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RESUMO

CASTRO, Camilla Teixeira de. Analise fenotipica e funcional das células T que
expressam receptores do tipo toll (TLR)-2 e TLR-4 e células B no sangue
periférico de pacientes com cavernomas cerebrais e sua relagdo com a
gravidade da doencga. 2022. 109 f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

As malformacgdes cavernosas cerebrais (CCM) sao lesbes vasculares contendo
capilares grosseiramente dilatados e alterados em sua permeabilidade, predispondo
0s pacientes a um risco de acidente vascular cerebral hemorragico, epilepsia e
deficiéncias neurologicas diversas. O desfecho da doenga parece ser influenciado por
elementos da resposta imune. Esta hipétese é reforgada pelo achado de intenso
infiltrado de células T e B nas regides dos cavernomas e o envolvimento do receptor
toll-like (TLR) 4, com o desenvolvimento dos CCM. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o perfil de citocinas de células T expressando TLR2 e
TLR4, bem como subconjuntos de células B, em pacientes assintomaticos (CCMassint,
n=14) e sintomaticos (CCMsint, Nn=23). Para tanto, amostras de sangue foram colhidas
e as células mononucleares, ou linfécitos T, foram estimuladas com ativadores
policlonais das células T (anticorpos anti-CD3/anti-CD28) ou com ligantes de TLR2
(Pam3C) e TLR4 (lipopolissacarideo, LPS). A caracterizagao fenotipica das células T
e células B foi conduzida através de citometria de fluxo. A liberacdo de citocinas nos
sobrenadantes das culturas foi quantificada através da técnica ELISA. No presente
estudo foi observado que, quando comparado a pacientes CCMassint, 0S pacientes
CCMsint apresentaram maior frequéncia e densidade de TLR4 expressos em células
T CD4* e T CD8". A porcentagem de células Th17 que expressam TLR2 e TLR4
também foi maior nos pacientes CCMsint. Além disso, a ocorréncia de sintomas nos
pacientes com CCM associou-se com maior expansao de células Tc-1TLR4*, bem
como celulas Tc-17 e Th17.1 expressando TLR2 e TLR4. Por outro lado, a
porcentagem de células T CD4*TLR4*IL-10* foi maior no grupo CCMassint. In Vitro, o
Pam3C e o LPS foram mais eficientes em elevar a frequéncia de células T CD4*IL-6*
e células Th17.1 no grupo CCMsint. Além disso, em comparagdo com CCMassint, as
células T purificadas do grupo CCMsint liberaram niveis mais altos de citocinas
relacionadas a Th17 em resposta a Pam3C e, principalmente, em resposta ao LPS. O
mesmo comportamento foi observado nas culturas de células T desses pacientes
apos estimulacao via TCR/CD28. Em relagao aos subtipos de células B, uma maior
frequéncia de células B de memodria ativada foi observada no grupo CCMsint. Apesar
de preliminares, nossos achados revelam um aumento nos subtipos de células
Th17/Tc-17 circulantes expressando moléculas funcionais de TLR2 e, especialmente,
TLR4, associado a um aumento nos subconjuntos de células B de memdria, em
pacientes CCM com atividade clinica da doenga.

Palavras-chave: Malformagdes cavernosas cerebrais. Células T. Células Th17.
TLR. Citocinas. Células B. LPS



ABSTRACT

CASTRO, Camilla Teixeira de. Phenotypic and functional analysis of T cells
expressing toll-like receptors (TLR)-2 and TLR-4 and B cells in peripheral blood
of patients with brain cavernomas and their relationship with disease severity.
2022. 109 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Cerebral cavernous malformations (CCM) are vascular lesions containing
grossly dilated capillaries and altered permeability, predisposing patients to a risk of
hemorrhagic stroke, epilepsy and various neurological deficiencies. The outcome of
the disease appears to be influenced by elements of the immune response. This
hypothesis is reinforced by the finding of intense T and B cell infiltration in the
cavernoma regions and the involvement of the toll-like receptor (TLR) 4 with the
development of CCM. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
cytokine profile of T cells expressing TLR2 and TLR4, as well as subsets of B cells, in
asymptomatic (CCMassint, N=14) and symptomatic (CCMsint, Nn=23) patients. For that,
blood samples were collected and the mononuclear cells, or T lymphocytes, were
stimulated with polyclonal activators of T cells (anti-CD3/anti-CD28 antibodies) or with
TLR2 (Pam3C) and TLR4 (lipopolysaccharide, LPS) ligands. Phenotypic
characterization of T cells and B cells was conducted by flow cytometry. The release
of cytokines in the culture supernatants was quantified using the ELISA technique. In
the present study, it was observed that, when compared to CCMassint patients, CCMsint
patients had a higher frequency and density of TLR4 expressed in CD4" and CD8* T
cells. The percentage of Th17 cells expressing TLR2 and TLR4 was also higher in
CCMsint patients. Furthermore, the occurrence of symptoms in patients with CCM was
associated with greater expansion of Tc-1TLR4" cells, as well as Tc-17 and Th17.1
cells expressing TLR2 and TLR4. On the other hand, the percentage of CD4*TLR4*IL-
10" T cells was higher in the CCMassint group. In vitro, Pam3C and LPS were more
efficient in increasing the frequency of CD4*IL-6" T cells and Th17.1 cells in the
CCMsint group. In addition, compared to CCMassint, purified T cells from the CCMsint
group released higher levels of Th17-related cytokines in response to Pam3C and,
especially, in response to LPS. The same behavior was observed in the T cell cultures
of these patients after stimulation via TCR/CD28. Regarding B cell subtypes, a higher
frequency of activated memory B cells was observed in the CCMsint group. Although
preliminary, our findings reveal an increase in circulating Th17/Tc-17 cell subtypes
expressing functional TLR2 molecules, and especially TLR4, associated with an
increase in memory B cell subsets in CCM patients with clinical disease activity.

Keywords: Cerebral cavernous malformations. T cells. Th17 cells. TLR.
Cytokines. B cells. LPS.
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INTRODUGAO

Consideragoes gerais

As malformagdes cavernosas cerebrais (CCM, do inglés cerebral cavernous
malformation), mais conhecidas como cavernomas cerebrais, sdo lesdes vasculares
constituidas principalmente por aglomerados de capilares cerebrais grosseiramente
dilatados e alterados em sua permeabilidade, revestidos por uma unica camada de
endotélio, predispondo os pacientes a um risco de acidente vascular cerebral
hemorragico, epilepsia e deficiéncias neurolégicas diversas (MARAIRE; AWAD,
1995).

E uma das malformacdes vasculares do Sistema Nervoso Central (SNC) mais
frequentes na populacdo mundial, estimando-se que a sua prevaléncia varie de 0,4 a
0,8% (MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; ALIANCA
CAVERNOMA BRASIL, 2022; ORPHA.NET, 2022). Entretanto, uma fragao
significativa dos portadores (20-50%) permanece estavel e livre de qualquer sintoma,
sendo o cavernoma descoberto acidentalmente através de exames de imagem do
SNC, especialmente a ressonancia magnética (DODD; STEINBERG, 2015; ZAFAR et
al., 2019; ALIANCA CAVERNOMA BRASIL, 2022).

A ressonancia magnética é o teste mais sensivel para detec¢do das CCM (DE
SOUZA et al., 2008). O cavernoma pode ocorrer na forma esporadica ou familiar
(hereditaria), podendo apresentar-se como Unica ou multiplas lesdes.
Aproximadamente 20 a 30% dos casos apresentam-se como lesbes multiplas, a
maioria com histéria familiar positiva consistente com uma doenga hereditaria
autossémica dominante (DODD; STEINBERG, 2015; MARANHA; ARAUJO, 2018;
ALIANCA CAVERNOMA BRASIL, 2022).

