquanto os mecanismos de tolerancia central resultam na delecdo da maioria dos linfécitos
T autorreativos, algumas células T especificas para auto-antigenos escapam para a periferia.
Para controlar o desenvolvimento de autoimunidade, diversos mecanismos de tolerancia
periférica se desenvolveram, incluindo anergia de células T, delecdo de células T e supressao
por células T regulatdrias (Tregs). A falha de qualquer umdestes mecanismos periféricos pode
levar a doenca autoimune. As vias de sinalizacdo coestimulatoérias de células T tém um papel

critico na delicada regulacdo do equilibrio entre imunidade protetora e tolerancia (54).
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O campo da coestimulac¢do de linfécitos T comegou com o modelo de ativagao de duplo
sinal, que foi proposto originalmente para explicar como o encontro entre linfécito T naive e
antigeno poderia levar a ativagdo ou anergia (hiporresponsividade antigeno-especifica). De
acordo com este modelo, a ativacdo efetiva do linfécito T naive requer dois sinais entregues
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). O primeiro sinal confere especificidade da
resposta imune, e envolve reconhecimento antigénico provido pela interacdo do peptideo
antigénico/ MHC com o receptor de célula T (TCR). O segundo sinal antigeno independente é
o "sinal coestimulatério"entregue pelas moléculas co-estimulatérias expressas nas APCs aos
receptores expressos nas células T. De acordo com este modelo, se o linfocito T recebe
somente o sinal da estimulagdo antigeno especifica do TCR na auséncia de coestimulacdo, o
resultado serd anergia a desafio antigénico subsequente. O papel critico da coestimulacdo na
resposta imune levou a avangos expressivos na identificacdo e caracterizacao das vias de
sinalizacdo coestimulatdrias. Atualmente, sabemos que as vias de sinalizacdo coestimulatdrias
podem fornecer segundo sinais positivos, que promovem a ativacao de células T, bem como
segundo sinais negativos que levam a inibicdo da ativacdo de linfécitos T, mediam a tolerancia
de linfocitos T e previnem a autoimunidade. Além disso, as vias coestimulatérias ndo regulam
apenas os linfdcitos T naive, mas também podem controlar linfdcitos efetores de memoaria e
linfdcitos T regulatorios. As vias de sinalizacdo coestimulatérias podem prevenir a resposta da
célula T efetora e promover o desenvolvimento e funcdo das Tregs, bem como controlar o
destino das células T naive ao encontrar peptideo antigénico (4,5,98-100).

A via de coestimulacdo de receptor (CD279) de morte programada-1 (PD-1) e seus
ligantes, PD-L1 (B7-H1;CD274) e PD-L2 (B7-DC;CD273), entregam sinais inibitdrios que
regulam o equilibrio entre ativacdo de célula T, tolerancia e dano tecidual imuno-mediado.
Esta via exerce uma funcdo inibitdria critica no cenario de estimulacdo antigénica persistente,
como no encontro de autoantigeno, infeccao viral crénica e tumores. A via de sinalizacao PD-
1/PD-L contribui diretamente para a exaustdo celular e auséncia de controle viral em infec¢des
cronicas e auséncia de controle do microambiente tumoral. Esta via controla multiplos pontos

de checagem que previnem a autoimunidade (10-14,53,54,56,58,91,96,101).
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2.10.2. Estrutura, expressao e funcdo de PD-1 e seus ligantes

O receptor inibitério PD-1(PD-1; CD279) é uma molécula de superficie celular com
dominio Unico da superfamilia de imunoglobulina (Ig) e um dominio citoplasmdtico contendo
dois temas sinalizadores baseados em tirosina: um tema inibitério baseado em tirosina (ITIM)
e um imunorreceptor com tema interruptor baseado em tirosina (ITSM) (102).

PD-1 tem dois ligantes, PDL-1(B7-H1;CD274) e PDL-2(B7-DC;CD273). PD-1 tem sua
expressao induzida em células T e B apds ativacdo, células NK, células NKT, mondcitos ativados
e alguns subtipos de células dendriticas. PD-1 é suprarregulado apds o contato do BCR ou TCR
com linfécitos naive, e a estimulacdo antigénica persistente mantém a expressao de PD-1. As
interleucinas IL-2,IL-7,IL-15 e IL-21 e os interferons podem potencializar a expressao de PD-1
nos linfdcitos T. A expressdo de PD-1 é, em parte, mediada pelo recrutamento do fator nuclear
de células T ativadas c1 (NFATc1) no nucleo. NFATc1 juntamente com AP-1 e NFER sdo os
fatores de transcrigao mais criticamente ativados no reconhecimento antigénico por células
T. E interessante observar que a Ciclosporina-A reduz a expressdo de PD-1 via seu efeito em
NFATc1. A expressao de PD-1 in vitro em células T naive ocorre 48 horas apds estimulacdo
com anti-CD3 ou anti-CD3/anti-CD28. Em células T alogénicas CD4+, a expressdo de PD-1
aumenta progressivamente apds transplante de pele in vivo, atingindo seus picos dez dias pds-
transplante. O nivel de expressdo de PD-1 pds-transplante em diferentes subtipos celulares
pos-transplante, em diferentes momentos pds-transplante ainda nao foi determinado. Certos
subtipos de células T expressam altos niveis de PD-1, incluindo CD4+ Foxp3+ células T
regulatdrias (Tregs), células auxiliares T foliculares (Tfh), células T de memodria e células T em
exaustdo (89,91,102,103)

PDL-1 tem uma expressao ampla, enquanto PL-2 tem uma expressao mais restrita.
PDL-1 é constitutivamente expresso em linfécitos T e B murinos, células dendriticas,
macrofagos, células mesenquimais e mastécitos derivados de medula dssea, e é expresso em
altos niveis induzido por inflamacdo. Pode também ser induzido em células ndo-
hematopoiéticas como células endoteliais vasculares, células musculares, hepatdcitos, células
placentdrias e células de ilhotas pancreaticas. Em humanos, PD-1 é, principalmente, uma
molécula induzivel. PDL-2 é suprarregulado em células dendriticas, mastdcitos derivados de
medula dssea, células do centro germinativo. PDL-2 é também expresso em células endoteliais

e linfécitos em humanos, mas ndo em murinos.
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A funcdo principal da via de coestimula¢do PD-1/PDL-1 é a inibi¢do de func¢do de célula
T através do engajamento do receptor PD-1 nas células T nos ligantes PDL-1 ou PDL-2 nas
APCs. PD-1 transduz um sinal inibitério quando ligado por seus ligantes na presenca de
ativacdo de BCR ou TCR (102).