Apesar de mutagdes nos genes CCM1 (KRIT1), CCM2 (MGC 4607) ou CCM3
(PDCD10) sabidamente aumentarem o risco de CCM, o desfecho da doenca é
heterogéneo, indicando que outros fatores impactam no curso da doenga, alguns dos
quais envolve provavelmente a expressdo de genes relacionados a resposta
inflamatdria (SHI et al., 2009; CHOQUET et al., 2014; GIRARD et al., 2018a). De fato,
tanto marcadores inflamatérios no sangue periférico dos pacientes com CCM, como
intensa infiltragcdo de mondcitos, células B e T nas areas cavernosas, tém sido
detectados em pacientes (SHI et al., 2009, 2014, 2016).
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Recentemente, estudo por Tang e colaboradores (2017) conduzido em
modelo experimental de CCM demonstrou uma interessante relagdo entre a
expressao dos receptores do tipo toll 4 (TLR4, do inglés toll-like receptor 4) nas células
endoteliais cerebrais, alteragbes no microbioma intestinal do animal e gravidade da
CCM. Nesse elegante estudo, a ativagdo das células endoteliais de camundongos
com CCM via TLR4 por bactérias Gram-negativas, ou por lipopolissacarideos (LPS),
acelerou a formagdo de CCM maduros, enquanto o bloqueio da sinalizagao
intracelular via TLR4 exerceu um efeito protetor (TANG et al., 2017).

Apesar dos TLRs serem classicamente expressos nas ceélulas do sistema
imune inato, esses receptores de padrbes moleculares associados aos patégenos
(PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns) e ao dano celular
(DAMPs, do inglés damage-associated molecular patterns) sdo também detectados
em células T cronicamente ativadas (MILLS, 2011), particularmente no contexto de
doengas autoimunes (FERREIRA et al., 2018; DIAS et al., 2019). No contexto das
CCM, células T sao identificadas nas lesdes cerebrais e, no entanto, até a presente
data, nenhum estudo tinha sido desenhado para investigar o padrao de expresséao de
TLR nas células T CD4* e T CD8* destes pacientes. Ademais, a presenca de linfécitos
B nas proximidades deve implicar uma mutua cooperagao entre estas células da
imunidade especifica na atividade clinica da doenga. O entendimento do
comportamento das células T e células B nos pacientes com CCM, além de original,
pode fornecer valiosas informagdes que podem contribuir no desenho de manobras

imunoterapéuticas no manejo clinico dos pacientes.

Ativacgao, diferenciacao, e fungoes das células T

O sistema imune €& composto por células e moléculas responsaveis pelo
reconhecimento e combate a elementos estranhos ao organismo e capazes de
perturbar a homeostase (KIM, 2018; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

No contexto de doencas infecciosas, a identificacdo e inicio da resposta
primaria a diferentes componentes moleculares de microrganismos, os antigenos, é

realizada pelas células da imunidade inata, particularmente ceélulas da linhagem



17

fagocitica locais, como os macrdfagos (M)) e células dendriticas (DCs, do inglés
dendritic cells) (Fig. 1) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Na dinamica da resposta imune a primo-infecgdo, M\ e DCs residentes sdo

ativados por diferentes PAMPs. Esses padrbes irdo ativar, nesses fagocitos, a
expressao de diferentes genes que codificam proteinas envolvidas na destruicdo do
invasor, tais como complexos enzimaticos responsaveis pela producdo de radicais
livres do oxigénio e do nitrogénio, as catepsinas, além da producéo de diferentes
mediadores pro-inflamatdrios soluveis, particularmente as citocinas (Fig. 1) (MAHLA,
2013; HERWALD; EGESTEN, 2016; RIERA ROMO; PEREZ-MARTINEZ; CASTILLO
FERRER, 2016; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Varias citocinas irdao amplificar
0s mecanismos de resisténcia aos patdgenos por induzir o recrutamento e ativagao
de outras células do sistema imune inato circulantes, tais como neutréfilos e células
NK (do inglés natural killer) (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; QUINN; DELEO,
2014; MASI et al., 2017; RIBATTI, 2017; CONG; WEI, 2019). Enquanto os neutrdfilos
sdo particularmente importantes no combate a bactérias extracelulares e fungos,
através da morte mediada por fagocitose e formagéo de armadilhas extracelulares
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; QUINN; DELEO, 2014; DELGADO-RIZO et al.,
2017), as células NK séo capazes de identificar células hospedeiras infectadas por
virus e liberar um conjunto de substancias citotoxicas, as granzimas e perforinas,
culminando na fragmentagdo do material genético da célula hospedeira junto ao
patdgeno (KRZEWSKI; COLIGAN, 2012; RIBATTI, 2017; CONG; WEI, 2019).

Apesar da resposta imune inata ser importante no combate inicial ao invasor,
ativacao dos elementos celulares da resposta imune adaptativa, os linfécitos T e B, é
fundamental para debelar a infecgdo e/ou conter o invasor (Fig. 1) (SHRIKANT et al.,
2010; KIM, 2018; SANTAMARIA et al., 2018).
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Figura 1 - Imunidade inata e adaptativa

Microrganismo
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Legenda: Integridade das barreiras fisicas e a presenca de células da imunidade inata, tais como os
fagoécitos, células dendriticas e NK, além da ativacdo das proteinas do sistema
complemento, participam dos primeiros eventos envolvidos no combate ao invasor. Ja na
imunidade adaptativa, tem-se linfocitos B, responsaveis pela producdo de anticorpos, e as
células T que pode exercer diferentes fungdes efetoras apds sua ativagdo por células
apresentadoras de antigenos.

Fonte: Adaptado de Abbas et al., 2015.

Classicamente, diferente das células da imunidade inata, os linfécitos T (CD4*
ou CD8") e as células B classicas possuem receptores capazes de reconhecer
diferengcas minimas entre proteinas antigénicas dos diferentes patégenos (JIN et al.,
2012; KAECH; CUI, 2012; COSMI et al., 2014; LIANG; PAN; YE, 2015b; LEFF-
GELMAN et al., 2016; BEUREL; LOWELL, 2018; FLORES-SANTIBANEZ et al., 2018;
KIM, 2018).

Na hierarquia da resposta imune, as células T ocupam uma posicao de
destaque gragas as diversas citocinas liberadas por seus fenétipos que irdo regular a
funcado de todas as outras células da imunidade inata, e promover a producédo de
anticorpos de maior afinidade pelas células B. (KIM, 2018; SABBAGH et al., 2018;
SANTAMARIA et al., 2018; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). No entanto, eficiente
ativacao e diferenciacdo das células T dependem do status funcional das células
apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés antigen presenting cells),
particularmente das DCs (MILLS, 2011; JIN et al., 2012; TERRA et al.,, 2012;
MITTRUCKER; VISEKRUNA; HUBER, 2014; BEUREL; LOWELL, 2018; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019; PATENTE et al., 2019; SNYDER; AMIEL, 2019).
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Ativacao de linfocitos T

A ligacdo entre a imunidade inata e adaptativa durante resposta imune
primaria contra patégenos se da através da formacao de sinapse imunolégica entre
as células T com as APCs imunogénicas. Nesse sentido, células T CD4* e células T
CD8*, através de seus receptores de antigenos (TCRs, do inglés T-cell receptors),
reconhecem antigenos peptidicos acoplados, respectivamente, as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility
complex) de classe Il ou | expressos na superficie das DCs profissionais (MILLS, 2011;
JIN et al., 2012; TERRA et al.,, 2012; MITTRUCKER; VISEKRUNA; HUBER, 2014;
BEUREL; LOWELL, 2018; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Entretanto, a completa
e adequada ativagdo desses linfécitos depende de outras interagbes cognatas e
citocinas liberadas pelas DCs maduras que foram particularmente ativadas por
PAMPs.