A sinalizacdo através de PD-1 exerce um grande efeito sobre a produgao de citocinas
pelos linfocitos T, inibindo a producdoo de INF-[, fator de necrose tumoral-TNF e interleucina-
2. PD-1 pode também inibir a proliferacao dos linfécitos T brm como a expressao de Thbet,
GATA-3 e Eomes, que estdo associados a funcdo efetora dos linfocitos T. Um forte sinal
positivo através de CD28 e/ou receptor de IL-2 podem se sobrepor ao efeito inibitério da
sinalizacdo PD-1, na proliferacdo celular, diferenciacao e sobrevivéncia dos linfocitos T. PD-1
também estd implicado na reversao do "sinal de parada” que é mediado pela sinalizacao
através do TCR. Isto significa que, na presenca de PD-1, as células T tém um menor tempo de
interacdo com as APCs, o que pode levar a diminuicdo de ativacdo de célula T e também
favorecer a indugao de células Tregs (97).

O PD-1 também pode inibir a sinalizacdo através de receptores de células B (BCRs). O
papel de PD-1 no controle da producdo de anticorpos pode estar relacionado diretamente ao
PD-1 nas células B ou ser secunddrio aos efeitos de PD-1 nas células T. As intera¢Ges de
linfdcitos T com linfécitos B envolvem reconhecimento antigénico pela células T-helper, que,
por sua vez, estimulam expansdo de células B, troca de isétipo e afinidade de maturacao.

Dentre os linfdcitos T, os linfécitos T auxiliares foliculares (Tfh) sdo chave no suporte a
resposta imune de linfdcitos B. Tfh expressam altos niveis de PD-1 e PD-L1, e PD-L2 sdo
suprarregulados nas células B do centro germinativo. A deficiéncia de PD-1 pode levar a
geracdo de um numero aumentado de células Tfh com fenétipos aberrantes que levam ao
descontrole da selecdo de linfocitos B e consequente auséncia de regulacao de diversidade de
anticorpos nos centros germinativos.

A expressdo PD-1 em mondcitos e células dendriticas levantou a possibilidade de a
sinalizacdo, através de PD-1, poder ocorrer independentemente da sinalizacdo através de
estimulacdo antigénica de TCR ou BCR, possivelmente através de outras vias de sinalizagao.

A via PD-1 é critica para a autotolerancia. PD-1 regula a sele¢do timica e a tolerancia
periférica. PD-1 tem papel inibidor na selecao positiva de timdcitos durante a transicdo de

células duplo-negativas para CD4+/CD8+. A funcdo de PD-1 na sele¢do negativa é menos clara.
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A interacdo PD-1/PD-L1 sdo requisitos para a indugdo e a manutengdo de tolerancia
via células CD4+. Quanto as células CD8+, tem sido especulado que PD-1 pode inibir a
expansdao de células CD8+ autorreativas potencialmente patogénicas, durante a
reconstituicdo homeostatica em ambientes linfopénicos. Aparentemente, PD-1 tem papel
critico na regulagdo da proliferagcdo homeostatica, principalmente dos emigrantes timicos
recentes (RTE). A preservacdo de uma via PD-1 intacta pode ser importante para a prevencao
de autoimunidade em pacientes em processo de reconstituicao imune pds-linfoablagdo em
transplantes de orgdos solidos e HSCT.

Entender os mecanismos imunorregulatérios em transplantes é fundamental para o
desenvolvimento de intervengGes que possam melhorar a sobrevivéncia do enxerto. A
sinalizacdo coinibitéria é importantissima na regulacdo da resposta aloimune contra o rgao
transplantado. Em particular, alguns estudos demonstraram que uma intera¢do PD-1/PD-L1
intacta é importante na inducdo e manutencao da tolerancia ao enxerto.

GVHD é uma das complicagdes mais temidas do HSCT, e células infiltradas por PD-1+
sdo encontradas com frequéncia aumentada em multiplos 6rgdos alvo de GVHD (baco, cdlon
e figado). Estudo recente demonstrou que a deficiéncia da via PD-1/PDL-1 aumenta a
letalidade do GVHD em modelo animal (104). Além disso, em um modelo de leucemia
mieldide aguda (LMA), a transferéncia adotiva de células T citotdxicas reativas a LMA foram
mais efetivas em erradicar o tumor apés bloqueio PD-1. Embora o bloqueio de PD-1 possa
aumentar a resposta antitumoral, o blogueio desta via inibitdria pode ser deletério no HSCT
pela piora do GVHD.

Dados pré-clinicos sugerem que agonistas PD-1 podem ndo ser suficientes para
prevenir a rejeicdo de enxerto, e que a combinacdo de terapia com CTLA-4 Ig pode ser

necessaria (64,89,98,102,103,105).
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O bloqueio da via PD-1 promove ativagdo de células T-tumor especifica e eliminagdo de células tumorais. A via
PD-1 opera em dois niveis diferentes, regulando ambas: a ativacdo das células T pelas células dendriticas e fun¢do
efetora pelas céluas T-antigeno-especificas. O bloqueio da via do PD-1 por anticorpos monoclonais contra PD-1,
ou seus ligantes, promove a ativagdo de células T modificando o equilibrio dos sinais das células dendriticas de
inibitérios para ativadores. No microambiente tumoral, células T tumor-especificas reconhecem as células
tumorais e sdo subsequentemente inativadas pela expressdo de PD-L1 ou PD-L2 na célula tumoral, induzindo
tolerancia e anergia.Quando resgatadas pelo bloqueio da via PD-1, as células T reconhecem o antigeno na
periferia e, na auséncia da ligagdo de PD-1, assumem a completa fungdo efetora e eliminam as células tumorais.
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3. JUSTIFICATIVA

Infecdo por citomegalovirus humano (HCMV) e doenga-do-enxerto-contra-o-
hospedeiro (DECH ou GVHD, na sigla em inglés) sdo complicagbes importantes apds
transplante de células-tronco hematopoiéticas (HSCT).

Sabe-se que o GVHD e seu tratamento imunossupressivo colocam pacientes em risco
para replicacdo do CMV, mas o papel da replicagdo do CMV como agente causador no GVHD
é extremamente disputado na literatura.

Apesar da morbi-mortalidade relacionada a reativagdo do CMV em HSCT, a percepgao
da infecgdo por CMV, como sempre deletéria no HSCT, estd mudando. Estudos recentes
demonstraram que a replicacdo precoce de CMV pds HSCT foi considerada um fator
independente na reducdo do risco de recaida de leucemia em pacientes pedidtricos com
leucemia mieldide aguda e sindromes mielodisplasicas, e em adultos em leucemia mieldide
cronica e leucemia mieldide aguda.

O GVHD crénico é a maior causa de mortalidade ndo-relacionada a recaida no periodo
superior a dois anos, e sua incidéncia vem aumentando progressivamente. Entre 1995 e 1999,
a incidéncia era de 28%, ja entre 2004 e 2007 aumentou para 37%, até um ano pods-
transplante. Novas terapias para GVHD crbénico sdao extremamente urgentes e o maior
entendimento do efeito imunomodulador do CMV no GVHD crénico nos possibilitaria um
maior entendimento sobre a patofisiologia desta doenca e talvez ferramentas no

delineamento de novas terapias.
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4. OBIJETIVOS

e Verificar o impacto da infeccdo prévia por citomegalovirus em pacientes pods-
transplante de células-tronco hematopoiéticas que desenvolveram ou ndo GVHD

cronico.

4.1. OBJETIVO PRIMARIO

e Verificar o impacto da infecgdo por citomegalovirus em pacientes que desenvolveram
ou ndo GVHD croénico, comparando a expressdo génica global de células CD4+ entre

pacientes citomegalovirus positivo ou negativo, previamente ao transplante.
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Abstract

Cytomegalovirus infection (CMV) is known to have a lifelong effect on the distribution of T cell
subsets, but little is known about the impact on cell function. We performed a global gene
expression analysis in purified CD4+ T cells from 38 hematopoietic cell transplant (HCT)
recipients (median age 48; range 20-65) studied on average. The study population included 18
patients with active chronic GVHD (cGVHD), and 20 tolerant (TOL) patients. Tolerance was
defined by the absence of signs, symptoms of cGVHD and immunosuppressive therapy (IST)
for at least 2 months. Gene expression was measured on lllumina bead arrays. CMV status
was defined by pre-transplant recipient CMV serology (by ELISA). There was no recorded
evidence of CMV reactivation at the time of study. Twelve candidate genes associated with
immune function and inflammation were found to be associated to CMV positive serostatus
in cGVHD patients at a significant threshold of p<0.05 (PDCD-1; GZMH, IFNG, PRF1, CST7,
ILI8RAP, ITGAM, CTSW, ITGAL, GBP1, CDKN1B, CXCR4), but only three genes (CD14; CD86;
IER3) were associated with CMV positive serostatus in TOL patients.

The significant higher PD-1 expression on CD4+ cells of CMV+, active cGVHD patients was
confirmed by immunophenotype testing in an independent population.

CMV+/active cGVHD patients had a profile consistent with T effector cell activation that was
not present in TOL and CMV-/active cGVHD patients.

Pursuing latency, cytomegalovirus will try to evade the immune system attempts of viral
clearance creating modifications varying from changes in lymphocyte subsets to chromatin
remodeling by several enzymes and microRNA. The chronic GVHD characteristic inflammatory
environment, increased cytokine production, immunosuppressive therapy, and impaired T cell
immune reconstitution may increase the risk of CMV reactivation, even clinically
undetectable, followed by upregulation of genes related to T cell activation and effector
function. The PD-1 gene can be upregulated in T cell activation and effector functions but it
also has an essential role in preventing the expansion and function of effector cells, being a
candidate target for the prevention or treatment of chronic GVHD. Understanding the CMV
impact on the PD-1 regulation in active cGVHD would be the key for the implementation of
new therapies, thus, more studies in larger populations are needed in order to understand
CMV previous infection immunomodulation impact in T cell function during chronic GVHD.

Key words: CMV, cGVHD, PD-1, gene expression
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Introduction

Human Cytomegalovirus (HCMV) is a B-Herpervirus member of herpesviridae family and a
widespread pathogen that infects the majority of world’s population (40-100%) depending
mostly on socioeconomic level and race. There are significant differences in the CMV
seroepidemiology between and within countries (1-3).

HCMV does not usually causes clinically obvious disease upon primary infection in an
immunocompetent individual but viral persistence is the rule following infection with all
herpesvirus. HCMV can remain latent throughout the lifetime of the host and if sporadic
reactivation events occur, they are well controlled by cell-mediated immune surveillance.
However, as with primary infection, when reactivation occurs in immunocompromised AIDS
patients or immunosuppressed hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) and solid
organ transplant patients, HCMV replication can become uncontrolled often leading to high
levels of morbidity and mortality (4-7).

Before the preemptive anti-CMV treatment age, mortality due to CMV reactivation leading to
disease could reach 90% of the post HSCT population (8-10).

Despite CMV disease is currently almost completely preventable, positive CMV serostatus of
the recipient remains a poor prognostic factor, especially in recipients of T-cell depleted
marrow or stem cells. An association of CMV with graft-versus-host-disease and nonviral
infections or sepsis has been suggested as a possible mechanism.