Os PAMPs sao reconhecidos por diferentes familias de receptores de padrao
(PRRs, do inglés pattern recognition receptor), como por exemplo membros da familia
TLR (Tabela 1). Apesar de TLRs serem identificados em diferentes células
(CARAMALHO et al., 2003; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006), sua expresséao é
particularmente elevada nas células do sistema imune inato (CARAMALHO et al.,
2003). Classicamente, diferentes ligantes de TLRs modulam indiretamente a resposta
imune adaptativa por ativar as APCs, particularmente as DCs (RANJAN et al., 2009;
YANAI et al., 2009; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; OSORIO; REIS E SOUSA, 2011).

Inumeros produtos bacterianos sao reconhecidos pelos TLRs, entre eles,
destacam-se o LPS (do inglés, lipopolysaccharides) e o acido lipoteitoico, ambos
constituintes de paredes celulares de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
respectivamente (Tabela 1) (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; JIN et al., 2012;
SPASOVA; SURH, 2014; ZHANG; LU, 2015; LEFF-GELMAN et al., 2016; KORNEEV
et al.,, 2017; RAJASEKARAN; ANURADHA; BETHUNAICKAN, 2017; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).
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Tabela 1 - Os TLRs e seus respectivos ligantes microbianos e endégenos
Tipo de TLR Ligante Microbiano (PAMP)

TLR2* Lipomanana (Mybobacterium), Acidos lipoteicoicos

(bactérias gram-positivas), lipopeptidios di e tri-acilados

TLR3 RNAds (virus)

TLR4 LPS (bactérias Gram-negativas)

TLRS Flagelina (bactérias Gram-negativas)

TLR7 RNAss (virus)

TLR8 RNAss (virus)

TLR9 Oligonucleotideos com motivos CpG (bactéria e virus)

*em associagao com TLR1 e TLR6

Na presenca de ligantes de TLR2 e TLR4, por exemplo, as DCs passam a
expressar diferentes moléculas que as capacitam a se tornarem APC profissionais.
Uma das primeiras alteracdes envolve aumento na expressao tanto das moléculas do
MHC de classe | e Il, aumentando a probabilidade de apresentacado de diferentes
peptideos antigénicos para as células T, quanto das moléculas B7-1 (CD80) e B7-2
(CD86), ambas consideradas moléculas co-estimuladoras (GONZALEZ; TABORDA,;
RUGELES, 2017; CHEN et al, 2018; GRABOWSKA et al, 2018;
KALATHOOKUNNEL ANTONY; LIAN; WU, 2018; WANG; WU, 2018; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019; COUTURE et al., 2019; PATENTE et al., 2019; SNYDER,;
AMIEL, 2019; VALENTINE; HOYER, 2019). Outro importante evento relacionado a
maturacdo das DCs envolve a sua migracdo do local de infeccao em direcao as
regides que concentram células T na periferia, tais como os ganglios linfaticos e os
tecidos linfoides associados a mucosa. Essa migragcdo é direcionada pelas
quimiocinas CCL19 e CCL21, produzidas nas zonas que concentram as células T, que
se ligam ao CCR7 expresso nas DCs maduras (GRABOWSKA et al., 2018; WU et al.,
2018; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; PATENTE et al., 2019; SNYDER; AMIEL,
2019). No caso dos ganglios linfaticos, a chegada das DCs na regido paracortical,
aumenta a chance dessas APCs realizarem sinapse imunolégica com diferentes
células T (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; JIN et al., 2012; GONZALEZ; TABORDA;
RUGELES, 2017; CHEN et al, 2018, GRABOWSKA et al., 2018;
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KALATHOOKUNNEL ANTONY:; LIAN; WU, 2018; WANG; WU, 2018; COUTURE et
al., 2019; PATENTE et al.,, 2019; SNYDER; AMIEL, 2019; VALENTINE; HOYER,
2019).Além de apresentar peptideos, considerado como primeiro sinal, a completa
ativacao desses linfécitos T depende de um segundo sinal, antigeno inespecifico, que
€ mediado pela interacdo entre o CD28, expresso na superficie das células T em
repouso, com as moléculas CD80 ou CD86, presentes na superficie de DCs maduras
(Fig. 2). As vias de sinalizagdo intracelulares disparadas apds a interagao
MHC:peptideo com TCR e das moléculas coestimulatérias garantem a sobrevivéncia,
producado de citocinas e proliferacdo dos linfécitos T, sendo esse ultimo evento
dependente da interleucina (IL)-2 (Fig. 2) (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; JIN et al.,
2012; TERRA et al., 2012; COUTURE et al., 2019; GLATZOVA; CEBECAUER, 2019).
O tempo dessa sinapse imunoldgica pode ser aumentado através da ligagao do CD40,
da APC, ao CD154 (CD40L) expresso nas células T ativadas (MESQUITA JUNIOR et
al., 2010; JIN et al., 2012; TERRA et al., 2012; KALATHOOKUNNEL ANTONY; LIAN;
WU, 2018; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).
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Figura 2 - Apresentagao de antigenos
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Legenda: Apresentacdo de antigenos pela célula dendritica, a mais importante APC, a célula T por
meio do complexo peptideo/MHC presente na APC, reconhecido pelo TCR existente nas
células T e consequente ativagdo através de trés sinais. O primeiro sinal é responsavel pela
ligacéo entre o complexo peptideo/MHC com o TCR. O segundo sinal, conhecido como co-
estimulo, decorre da interagao entre os membros da familia B7 (CD80 ou CD86), expressos
nas APCs, com o CD28 das células T. Esses dois sinais sdo responsaveis também pela
sobrevivéncia das células T. Por fim, o terceiro sinal, que ira determinar o fendétipo das
células T, € mediado principalmente pela liberagéo de citocinas pelas APCs.

Fonte: Adaptado de COUTURE et al., 2019.

Finalmente, porém ndo menos importante, existe um terceiro sinal acionado
pelas DCs profissionais que € responsavel por induzir diferentes painéis de
transcriptomas nas células T ativadas, tornando-as aptas a exercer varias fungoes
bioldgicas envolvidas no combate a diferentes patégenos, fendbmeno esse conhecido
como diferenciagéo celular (JIN et al., 2012; COSMI et al., 2014; LIANG; PAN; YE,
2015b; GONZALEZ; TABORDA; RUGELES, 2017; BEUREL; LOWELL, 2018; CHEN
et al., 2018; FLORES-SANTIBANEZ et al., 2018).

Diferenciacdo das células T em fendtipos efetores

A diferenciacdo dos linfocitos T em células efetoras € principalmente
dependente da secrecao de diferentes citocinas pro-inflamatérias pelas DCs maduras,

e é particularmente importante para as células T CD4" cuja a fungao é regular a fungéo
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de todas as outras células do sistema imune.

A diferenciagado dos linfocitos T CD4* no fendtipo Th1 (do inglés, T helper 1) é
estritamente dependente da produgao de IL-12 pelas DCs (Fig. 3). Nesses linfocitos,
a IL-12 ativa o fator de transcricdo T-bet (do inglés, T-box transcription factor),
responsavel por manter a expressdo estavel dos genes que codificam as duas

citocinas de assinatura desse fendtipo celular, a IL-2 e o interferon (IFN)-©. Elevados
niveis de IL-2 e IFN-© sao produzidos durante a chamada resposta imune celular. O
IFN-© aumenta o poder microbicida dos fagdcitos e das células NK (JIN et al., 2012;

COSMI et al.,, 2014; LEFF-GELMAN et al.,, 2016; BEUREL; LOWELL, 2018;
COUTURE et al., 2019). Adicionalmente, por auxiliar na ativacao e diferenciacéo dos
linfocitos T CD8* em células citotdxicas (CTL, do inglés cytotoxic T lymphocytes), o
fendtipo Th1 é fundamental no combate a microrganismos intracelulares obrigatérios.
Mais recentemente, estudos tém demonstrado que um novo subtipo de
linfécito Th1, chamado células T helper folicular (Trn1, do inglés folicular helper), que
por expressar CXCR5 e produzir IFN-© e IL-21 (CROTTY, 2011; JOGDAND;
MOHANTY; DEVADAS, 2016), é fundamental na producéo de IgG1 (immunoglobulin
G 1) e IgG3 pelas células B foliculares (KEMENY, 2012; COSMI et al., 2014;
MESQUITA JR et al., 2016; VINUESA et al., 2016; CROTTY, 2019).
As CTLs, também conhecidos como linfocitos Tc-1 (do inglés, cytotoxic T cells
1), além de serem capazes de eliminar células hospedeiras infectadas por patégenos
intracitoplasmaticos através da liberagdo de granzimas e perforinas, também
amplificam a resposta imune celular por produzir elevados niveis de IFN-y e TNF-a
(do inglés, tumor necrosis factor alfa), (Fig. 4) (GRAVANO; HOYER, 2013; KIM,;
SURESH, 2013; MITTRUCKER; VISEKRUNA; HUBER, 2014; SUNG; RACANELLI;
SHIN, 2014; LIANG; PAN; YE, 2015b; CHEN et al., 2018; FLORES-SANTIBANEZ et
al., 2018; KONJAR; VELDHOEN, 2019). Os fatores de transcrigcdo associados a sua
diferenciacdo no fendétipo Tc-1 sdo T-bet, 1d2 (do inglés, inhibitor of DNA-binding 2),
Blimp-1 (do inglés, B lymphocyte-induced maturation protein-1) e IRF4 (do inglés,
interferon regulatory factor 4). Por outro lado, a geragdo de memoria nesse fenétipo
celular depende da expressao de BCL-6 (do inglés, B-cell lymphoma 6 protein),
Eomes (do inglés, eomesodermin), 1d3, TCF-7 (do inglés, transcription factor 7) e
FOXO1 (do inglés, forkhead box 1) (SHRIKANT et al., 2010; KAECH; CUI, 2012; KIM;
SURESH, 2013; MITTRUCKER; VISEKRUNA; HUBER, 2014; CHEN et al., 2018).
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Vale ressaltar que as células B foliculares sao principalmente do subtipo B-2
cujos receptores de antigenos (BCRs, do inglés B-cell receptors) sao direcionados
contra proteinas. As interagcbes destas células com os linfocitos Trh permitem a
ativacao das células B naives (IgD*IgM*CD27-CD38*) em células B de meméria (IgD-
IgM-CD27*CD38*) e memoria ativada (IgDIgM-CD27*CD38") (WU; KIPLING; DUNN-
WALTERS, 2011). Ademais, na dependéncia do subtipo de células TrH, as células B
se diferenciam em plasmactios (IgDIgM-CD27*CD38**), secretores de anticorpos de
diferentes classes, como por exemplo IgG1 e IgG3 na resposta imune humoral
especifica coordenada pelas células Try1 (CROTTY, 2019).

As 1gG1 e IgG3 sao excelentes anticorpos para eliminacdo de patdgenos
através da neutralizagdo (mediada pelos dominios variaveis do anticorpo), aumento
da fagocitose, por via direta ou indireta (via ativagao do sistema complemento) e morte
da célula-hospedeira mediada pelas células NK (MCKINSTRY; STRUTT; SWAIN,
2010; JIN et al., 2012; COSMI et al., 2014; LEFF-GELMAN et al., 2016; BEUREL,;
LOWELL, 2018; COUTURE et al., 2019).

Ja na presenca de niveis elevados de IL-4, os linfocitos T CD4" se diferenciam
no fendtipo Th2 através da indugédo de um programa de diferenciagéo envolvendo o
fator de transcricdo GATA-3 (do inglés GATA binding protein 3) (Fig. 3) (ZHU,
YAMANE; PAUL, 2010; JIN et al., 2012; COSMI et al., 2014). Esses linfocitos medeiam
a classica resposta imune humoral através da secreg¢ao de IL-4 e IL-13 permitindo
assim a ativacao dos linfocitos B produtores de imunoglobulina (Ig) E (ZHU; YAMANE;
PAUL, 2010), particularmente o subtipo celular Trn2, que, dentro dos foliculos linfoides
secundarios, produzem elevados niveis de IL-4 e IL-21 (KEMENY, 2012; COSMI et
al., 2014; MESQUITA JR et al., 2016; VINUESA et al., 2016; CROTTY, 2019). Junto
com mastdcitos e eosindfilos, a resposta imune envolvendo os linfocitos Th2 e Trn2
esta envolvida no combate as infestagdes por helmintos (MAKANI; JEN; FINN, 2008;
MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ZHU; YAMANE; PAUL, 2010; COSMI et al., 2014;
LEFF-GELMAN et al., 2016; WANG; WU, 2018; COUTURE et al., 2019).

Apesar de auxiliarem o sistema imune, as células Th2 e Tr12 estdo envolvidas
em respostas alérgicas (OYAMADA et al., 2021). Um novo fenétipo, Th2A, vem sendo
observado em pacientes alérgicos (KOENIG et al., 2021). Esse fenétipo aumenta na
exposicao ao alérgeno e possui baixa capacidade proliferativa. Além da descoberta

de Th2A, descobriu-se a presenca de Trn13 que produz IL-13 e junto de Trn2, ativam
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células B alérgeno-especificas produtoras de IgE (CHEN et al., 2021; KOENIG et al.,

2021; OYAMADA et al., 2021).

Figura 3 - Diferenciacao de células T CD4*
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Legenda: Célula dendritica, na presenca de diferentes citocinas, ira induzir a diferenciagdo de células
T CD4* em fendtipos efetores ou reguladores. As células Try sdo diferenciadas através da
producao das citocinas IL-6 e IL-21 pela APC, sao relacionadas ao fator de transcricdo STAT-
3 e Bcl6, produzindo mais IL-21, citocina que ira auxiliar as células B a produzirem anticorpos
de maior afinidade. A IL-12, produzida pela célula dendritica, é responsavel pela diferenciagéo
da célula T CD4* em Th1, relacionada aos fatores de transcricido STAT-4 e T-bet que ira
produzir as citocinas IFN-y e TNF-a. O fenétipo Th2 é diferenciado pela produgéao de IL-4 pela
APC, que induz a ativagao dos fatores de transcricdo STAT-6 e GATA-3 e a consequente
produgao de IL-4, IL-5 e IL-13. Finalmente, o TGF-B em associagao com IL-6 produzidos pela
célula dendritica, diferenciam a célula T CD4*em Th17 que ativa STAT-3 e RORyt e produz

IL-17A, IL-17F e IL-22.
Fonte: Adaptado de PATENTE et al., 2019.
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Figura 4 - Diferenciacao de células T CD8*
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Legenda: Células T CD8" naives podem ser ativadas e se diferenciar em fenétipos como o Tc1, através
da produgéo de IL-2, IL-12 e ativagado dos fatores de transcrigdo T-bet e Eomes. As células
Tc-1 produzem grandes quantidades de IFN-y. A diferenciagcdo em Tc2 é dada pela IL-4 e
indugcao de GATA-3. Essas células Tc-2 possuem uma baixa agéo de citotoxicidade e, quando
ativadas, secretam IL-4, IL-5 e IL-13. Por fim, para a diferenciagdo de Tc17, TGF-, STAT-3
e RORyt sdo necessarios. Apds a diferenciacdo, a célula Tc17, que possui pobre fungéo
citotdxica, sera capaz de produzir IL-17 e IL-21.

Fonte: Adaptado de VALENTINE and HOYER, 2019.