It is known that CMV positive serostatus has impact in HSCT mortality. In receptors of
unrelated grafts, there is a higher mortality risk for donor negative/recipient positive CMV
serostatus, probably related to indirect immunomodulatory effects of CMV, since there is
excessive mortality due to bacterial and fungal infections on this group of patients (11-15).
Cytomegalovirus infection and graft-versus-host-disease (GVHD) are important complications
after HSCT and are pathogenically associated (10). It is well known that GVHD and its
immunosuppressive treatment put patients at risk for CMV replication, but the role of CMV
replication as a cause of GVHD is controversial, and data directly linking CMV replication and
GVHD development are lacking, but there is the possibility that CMV can “pave the way” to
GVHD (9,12,16-27).

Multiple studies show that GVHD and its treatment puts patient at risk of CMV replication
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(17,28,29); in contrast, the role of CMV replication as a cause of GVHD is controversial.
Opposite findings have been published on the effect of CMV in the development of acute
GVHD (17,30-33). Regarding cGVHD, studies have shown increased risk of cGVHD with CMV
viremia (23,34,35), and HSCT receiving pre-emptive therapy for CMV presented lower risk for
severe cGVHD (36). Despite several previous studies, a recent large cohort study failed to
associate CMV serostatus to increased risk of acute or chronic GVHD (37).

Comparing to our knowledge about acute GVHD, little is known about cGVHD pathophysiology
but this disease remains the leading cause of non-relapse mortality in patients surviving more
than 2 years post transplant, and its incidence is increasing progressively, being 37% at 1 year
post transplant between the years of 2004 to 2007 (38).

Despite the morbidity and mortality related to CMV reactivation in HSCT, a recent study has
found a protective effect of CMV reactivation on relapse in AML patients after allo-HSCT with
myeloablative conditioning (20,39), showing that CMV reactivation does not have just a
negative impact even on the HSCT setting. Other studies also showed that early CMV
replication was considered an independent factor to reduce leukemic relapse risk in patients
with pediatric acute leukemia or myelodisplastic syndromes (40), chronic myeloid leukemia
(35) and adult acute myeloid leukemia (19,41). Jang et al. (42) showed that among 74 patients
with acute myeloid leukemia, all CMV positive pre transplant, the ones with early CMV
replication with low viral load and chronic GVHD had the best outcomes for leukemia free
survival and overall survival in 5 years.

Although there has been extensive research in CMV reactivation impact on GVHD and vice
versa, very little is known about the CMV infection as an agent in immunomodulation during
cGVHD.

Often minor antigens are MHC-binding peptides, and thus viral peptide as well as MHC-
binding peptides derived from polymorphic genetically determined proteins can be
considered as minor antigens. There is speculation that GVHD reactivity in clinical situations
might be directed, among others, against virus-infected host target cells, even in viremia
absence.

An association between CMV and cGVHD is established in humans (23,42) and it was
previously postulated that an immune response against CMV-infected host cell,s could have a

role in chronic GVHD. Interestingly, some molecules as CD13, are shared by the CMV virion
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and epithelial cells, fibroblasts, smooth muscle cells and endothelial cells, common cellular
targets for cGVHD (43).

In 2010, Van de Berg et al. (44) showed receptors in renal allograft that CMV induced a clear
proinflammatory response characterized by increased levels of acute phase proteins such as
serum amyloid-A and C-reactive protein, and type 1 cytokines such as IL-18, interferon
inducible protein-10 and interferon-B. This type of response was maintained during CMV
latency, characterized by the absence of detectable CMV DNA in serum and presence of highly
differentiated CMV specific cells that depend on antigen for survival, showing that CMV causes
a local, low grade infection, possibly occurring in salivary glands and kidneys. Some of the CMV
positive renal allograft receptors and healthy controls didn’t show signs of immune reaction,
showing that there are other factors involved. It is possible that something similar happens to
chronic GVHD patients.

The pathway consisting of the programmed cell death 1 (PD-1) and its ligands PD-L1 and PD-
L2 play a vital role in the induction and maintenance of peripheral tolerance. This pathway
also regulates the balance between stimulatory and inhibitory signals needed for effective
immunity and maintenance of T cell homeostasis. In contrast to this important beneficial role
in maintaining T cell homeostasis, PD-1 mediates potent inhibitory signals that prevent the
expression and function of T effector cells and have detrimental effect on antiviral and
antitumor immunity.

PD-1 was initially identified as a molecule responsible by the induction of cell death, robustly
expressed in activated mature cells, constitutively expressed in low levels in dendritic cells,
macrophages and B cells and has further upregulation upon these cellular types activation, as
well as it is also induced in activated T cells and natural killer T cells. PD-L1 is also induced in
activated T cells and is expressed in a wide variety of non-hematopoietic cell types, including
vascular endothelial cells, pancreatic islet cells, and sites of immune privilege including
placenta, testes and eyes. In contrast, PD-L2 is induced primarily in DCs and macrophages. PD-
1 reduces the threshold of TGF-B- mediated signals, thereby synergizing with TGF-@I to
promote conversion of naive T cells into induced Tregs (iTregs). PD-1 can also alter the
metabolic reprogramming of activated T cells and targets components of cell cycle machinery
(45).

All the herpesvirus, including CMV, employ a plethora of mechanisms to circumvent clearance

by host immune response, and a key feature is the employment of regulatory pathways that
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limit immune responsiveness. Current data in mice suggest that MCMV actively manipulates
PD-L1 to inhibit T cell activation (46).