Por fim, a diferenciagao do fenétipo Th17 pode ser induzido pelo TGF- (do
inglés, transforming growth factor beta) com IL-6, ou ainda com IL-21 (Fig. 3) (JIN et
al., 2012; COSMI et al., 2014; BEUREL; LOWELL, 2018). Essas citocinas, induzem a
expressao do fator de transcrigdo RORYT (do inglés, retinoic acid-related orphan
receptor gama T) (JIN et al., 2012; COSMI et al., 2014; BEUREL; LOWELL, 2018). De
forma interessante, essas citocinas sao responsaveis pela inibicdo de T-bet, contra-
regulando assim o fendétipo Th1 (JIN et al., 2012; COSMI et al., 2014; BEUREL,;
LOWELL, 2018). O STAT3 (do inglés, signal transducer and activator of transcription
3) é outro fator de transcrigdo igualmente importante para a diferenciagao do fenétipo
Th17 e indugao da sintese das citocinas IL-21, IL-22 e da IL-17A (IL-17), a citocina de
assinatura das células Th17 (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; JIN et al., 2012;
BEUREL; LOWELL, 2018; COUTURE et al., 2019). A estabilizacao desse fendtipo
depende, no entanto, da IL-23 produzida pelas DCs (COUTURE et al., 2019). Esses
linfocitos T CD4* sdo responsaveis por coordenar a resposta imune contra bactérias

extracelulares e fungos por induzir, de forma indireta, o recrutamento e ativagcao de
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neutréfilos nos locais de infeccdo (COSMI et al., 2014; BEUREL; LOWELL, 2018;
COUTURE et al., 2019). A migracdo orientada desses fagocitos € induzida pela
quimiocina CXCL8 (do inglés, C-X-C motif chemokine ligand 8) produzida pelas
células parénquimais e da imunidade inata no local de infecgdo quando ativadas pela
IL-17 (BEUREL; LOWELL, 2018; COUTURE et al., 2019). A semelhanga de outros
fendtipos celulares, células Tr117 no sangue periférico, conhecidos por produzir IL-21
e IL-17, sdo capazes de ajudar as células B-2 a produzir IgG e IgA de alta afinidade
(MESQUITA JR et al., 2016; VINUESA et al., 2016; CROTTY, 2019). Homodlogo as
células Th17, os linfécitos Tc17 necessitam das mesmas citocinas e fatores de
transcricdo para diferenciagao, além da necessidade de IL-23 para se estabilizar (Fig.
4) (SHRIKANT et al., 2010; KAECH; CUI, 2012; LIANG; PAN; YE, 2015b, 2015a;
CHEN et al, 2018; FLORES-SANTIBANEZ et al., 2018). A resposta imune
exacerbada mediada pelas células Th17, atraveés da produg¢ao de elevados niveis de
IL-17 e IL-21, assim como expressdo estavel de STAT-3 e ROR-yT, inibe a
diferenciagcdo das células T CD4* em fendtipos T reguladores envolvidos na
homeostase imune (BEUREL; LOWELL, 2018; COUTURE et al., 2019).

Apesar do papel fundamental na vigilancia imunologica contra diferentes
patdgenos, subtipos de células Th17 tém sido implicados em varias reagcbes de
hipersensibilidades, tal como doencgas autoimunes (BARROS et al., 2017; FERREIRA
et al., 2018). Na esclerose multipla, doenga autoimune desmielinizante do SNC, por
exemplo, acumulo de células Th17 capazes de produzir IFN-© e GM-CSF no sangue
periférico e liquor foi associado a gravidade da doencga (KEBIR et al., 2009; RASOULI
et al., 2015; FERREIRA et al., 2018). Existem ainda os fendtipos Trn17, associado
também a doengas autoimunes de fundo humoral, tais como lupus eritematoso
sistémico (KIM; LEE; DIAMOND, 2018) e transtornos do espectro da neuromielite
optica (MONTEIRO et al., 2019), desordens de doencas inflamatérias do SNC de
fundo autoimune envolvendo a producado de anticorpos, principalmente contra a
aquaporina-4.

Além de sua associagao com formas mais graves de doencgas autoimunes, as
células Th17 IFN-y* GM-CSF* sdo também particularmente resistentes a inibicdo e

controle imune mediados pelas células T reguladoras (RAMESH et al., 2014).
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Homeostase do sistema imune: papel das células T requladoras

Como todo sistema biolégico, as respostas imunes devem ser reguladas, caso
contrario, sua atuagdo, mesmo contra invasores indesejaveis, eleva o risco do
desenvolvimento de doencas imunomediadas (COSANTINO; BAECHER-ALLAN;
HAFLER, 2008). Como mencionado previamente, subtipos de células Th17 estédo
envolvidas na génese de varias doencas autoimunes (ZAGHOUANI; HOEMAN;
ADKINS, 2009). Por outro lado, citocinas secretadas pelas células Th2 sao
protagonistas nas reagdes alérgicas mediadas pela IgE (MCKINSTRY; STRUTT,;
SWAIN, 2010). Portanto, para evitar essas condi¢des imunopatologicas, eventos
imunes envolvidos em toleradncia devem ser preservados, tal como a atuagao dos
linfécitos T reguladores (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008).

A grande maioria das células T reguladoras sao do tipo CD4, e a diferenciacao
depende do contato com DCs tolerogénicas (tDCs), conhecidas em produzir elevados
niveis de IL-10, IL-27, IL-35 e TGF-B (STEINMAN; HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003;
MALDONADO; VON ANDRIAN, 2010; DOMOGALLA et al.,, 2017; TAKENAKA,;
QUINTANA, 2017). De forma geral, existem dois subtipos principais de células T
reguladoras, as que expressam (Tregs), ou ndo (Tr-1) o fator de transcricdo FoxP3 (do
inglés forkhead box P3) (LI et al., 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010;
DANIKOWSKI; JAYARAMAN; PRABHAKAR, 2017; SABBAGH et al., 2018; WANG;
WU, 2018; CARI et al., 2019). As células Tregs podem ser ainda classificadas como
sendo naturais (nTregs), geradas durante a maturacdo dos linfécitos T no timo
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010; HU; LANCASTER; EHRLICH, 2015; DANIKOWSKI;
JAYARAMAN; PRABHAKAR, 2017; SABBAGH et al., 2018; CARI et al., 2019), ou
induzidas (iTreg) na periferia a partir de células T CD4" maduras virgens (Fig. 5) (JIN
et al.,, 2012; KANAMORI et al., 2016; DANIKOWSKI; JAYARAMAN; PRABHAKAR,
2017; SABBAGH et al., 2018). A combinagdo de citocina liberada pelas APC é
fundamental para determinar o subtipo de células T reguladora que sera induzido. Na
presencga de IL-2, produzida pelas células T, junto com o TGF-B, ou IL-10, liberados
pelas {DCs, as células T CD4"* se diferenciam em Tregs (KANAMORI et al., 2016;
SABBAGH et al., 2018). Por outro lado, a combinagao de IL-10 mais IL-27, produzidos
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pelas DCs, ird induzir a formagao de células Tr-1 (MALDONADO; VON ANDRIAN,
2010; TAKENAKA; QUINTANA, 2017). Alguns nutrientes, tal como produto da vitamina
A, o acido retindico, produzido pelas DCs CD103* e outras, favorece a expansao e
diferenciacdo de Tregs na periferia (MALDONADO; VON ANDRIAN, 2010;
DOMOGALLA et al., 2017; TAKENAKA; QUINTANA, 2017). Os mecanismos pelos
quais os diferentes subtipos de células T reguladoras exercem seus efeitos
imunossupressores sao variados, mas muitos desses envolvem a habilidade de
produzir elevados niveis das citocinas anti-inflamataérias IL-10 e TGF-3 (DANIKOWSKI,
JAYARAMAN; PRABHAKAR, 2017; SABBAGH et al., 2018; WANG; WU, 2018; CARI
et al., 2019). Ademais, células B reguladoras produtoras de IL-10 (Br-1) ou TGF-( (Br-
3) também contribuem no controle de reagdes de hipersensibilidade (MAURI; MENON,
2017).

Figura 5 - Diferenciagéo de células reguladoras
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iTreg
Naive T
IL-2, RA,

+
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Legenda: As células T CD4* que se diferenciam no timo e passam a expressar Foxp3*, sdo as Tregs
naturais (nTreg). Células T CD4" naives, especificas para antigenos proprios ou externos,
podem também se tornar células Treg FoxP3* induzidas (iTregs) quando em contato com
APC tolerogénica na presenca de IL-2 e TGF-$3 ou Tr-1 FoxP3- quando a APC secreta IL-10.
O acido retindico (proveniente da vitamina A) favorece a expansao de células T reguladoras
funcionais.

Fonte: Adaptado de SAKAGUCHI et al., 2008.
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Diante do exposto, a saude depende de um delicado equilibrio entre a
frequéncia de células imunes efetoras e reguladoras. Qualquer disturbio na rede de
citocinas pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias pode estar associado ao
desenvolvimento e/ou progndstico de doengas humanas, tal como cavernoma

cerebral.

Malformagoes cavernosas cerebrais

Definicdo, patologia e diagndstico

Malformagdes cavernosas cerebrais (CCMs), cavernomas, ou angiomas
cavernosos, sao lesdes vasculares em que os vasos se tornam altamente dilatados e
revestidos por uma unica camada de células endoteliais, sem a presenca de tecido
elastico e musculo liso, além de possuirem baixo fluxo sanguineo. Nas formas
familiares, essas malformagdes ndo sado exclusivas do SNC, estando presente em
orgaos como tireoide e figado (BATRA et al., 2009; LEBLANC et al., 2009; GROSS et
al., 2011; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; CATON;
SHENOY, 2021). Esses cavernomas sao classificados como hamartoma,
caracterizado pela proliferagdo de um tecido ndo neoplasico (BATRA et al., 2009;
MARANHA; ARAUJO, 2018).

Os CCMs sao bem delimitados e possuem em torno de 1 a 5 cm. Nao
possuem parénquima ou artérias no interior da lesdo, porém, € comum a ocorréncia
de trombose em diversos estagios, preenchendo as cavernas vasculares por conta do
lento fluxo sanguineo e, em torno de 3% dos casos, anomalias do desenvolvimento
venoso (DVAs, do inglés developmental venous anomalies) sédo observadas (BATRA
et al., 2009; LEBLANC et al., 2009; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON;
BARKER, 2018; CATON; SHENOY, 2021).

O desenvolvimento de CCMs vem sendo associados as DVAs, através de
estudos que mostram uma relacdo entre o desenvolvimento de cavernomas

provenientes de DVAs prévias, indicando o surgimento esporadico da doencga. Além
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disso, estudos tém demonstrado associagdes entre a idade como um fator de
prevaléncia entre CCMs associados a DVAs. Apesar de tal fato ser demonstrado em
alguns estudos, a relagao causal ainda nao foi esclarecida. Acredita-se que alteragdes
hemodinamicas, como aumento da pressao venosa que sobrecarrega a parede do
vaso causando lesdo, resulte em micro-hemorragias repetidas (que podem ser
silenciosas por anos ou décadas) e trombose em regides com DVAs, sendo um gatilho
para o desenvolvimento de CCMs (BRINJIKJI et al., 2017; GOLDSTEIN; SOLOMON,
2017; STAPLETON; BARKER, 2018; GARCIA-PEREZ et al., 2019; ZAFAR et al.,
2019).

Nos locais adjacentes aos CCMs, que possuem uma aparéncia semelhante a
amora, é possivel encontrar produtos de degradagdo do sangue, a hemossiderina,
astrogliose reacional e calcificagdes (Fig. 6) (BATRA et al., 2009; MARANHA;
ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; CATON; SHENOQY, 2021).

A barreira hematoencefalica (BHE) também se encontra parcialmente
comprometida no local da lesdo, facilitando a extravasamento dos eritrocitos e a
deposi¢cao de hemossiderina, induzindo a inflamagao local (BATRA et al., 2009;
LEBLANC et al., 2009). Lesdes com hemorragias recorrentes apresentam vesiculas
que revestem superficies luminais das células endoteliais. Além disso, a associagao
do CCM com DVA, tende a ter mais hemorragia do que lesées isoladas (BATRA et al.,
2009).
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Figura 6 - Esquema e foto do cérebro, mostrando uma malformagao cavernosa

cerebral
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Legenda: A — Esquema da malformagao cavernosa cerebral; B — Foto tirada de uma malformagao

cavernosa cerebral.

Nota: Na figura A, é possivel notar a aparéncia especifica dessa malformagéo, que lembra uma amora,
devido aos vasos altamente dilatados e revestidos por uma Unica camada de células endoteliais,
sem a presenca de tecido elastico e musculo liso, além do baixo fluxo sanguineo e falta de
parénquima (Dartmouth-Hitchcock). Na figura B é possivel ver um cavernoma cerebral em
estagio pré-operatério, de forma que se nota a aparéncia semelhante a amora além de algumas
caracteristicas descritas na figura A.

Legenda: FARIA et al., 2004.

Os cavernomas podem ser observados através de imagens de ressonancia
magnética (RM), sendo o padréao ouro para o diagnéstico (Fig. 7). Nas imagens, as
lesdes se assemelham a “pipoca” por conta da coloracdo da hemossiderina
(MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; CATON; SHENOY,

2021). Tomografia computadorizada também ajuda no diagndstico, principalmente
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quando ha presenca de hemorragias, além de mostrarem calcificagdes ao redor da
lesdo, quando presentes (MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018;
CATON; SHENOQY, 2021). A angiografia ndo é muito utilizada devido ao fluxo lento de
sangue pelos vasos, porém, quando associado a DVAs, o exame se mostra bastante
eficiente, sendo o mais utilizado para a detecgdo dessa anomalia (CATON; SHENOY,
2021).

Figura 7 - Imagem de ressonancia magnética de uma malformagdo cavernosa

cerebral

Legenda: A a D —Imagens de ressonancia magnética mostrando uma malformagéo cavernosa cerebral.

Nota: Nas figuras A a D representa uma imagem de ressonancia magnética do cérebro mostrando com
exatiddo o local da lesdo. Nas figuras C a D mostra uma imagiologia ponderada a qual indica
hemossiderina dentro do nucleo da lesdo assim como uma anomalia venosa do desenvolvimento
associada ao cavernoma.

Fonte: STAPLETON; BARKER, 2018.

Quando o cavernoma € diagnosticado, quer seja unica ou multiplas lesdes, o
meédico deve fazer uma revisado do histérico do paciente para determinar se a forma é
esporadica ou familiar, além de se procurar evidéncias hemorragicas sintomaticas e
déficits neurolégicos (CATON; SHENOQY, 2021).
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Etiologia

Estudos estimam que aproximadamente 20% dos casos de CCMs sao
familiares (SIRVENTE et al., 2009; MARANHA; ARAUJO, 2018; ZAFAR et al., 2019;
ALIANCA CAVERNOMA BRASIL, 2022), enquanto todo os outros s&o casos
esporadicos da doenca. Em relacdo aos casos hereditarios, eles possuem um carater
autossdmico dominante, normalmente se desenvolvem multiplos cavernomas que
tendem a crescer em numero e tamanho conforme a idade do paciente. Mesmo nos
casos de multiplas lesdes, os sintomas tendem a ser atribuidos a uma unica leséo
dominante (LEBLANC et al., 2009; SIRVENTE et al., 2009; GOLDSTEIN; SOLOMON,
2017; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; LOPEZ-RAMIREZ
etal., 2019; MALINVERNO et al., 2019; ZAFAR et al., 2019; CATON; SHENOQY, 2021;
ALIANCA CAVERNOMA BRASIL, 2022).

Existem trés genes distintos cujas muta¢des tém sido relacionadas ao
desenvolvimento dessas malformagdes: o CCM1, CCM2 e CCM3. As trés proteinas
codificadas por esses genes formam um complexo trimérico, e cada uma dessas
possuem multiplos dominios essenciais para ativar diferentes vias de sinalizacdo que
estdo envolvidas em varios processos, tais como estabilizagdo da organizagéo do
citoesqueleto, adesao célula-célula, migracao e apoptose (Fig. 8) (LEBLANC et al.,
2009; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; ZAFAR et al., 2019;
CATON; SHENOQY, 2021).