Several recent reviews and clinical studies explore how the blockade of the PD-1 combined or
not with other therapies as vaccination would be useful in controlling infections as HBV, HIV,
HCV, cancer treatment, including hematological malignancies (47-54). Blocking the PD-1
signal would stop T effector cells suppression and increase the immune response to infected
and cancer cells. But we have also learned that upon PD-1 blockade experimental conditions,
the lack of T effector suppression can lead to worsening autoimmune diseases and increased
alloresponse, culminating in graft rejection (35,45,52,54-59). Preservation of an intact PD-1
pathway might be important for the prevention of autoimmunity in patients undergoing
reconstitution of their immune system after lymphoablation in solid organ and HSCT (55).
Although PD-1 signaling blockade may enhance anti-tumor responses, this can be deleterious
in bone marrow transplantation experimental conditions due to worsening GVHD (58,60).
Even with this whole body of research, little is known about how PD-1 blocks T cell activation

(45,50,52,56,61,62).

Patients

Thirty-eight patients were included in the gene expression study, with a time from transplant
spanning from 11 to 64 months. Table 1 shows the population clinical characteristics at sample
collection. Eighteen patients were seropositive at the time of transplant, nine of them had
active symptoms of GVHD at the time of sample collection, and nine were considered clinically
tolerants, with no signs of GVHD activity and without immunosuppressive therapy for at least
3 months before sample time. CMV serostatus was tested in patients and donors before
transplant by serological method (ELISA).

An independent cohort of 36 patients had their freshly collected PBMC stained for PD1
expression on CD4 subsets, 18 were seronegative and 18 seropositive. All patients had cGVHD
grade I-1ll and were on treatment.

Difference between CMV+ and CMV- was tested using t-test.

All subjects were enrolled with the approval of Fred Hutchinson Cancer Research Center

institutional Review Board and signed informed consent on research protocol 1607.



80

Classification of GVHD

All patients had a comprehensive history and physical examination for GVHD assessment at
the time blood samples were obtained for this study. The diagnosis of chronic GVHD was
made according to the recommendations of the NIH Consensus Conference (62, 65).
Immunological tolerance was defined as the absence of all reversible signs and symptoms of
clinical GVHD in patients withdrawn from all immune suppression therapy for at least 2
months at the time of blood collection and with lyear additional follow-up without recurrence
of active GVHD.

The cohort included 19 patients with active GVHD (both classic and overlap syndrome: the
patients had moderate to severe symptoms, 13 of them on immune suppression therapy and
6 were enrolled at diagnosis and had not started therapy yet. (Table 2)

Twenty patients were considered clinically tolerants and met the criteria described above.

CMV surveillance

CMV monitoring in blood was done for all patients at risk of CMV disease after transplant.
CMV seropositive recipients of non-cord blood allogeneic transplants had CMV monitored in
blood weekly until day 100 after transplant. CMV seronegative recipients were monitored
weekly until day 60 after transplant. After day 100 post-transplant, CMV monitoring in blood
continued, initially weekly, until 1 year after transplant for allogeneic recipients at risk of late
CMV disease which included CMV-seropositive recipients receiving steroids for chronic GVHD
and patients who were treated for CMV early after transplant .

In case of increased treatment with corticosteroid or additional systemic immunosuppressive

treatment for chronic GVHD was added, weekly CMV monitoring was resumed.

Methods:

Peripheral blood CD4+ T cells. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by

F-H centrifugation, washed in PBS and resuspended in FCS with 10% DMSOQO, and cryopreserved

in liquid nitrogen. CD4+ T cells were purified from thawed PBMC collected from patients
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treated at the Fred Hutchinson Cancer Research Center. We chose negative selection using
magnetic beads (Miltenyi CD4 T cells isolation kit 11) and resuspended the purified CD4 in TRIzol
to stabilize RNA. An aliquot of purified CD4+ T cells was separated prior to adding TRIzol and
stained with fluorochrome-labeled antihuman monoclonal antibodies CD4 FITC, CD3 PE, and
CD8 PerC. Stained cells were analyzed on a BD FACScan using of BD CellQuest Pro software.

The median purity of CD4+ T cells was 90% (range, 80-97%).

RNA extraction, amplification and hybridization. RNA was extracted from purified TRIzol-
treated CD4+ T cells, and 200 ng of total RNA was used to generate cRNA with lllumina Total
Prep RNA Amplification Kit (Ambion). Reverse transcription with the T7 oligo (dT) primer was
used to produce the first strand cDNA. The cDNA then underwent second strand synthesis and
RNA degradation by DNA polymerase and RNase H, followed by clean up. In vitro transcription
(IVT) technology, along with biotin UTP, was employed to generate multiple copies of
biotinylated cRNA; 0.75 ug of labeled cRNA was hybridized to an lllumina Human RefSeq8
BeadArray, and scanned on BeadArray Reader running the Beadscan software

(www.illumina.com). Each Human RefSeq8 array slide accommodates 8 different samples.

ITN gene list. Because we were interested primarily in the immunological functions of CD4 T
cells, we used a specific list of gene generated by the Immune Tolerance Network. The list
includes known genes and expressed sequence tags (ESTs) suspected to be involved in
immune regulation, including genes for cytokines/chemokines, cell surface receptors,
apoptosis proteins, signal transduction molecules, transcription factors, heat shock proteins,
extracellular proteins and nuclear receptors. Of the ~1,000 genes in the list, 653 were present

on our dataset.

Data pre-processing, filtering and analysis. Illumina Human RefSeq8 expression array signal
intensities were quantile normalized using the Bioconductor package lumi. The dataset was
initially filtered by flagging probes that were below a signal “noise floor,” which was
established using the 75th percentile of the negative control probe signals within each array,
where at least 75% of the samples for a given probe had to be above threshold in order to be
retained. We subsequently filtered the dataset by employing a variance filter using the

“shorth” function of the Bioconductor package genefilter. Using the probes that passed
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filtering, there were 653 associated with genes from the ITN list. Differential gene expression
on the CMV serostatus (pos/neg) of 19 patients with active GVHD was performed on each of
the 653 probes in R using a Mann-Whitney test, where 52 probes were found to have a p-
value <=0.05. The Benjamini and Hochberg FDR method was used to correct for multiple
testing correction, and significance was defined as |logFC| >.585 and FDR 5%. Of the 52 genes

of interest, 12 were found to be significantly differentially expressed.