O CCM1 codifica a proteina KRIT1 (do inglés Krev interaction trapped 1), e
50% dos casos familiares de CCM tém sido associados a mutacdo nesse gene
(MALINVERNO et al., 2019; CATON; SHENOY, 2021; MEDLINEPLUS, 2022). A
importancia da KRIT1 nas jungdes célula-célula é enfatizada por sua associagdo com
as proteinas juncionais, tais como as caderinas e subtipos de cateninas (GLADING et
al., 2007; GOITRE et al., 2017). Por mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos,
essas fungdes da KRIT1 dependem da expressdo CCM2 (ZAWISTOWSKI et al., 2005;
LEBLANC et al., 2009; GOLDSTEIN; SOLOMON, 2017; LISOWSKA et al., 2018).
Ademais, estudos também mostram que, junto com FoxO1 e SOD2, KRIT1 limita o
acumulo de radicais livres derivados do oxigénio no citosol, prevenindo assim a

apoptose celular em decorréncia ao estresso oxidativo (GOITRE et al., 2010, 2014,
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2017).

O CCM2, relacionado a Malcavernina, regula a formacéao e integridade do
coracao e dos vasos sanguineos por estabilizar as jungdes das células endoteliais,
sendo muitas dessas fungdes associadas a sua capacidade de estabilizar o proprio
complexo trimérico (LEBLANC et al., 2009; SIRVENTE et al., 2009; GOLDSTEIN;
SOLOMON, 2017; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018;
LOPEZ-RAMIREZ et al., 2019; MALINVERNO et al., 2019; ZAFAR et al., 2019;
CATON; SHENOQY, 2021).

Por fim, estudos recentes tém demonstrado que o CCM3, que codifica a
proteina PDCD10 (do inglés programmed cell death protein 10), regula 0os processos
de maturacéo da rede vascular por estabilizar o receptor 2 para o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGFR2 do inglés vascular endothelial growth fator receptor 2),
um dos peptideos que atua como fator de crescimento relacionados a angiogénese
(HE et al., 2010; LAUENBORG, 2010; UNIPROT, 2022). Adicionalmente, PDCD10,
por aumentar a atividade da proteina cinase ativada por mitdgenos e STK26 (do
inglés, serine/threonine kinase 26, também conhecido como MST4) (MA et al., 2007,
HE et al., 2010; MARDAKHEH; SELF; MARSHALL, 2016), tem sido implicada na via
de sinalizagcdo KDR/VEGFR2 (do inglés, kinase insert domain receptor) envolvida no
desenvolvimento cardiovascular, angiogénese, vasculogénese e hematopoiese
(LEBLANC et al., 2009; SIRVENTE et al., 2009; GOLDSTEIN; SOLOMON, 2017;
MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; LOPEZ-RAMIREZ et al.,
2019; MALINVERNO et al., 2019; ZAFAR et al., 2019; CATON; SHENOQY, 2021).
Apesar da mutacdo no gene CCM1 ser a causa mais comum de cavernomas
familiares, as formas mais graves da doencga estéo relacionadas a mutagdo no CCM3,
sugerindo que a proteina PDCD10 esteja envolvida em outros eventos biolégicos nas
células endoteliais vasculares que nao sao compartilhados pelo CCM71 ou CCM2
(GOLDSTEIN; SOLOMON, 2017; LOPEZ-RAMIREZ et al., 2019).

Em relacédo aos casos esporadicos, eles provavelmente surgem de mutacgdes
em uma unica célula decorrente de, por exemplo, radioterapia, € sdo normalmente
caracterizados por uma unica lesdo (GOLDSTEIN; SOLOMON, 2017; STAPLETON;
BARKER, 2018; GARCIA-PEREZ et al., 2019; LOPEZ-RAMIREZ et al., 2019;
MALINVERNO et al., 2019; CATON; SHENOQY, 2021).

A consequéncia mais critica da mutagdo em um desses genes €, portanto, o aumento
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da permeabilidade da juncdo endotelial devido a ativacdo exacerbada da via de
sinalizacao envolvendo Notch1 (do inglés, notch receptor 1) e Rho quinase (ROCK).
A comunicagao intercelular também ¢é prejudicada, o que correlaciona com as
caracteristicas histopatolégicas das lesbes, aonde existe uma falta de arquitetura
madura na parede dos vasos e consequente aumento da permeabilidade da BHE
(LEBLANC et al., 2009; SIRVENTE et al., 2009; KIM, 2016; ZAFAR et al., 2019;
CATON; SHENOQY, 2021). Como as proteinas CCM influenciam o RhoA ainda nao foi
totalmente elucidado, mas um mecanismo proposto seria o direcionamento de RhoA
para degradagéo proteossémica induzida por CCM2 por ativar o fator 1 regulador da
ubiquitina ligase E3 Smad (SMURF1) (CROSE et al., 2009). Portanto, bloqueio da via
RhoA-ROCK é uma estratégia terapéutica potencial para o tratamento dos sintomas
da CCM (LI; WHITEHEAD, 2010).

Figura 8 - Complexo proteico dos genes de CCMs

Endothelium Figure 2. One possible model of genes
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Nota: Ligagao das proteinas dos genes do CCM formando um complexo proteico trimérico que interage
com outras diversas proteinas citoesqueléticas, como RAP1 (Ras-related 1) e B-catenina,
modulando jungdes celulares interendoteliais, através da regulacao da ligagdo de caderinas e
microtubulos, impedindo a permeabilidade endotelial e mantendo a arquitetura do citoesqueleto.
Mutagdes numa dessas copias dos genes pode causar uma permeabilidade vascular, podendo
resultar em hemorragia e formagao de vasos dismorficos.

Fonte: LEBLANC et al., 2009.

CCM: Epidemiologia e sintomas

Na ressonancia magnética, cavernomas sao o segundo achado incidental
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vascular mais comum, apds os aneurismas, tendo uma prevaléncia de 1:625 pessoas
neurologicamente assintomaticas, e o segundo tipo mais comum de malformacdes
vasculares, ficando atras apenas das DVAs (BATRA et al., 2009; GOLDSTEIN;
SOLOMON, 2017; ZAFAR et al., 2019; CATON; SHENOQY, 2021). Ocorre entre 0,4 a
0,8% da populacédo em geral, com prevaléncia de 1:200 a 1:1000 individuos. A maioria
dos casos sao detectados na adolescéncia e adultos jovens, com uma média aos 37
anos (MARANHA; ARAUJO, 2018; ZAFAR et al., 2019; CATON; SHENOQY, 2021;
ALIANCA CAVERNOMA BRASIL, 2022; ORPHA.NET, 2022). Nao ha diferencga entre
género, porém, alguns artigos discutem sobre o progndstico ser diferente entre
homens e mulheres devido a influéncia hormonal, com alguns pesquisadores
descrevendo pior desfecho da doenga nas mulheres (BATRA et al., 2009; CATON,;
SHENOY, 2021).

As manifestacgdes clinicas mais comuns do CCM s&o convulsdes (em torno de
50%), hemorragia intracraniana (aproximadamente 25%) e déficit neurologico focal
(FND do inglés focal neurological deficit), que nem sempre é associado a hemorragia
recente (BATRA et al., 2009; MARANHA; ARAUJO, 2018; CATON; SHENQY, 2021).
Cefaleias podem ser também um dos sintomas nos pacientes com cavernomas
(BATRA et al., 2009). As lesbes supratentoriais, as mais comuns, geralmente cursam
com convulsdes e hemorragias possuindo um perfil clinico mais benigno, enquanto
que ataxia, ou FND, sdo apresentacdes clinicas comuns de lesdes infratentoriais
(DAMMANN et al., 2016; GOLDSTEIN; SOLOMON, 2017; CATON; SHENOY, 2021).