Heatmap. Results of the analysis were introduced into MultiExperiment Viewer (MeV)
software to perform hierarchical clustering. Clustering was made using Pearson distance
correlation and average linkage.

PD1 phenotype analysis. Multi-channel cell surface staining was performed on freshly
collected and isolated PBMC from an independent cohort of patients with various degrees of
GVHD collected at 10-100 months post-transplant. PBMC were stained with the following
fluorescent-conjugated anti-human monoclonal antibodies: PD1 PE-Cy7, CD4 APC-Cy7,
CD45RA Alexa-Fluor, CD4 Pacific Blue, CD3 APC-Cy7, live-dead stain was applied to each test.
Samples were acquired on a BD LSRII flow cytometer. All data were analyzed using Flow Jo

software.

Results

Patients were stratified by GVHD activity: 18 patients with active cGVHD and 20 tolerant
patients.

The 18 cGVHD and the 20 tolerant patients were divided by their pre-transplant CMV
serostatus and CMV+ patients were compared to CMV- patients in each group.

Differentially expressed genes had to meet 2 conditions: FDR>5% and log2 (FC)=0.585.
Differential gene expression in patients with active GVHD vyielded 12 genes, 10 upregulated
and 2 downregulated; while only 3 were different within the tolerants, suspected to be due
to contamination by monocytes. (Table 3)

The genes differentially expressed in the CMV+/cGVHD+ group were effector molecules, IFNG-

inducible genes and interestingly, there was upregulation of PD1.
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The genes differentially expressed showed to differentiate between CMV+ and CMV- GVHD+

patients. (Figure 1)

PD-1 expression in mature and naive CD4

PBMC from 36 patients with various degree of GVHD collected between 10 and 103 month
post-transplant were stained for PD1 in CD4+ CD45RA- cells (Figure 2). The comparison
between CMV+ and CMV- showed that while there was no difference in PD-1 expression in
naive T cells, (Figure 3A) there was a significant difference between CMV- and CMV+ in the
mature compartment, with a mean expression of 25.5% (SEM 2.47) in the CMV- versus 36%

(SEM 2.74) in the CMV+ group (@-value=0.004) (Figure 3B).



Table 1: Pre-sample clinical characteristics

no active
active, GVHD at
moderate to | least in the
severe last 3
GVHD months
Active OFF
TOTAL IST Tolerants
Pre-samples clinical
characteristics 38 18 20
Months from transplant 28 (11-64) 25 (11-64) 38 (12-60)
Age at transplant 44 (22-66) 55 (33-64) 39 (20-66)
HLA match (M/MM) 34/4 16/2 18/2
Donor type (MRD/URM) 20/18 11/7 9/11
FDMR 5 4 1
Conditioning (MA/NMA) 31/7 14/4 17/3
transplant source BM/PB 2/36 0/18 2/18
CMV serostatus patients
(pos/neg) 18/20 9/9 9/11
CMV serostatus donor
pos/neg) 15/23 6/12 9/11
CMV reactivation (yes/no) 13/25 7/11 6/13
aGVHD lI-lll (yes/no) 24/14 11/7 13/7
cGVHD onset (yes/no) 18/20 18/0 7113
median month of cGVHD onset | 8 (3-24) 9 (3-24) 7 (3-13)
CGVHD characteristics at
sample collection
Overlap 9 9 na
NIH chronic 12 12 na
IST yes/no 32/6 6-Dec 20/0
median month of cGVHD onset | 8 (3-24) 9 (3-24) 7 (3-13)
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Table 2: Chronic GVHD classification and treatment
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Active cGVHD=18

CMV positive=9

CMV negative=9

Prednisone >30mg/day

Prednisone <30mg/day

NIH classic chronic 5 7
Overlap syndrome 4 2
IST yes 2 6
IST no 5 1
1 0
2 4




Table 3: Gene log FC values

Active GVHD Tolerants
Gene Gene
symbol logFC | symbol | logFC
GZMH 220 |CD14 |-0.75
IFNG 1.36 | CD68 |-1.02
PRF1 1.32 | IERS -1.19
CST7 1.05

IL18RAP | 1.04

ITGAM 0.94

CTSW 0.74

ITGAL 0.68

PDCD1 |0.67

GBP1 0.60

CDKN1B | -0.63

CXCR4 |-0.80

GZMH= Granzyme H; IFNG=interferon gamma; PRF1=perforin 1; CST7=leukocystatin; IL18RAP=interleukin 18 receptor
accessory protein; ITGAM=alpha M integrin; CTSW=cathepsin W; ITGAL=lymphocyte function- associated antigen 1; PDCD-
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1=programmed cell death 1; GBP1=interferon-inducible guanylate binding protein 1; CDKN1B=cyclin-dependent kinase inhibitor

1B;CXCR4=chemokine receptor 4; IER3=immediate early response 3 interactive protein 1.
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Figure 1: A heatmap shows the 12 differentially expressed genes between CMV+ and CMV-
serostatus in 18 patients with active GVHD
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Figure 2: Gating strategy for PD1+ in mature and naive CD4; after gating on live PBMC,
CD45RA was used to distinguish CD3+/CD4+/CD45RA+ (naive CD4 Tcells) and CD45RA-

(mature CD4 T cells); PD-1+ cells were gated on both CD45RA+ and CD45RA- T cells.
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Figure 3: PD-1 expression on naive and mature CD4 in 18 patients with GVHD.

%CD4+/CD45RA+/PD1+

501

401

301

204

PD1 in naive CD4

n
[ ]
[ ) ns e )
— L]
Soccoaeeets® T o

%CD4+/CD45RA-/PD1+

B PD1 in mature CD4

80 1
60 -
40 ®
o
® g
20 [ ]
[ J
0 T T
Q d
00 Qo
N N
< <

89



90

Discussion

We studied possible CD4+ T cells gene expression differences in tolerant and active chronic
GVHD patients post HSCT, taking into account the history of CMV infection previous to the
transplant and its potential immunomodulatory effect post transplant in patients with no
detectable CMV viremia at the evaluation time.

We did not identify significant gene expression differences between CMV+ and CMV- patients
in the tolerant group, probably due to acquired immune homeostasis secondary to superior
immune reconstitution and a non-inflammatory environment. The differently expressed
genes were probably present, due to small monocyte contamination on the CD4 population
(CD14, CD68).

However, the active chronic GVHD group analysis showed a different picture. Patients CMV+
showed significantly different expression of genes involved in T cell activation with effector
molecules, interferon B and interferon inducible molecules, configuring a Th-1 profile, but also
a significantly different PD-1 upregulation. The PD-1/PD-Ls pathway is known by its critical role
in regulating T cell response and maintaining peripheral tolerance.

To confirm the PD-1 data, we performed an immunophenotyping study in an independent
group of patients with active cGVHD and again, the PD-1 expression in mature CD4+ was
significant higher in CMV+ patients compared to the CMV- ones (p=0.004).

Chronic graft-versus-host disease (GVHD) is an immunoregulatory disorder and often shares
features of autoimmunity and immunodeficiency. While the pathophysiology of acute GVHD,
which begins with tissue injury and up-regulation of inflammatory cytokines in concert with
T-cell alloreactivity, is relatively well understood, the pathophysiology of chronic GVHD is not
well defined. Acute graft-versus-host disease is considered a Th1 disease and initially chronic
graft-versus-host disease was considered to be a Th-2-mediated disease, but didn’t fit neatly
into the Th-2 paradigm. Recent studies suggested that cGVHD may be caused by several
different mechanisms: cytokines secreted by Th-1 cells, Th17 cells, autoantibodies (63).

CMV reactivation and previous diagnostic of acute GVHD grade IlI-1l were similar between the
CMV positive and negative groups among the cGVHD, so our findings were not related to
higher frequency of CMV reactivation or acute GVHD in the cGVHD/CMV+ group.

Our cGVHD group had active GVHD varying from grade Il to lll, and included patients

diagnosed with chronic classic GVHD and overlap syndrome having a myriad of different
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clinical aspects involving different targeted organs and diverse inflammatory environments,
so the Th-1 related genes up-regulation can be expected in this context. But what would be
the potential CMV role in this type of immune response? Intracellular viruses induce Th-1
responses and stimulate antigen-presenting cells to produce IL-12, which promotes the
differentiation of naive CD4+ and CD8+ cells into interferon B-secreting effector cells (64). One
could argue our findings were related to the CMV presence and not to cGVHD, but we couldn’t
observe T cell activation genes among the tolerant group in CMV positive patients, showing
that at least in this group of patients the previous CMV infection, by itself, is not causing
apparent immunomodulation. Regarding the active cGVHD group, the CMV+/cGVHD active
group had twelve genes significantly differentially expressed using a very strict significance
definition, which we found to be a better approach on this discovery study in a small group of
patients. Even in the presence of an inflammatory environment due to cGVHD, genes involved
in the Th-1 immune response were significantly less expressed in CMV negative patients.

The GVHD classification, according to NIH and immunosuppressive therapy in the cGVHD
group, is shown in table 3. The active chronic GVHD/CMV+ group had more NIH classic chronic
patients and less overlap syndrome than the CGVHD/CMV-, but even presenting more
patients without immunosuppressive therapy, we cannot say they were less
immunosuppressed, since on this group we have patients with sample collected at cGVHD
diagnosis, immediately before starting therapy, with enough inflammatory response to have
therapy implemented.

We assumed our patients were in operational latency due to lack of detectable viremia at the
time of sample collection. Medical charts were reviewed and according to medical evaluation
no signs or symptoms of CMV disease were present on this group of patients, and CMV PCR
collected at the sample time was negative.

We didn’t have additional samples to retest CMV PCR at the experiment moment or available
biopsy tissues from the cGVHD targeted organs, which immunohistochemical evaluation
would help us define chronic infection and viral shedding from cGVHD tissues.

In our study even with PD-1 being differentially expressed between CMV+ and CMV- among
the cGVHD group, we didn’t call these specific cells in an exhaustion state, since we don’t think
phenotype studies are sufficient to correctly identify this cell state. Cell exhaustion may be a
layered or progressive process into which T cells falls upon repeated reactivation, acquiring

multiple inhibitory surface molecules in persistent disease settings such as chronic infections
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and malignancies preventing T cell activation, and PD-1 was proposed to be a marker of cell
exhaustion (65), but this marker is not exclusively expressed on this type of cell. Activated,
memory and exhausted cells can share molecules, including PD-1, which will be less or more
expressed according to the immune response moment. So cell metabolism studies are more
appropriate than phenotyping to correctly classify the exhaustion status (15,66).

This is the first study in humans, possibly linking PD-1 up-regulation and expression to a
possible immunomodulatory effect of CMV previous infection in cGVHD.

In a previous study, a cohort of patients was prospectively studied for CMV infection and
immunity and then retrospectively tested for PD-1 expression and suggested that PD-1 is
induced by acute GVHD even in the absence of CMV viremia, being this finding not observed
among chronic GVHD patients (53).

In this study, patients were studied primarily regarding CMV disease, delayed CMV viral
clearance and absence of viremia until 1 year post transplant, whereas our study was
performed several years post transplant, but mostly, the cGVHD classification was performed
differently (we used the NIH classification) andjust 31 in 206 patients, had limited or extensive
cGVHD and among this group only 3 patients were CMV negative previous to the transplant,
being not possible a direct comparison between CMV negative and positive patients among
the cGVHD group.

In mice, PD-1 expression was continuously upregulated in chronic GVHD development in
donor T cells, whereas PD-L1 expression in host tissues was transiently up-regulated and
declined to basal levels in the late posttransplant period.

Blockade of the PD-1 pathway exacerbated clinical and pathologic chronic GVHD and
stimulation of the PD-1 pathway alleviated chronic GVHD (67).

One of the study strengths is the fact we used equivalent numbers of patients CMV positive
and negative in the tolerant versus active cGVHD analysis. We could systematically compare
the absence of cGVHD and the absence of CMV previous to the transplant among the groups.
Perhaps our strict significance definition in the global gene expression analysis had decreased
the list of differentially expressed genes between the active cGVHD groups, due to false-
negatives, but the twelve genes differently expressed already points to an incontestable
activation profile, which can also explain the PD-1 up-regulation and increased expression in
our independent validation cohort, but our experiment wasn’t able to address if these cells

are in exhausted state.
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It is tempting to conjecture if previous CMV infection, even on viremia absence, is able to
immunomodulate the immune response and up-regulate PD-1 in cells and PD ligands on
peripheral tissues, where cells can be led to activation and exhaustion decreasing the ability
to control viral replication. These same CMV viral peptides, which started an immune
response, could be continuously presented as minor antigens by the MHC or not, and in
concert with the cytokine presence and deficient immune reconstitution, characteristic to
cGVHD, perpetuate the alloresponse and also upregulate PD-1, leading to further cell
activation followed by exhaustion which, at the end, would protect from the damage caused
by cell activation during cGVHD, through several mechanisms, being induction of Tregs one of
them. The CMV immunomodulation would prone cells and environment to perpetuate the
cGVHD and vice-versa. Our knowledge about the cGVHD pathophysiology is limited, but
certainly it is a complex process with multiple layers, and previous CMV infection has the
potential to be involved, but not directly cause the cGVHD, since we have CMV+ that do not
develop cGVHD.

The balance between cell activation and exhaustion, orchestrated by PD-1 and its ligands and
regulated by the fine and delicate interaction between CMV immunomodulation and cGVHD
could theoretically explain the significant anti-leukemic effect in AML patients after HSCT
followed by early CMV replication and subsequent chronic GVHD found in previous studies
(42).

In summary, we evaluated a population of patients who received HSCT several years ago and
it was found a significantly different gene expression of T cell activation genes in a Th-1 fashion
and also PD-1 in an active cGVHD group of patients, when comparing previous to the
transplant CMV serostatus without signs of viremia.

cGVHD is a high mortality disease and needs new therapeutical modalities. CMV infection is a
constant menace for patients submitted to HSCT and still, to this day, can lead to death. A
better understanding of the potential link between CMV infection and cGVHD and its possible
impact on PD-1 regulation would be of utmost importance in the future, where, maybe, we
will be able to enhance the PD-1 signaling pathway and improve clinical cGVHD but still

keeping the CMV infection under control and preserving the GVL effect.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi estudada uma populacdo pequena de pacientes vdrios anos ap6és transplante
alogénico de células-tronco hematopoiéticas. Foi encontrada diferenga significativa na
expressao génica de células CD4+ em pacientes com GVHD crbnico ativo, comparando
pacientes expostos ou ndo, a infeccao prévia ao transplante por CMV. As células CD4+ de
pacientes CMV+ sem sinais de viremia pelo virus e com GVHD cronico mostraram um perfil
génico compativel com ativacdo celular Th-1 e também gene PD-1 de morte celular
suprarregulado.

E tentador conjeturar se infecgdo prévia por CMV, mesmo na auséncia de viremia, é
capaz de imunomodular a resposta immune e supraregular PD-1 e seus ligantes em tecidos
periféricos, onde linfécitos podem ser levados a ativacdo e posterior exaustdo, diminuindo,
assim, a habilidade de controlar a replicacdo viral. Estes mesmos peptideos virais, que
iniciaram a resposta imune, poderiam ser continuamente apresentados como antigenos
menores de histocompatibildade, ligados ou ndo ao MHC e, em conjunto com a presencga de
citocinas, e reconstituicdo imune deficiente, caracteristicas do cGVHD, perpetuariam a
resposta aloimune e também suprarregulariam PD-1, levando a mais ativacao linfocitaria
seguida de exaustdo celular, o que, no final, protegeria as células do dano causado pelo
cGVHD, de diversas formas, entre elas, a inducdo de células T reguladoras (Tregs).

A imunomodulag¢do pelo CMV deixaria as células e o ambiente suscetiveis a perpetuar
0 cGVHD e vice versa.

O nosso conhecimento sobre a fisiopatogenia do cGVHD é limitada, mas este,
certamente é um processo complexo e com multiplas camadas e a infecgdo prévia por CMV
tem o potencial de estar envolvido na patofisiologia do cGVHD, mas n3ao diretamente causa-
lo, j3 que sabemos que varios pacientes com CMV positivo prévio ao transplante ndo
desenvolvem cGVHD.

O equilibrio entre ativacdo e exaustdo, orquestrado pela via do PD-1 e seus ligantes é
regulado pela delicada interacdo entre imunomodulacdo causada pelo CMV e cGVHD, poderia
explicar o novo modo como estamos comecgando a olhar a infecgdo por CMV, visto os estudos
prévios demonstrarem um efeito anti-leucemia da replicacdo precoce de CMV seguido por

cGVHD.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A doenca do enxerto-contra-o-hospedeiro cronica (cGVHD) traz alta mortalidade aos
pacientes submetidos a transplante de células-tronco hematopoiéticas, necessitando novas
modalidades de terapia. A infec¢do por CMV é uma ameaca constante para pacientes pds-
transplante e, até hoje, causa mortalidade. O melhor entendimento da ligagdo potencial entre
infeccdo por CMV e cGVHD e seu possivel impacto na regulacdo de PD-1 seria de extrema
importancia no futuro, onde, talvez, sejamos capazes de incrementar a via de sinaliza¢do do
PD-1 e melhorar clinicamente o cGVHD, mas ainda mantendo a infecgdo por CMV controlada

e preservando também o efeito GVL.
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9. ANEXOS

Observagao: os protocolos 1607 e 2192 ainda estao em andamento no Fred
Hutchinson Cancer Research Center e sdo considerados material confidencial, por isto ndo foi

possivel inclui-los como anexos nesta sessao.