A taxa anual de hemorragia é variavel, variando de 0,08% a 2,8%, para o
primeiro episédio, com aumento na porcentagem (3,8% a 30%) para crises
hemorragicas subsequentes, indicando que a hemorragia inicial € um fator de risco
para recorréncia desse evento. Em geral, nos pacientes com pior prognostico, esses
novos episoddios hemorragicos ocorrem num intervalo de 2 anos. Portanto, o intervalo
de tempo em que o paciente fica livre de novas recaidas tem sido associado com
formas benignas da doenca. A gravidade das hemorragias depende da localizacédo da
leséo no cérebro (GROSS; DU, 2015; DAMMANN et al., 2016; TASLIMI et al., 2019;
ZAFAR et al., 2019). Estudos indicam que pacientes com a forma familiar da doencga
tém maior risco de hemorragias recorrentes, possivelmente devido as multiplas lesdes
(TASLIMI et al., 2019). Entretanto, nem sempre o tamanho e o numero de lesbes sao

associados ao risco de hemorragias. Nem a gravidez, tampouco o uso de
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antiagregantes plaquetarios/antitrombéticos, parecem aumentar o risco de uma crise
hemorragica. Outros estudos tém demonstrado, no entanto, que o local aumenta o
risco de hemorragia, sendo as lesdes profundas infratentoriais associadas com risco
maior do que lesdes supratentoriais (GROSS; DU, 2015; ZAFAR et al., 2019; CATON;
SHENOY, 2021).

Nos CCMs, as taxas de convulsdes também variam de acordo com o tipo e
local da lesao (TASLIMI et al., 2019). Em alguns estudos, pacientes assintomaticos
possuem um risco de 4% para o desenvolvimento de convulsbes dentro de 5 anos,
enquanto que pacientes sintomaticos, no qual a convulsao foi seu primeiro sintoma,
apresentam uma taxa de 94% para novas convulsées no mesmo intervalo de tempo
(GROSS; DU, 2015; ZAFAR et al., 2019). Acredita-se também que micro-hemorragias
recorrentes podem desencadear convulsdes nos pacientes (ZAFAR et al., 2019).

A maioria dos CCMs se localizam nas regides supratentoriais
(aproximadamente 70%) e infratentoriais (aproximadamente 25%), com apenas 5%
dos casos tendo uma localizagdo na medula espinhal (BATRA et al., 2009; GROSS et
al., 2011; GROSS; DU, 2015; GOLDSTEIN; SOLOMON, 2017; MARANHA; ARAUJO,
2018). Quanto as areas especificas, cerca de 35% das lesbes sdo encontradas no
lobo frontal, 30% no tronco encefalico, 18% no lobo temporal e o restante se divide
entre medula espinhal, talamo e lobo occipital. Devido a variada localizagao, tamanho
e a ocorréncia ou nao de hemorragias, os CCMs possuem repercussdes neuroldgicas
diversas com desfecho clinico variado (PORTER et al., 1999; MARANHA; ARAUJO,
2018; CATON; SHENOQY, 2021). Essa heterogeneidade da doencga tem dificultado o
desenvolvimento de uma terapia uUnica e curativa para todos os pacientes
(STAPLETON; BARKER, 2018; APRA et al., 2019; AWAD; POLSTER, 2019; CATON;
SHENOQY, 2021).

Tratamento

Existem hoje trés tipos de tratamento para o CCM que séo classificados em
conservador, excisio cirurgica e radioterapia. Para decidir qual deles sera utilizado no

paciente, uma discussdao multidisciplinar € necessaria, visto que o curso clinico da
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doenga é altamente variavel e depende da localizagcdo (GROSS; DU, 2015;
MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; APRA et al., 2019;
CATON; SHENOY, 2021).

O tratamento conservador € sempre a primeira escolha, visto que o paciente
s6 sera acompanhado para verificar os estagios da doenga. Caso o individuo
apresente sintomas, a excisdo cirurgica € a opgao mais utilizada, enquanto que a
radioterapia € uma opgao quando o local da lesdo € cirurgicamente inacessivel
(GROSS; DU, 2015; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018;
APRA et al.,, 2019; RINKEL et al., 2019; CATON; SHENOY, 2021).

Apesar da cirurgia ser o tratamento definitivo, existe uma morbidade poés-
operatéria que deve ser levada em conta, uma vez que pode ultrapassar os riscos
inerentes a doencga nao tratada. Em casos como esse, 0 paciente, mesmo sintomatico,
sera tratado de modo conservador, utilizando tratamento sintomatico, tais como
medicamentos para controlar as convulsbes e dores de cabeca. Ja em lesbes
supratentoriais, em regides nao eloquentes, a cirurgia pode ser utilizada de forma a
ter aproximadamente 100% de sucesso, com poucas ou henhuma complicagdo. Em
caso de lesdes unicas, a cirurgia se torna bem simples, porém, para lesdes multiplas,
deve-se avaliar qual, ou quais, lesdo(des) pode(m) ser a(s) causadora(s) dos
sintomas. Cirurgias em tronco encefalico costumam ser muito desafiadoras e
perigosas, mas esse tipo de tratamento € muito utilizado para pacientes com
hemorragias, déficits neuroldgicos focais ou algum caso prévio de epilepsia ligado ao
cavernoma resistente a anticonvulsivantes (GROSS; DU, 2015; ZABRAMSKI et al.,
2016; MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; RINKEL et al.,
2019; CATON; SHENOQY, 2021).

O objetivo da cirurgia, que deve ser realizada por um especialista, visa a
retirada completa da leséo juntamente da area carregada com hemossiderina quando
presente, visto que remanescentes da lesdo podem ainda provocar hemorragias ou
causar convulsdes (MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018;
CATON; SHENOQY, 2021).

Na radioterapia utiliza-se normalmente a radiocirurgia estereotaxica, que é
altamente precisa e direcionada, aplicando altas doses de radiagao no local escolhido,
porém, ha insegurangas quanto a esse procedimento, pois ha casos em que o

tamanho da lesdo pode nao alterar ou mesmo aumentar. E indicada somente para
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lesbes sintomaticas de dificl acesso ou em casos de resisténcia ao
anticonvulsivantes. Ademais, como citado anteriormente, a radiagao esta associada a
alguns casos esporadicos de CCMs (GROSS; DU, 2015; ZABRAMSKI et al., 2016;
MARANHA; ARAUJO, 2018; STAPLETON; BARKER, 2018; RINKEL et al., 2019;
CATON; SHENOQY, 2021).

Diversos sao os estudos para avaliar os melhores métodos de tratamento da
doenca e dos sintomas atrelados ao CCMs. Nesse caso, um medicamento chamado
Fasudil, inibidor de Rho quinase, tem se mostrado promissor em diminuir os sintomas
e a progressao da lesdo (ZABRAMSKI et al., 2016; SHENKAR et al., 2017; APRA et
al., 2019; AWAD; POLSTER, 2019; CATON; SHENOY, 2021). No modelo
experimental da doenga, o Fasudil foi mais eficaz que a sinvastatina (outro farmaco
inibidor da ROCK), pois melhora a sobrevida dos camundongos e diminui o
desenvolvimento de lesbes maduras de CCM. Em estudos pré-clinicos com
camundongos, outro inibidor da ROCK, o BA-1049, mostrou ser eficaz para redugéo
da hemorragia, do crescimento e da maturagdo dos CCMs durante o tempo de
acompanhamento de 3 a 4 meses (MCKERRACHER et al., 2019). Além desses, 0
propranolol vem sendo estudado como outra opg¢do no manejo dos pacientes com
CCMs (ALEXIOU; PRODROMOU, 2010; BERTI et al., 2014; REINHARD et al., 2016;
ZABRAMSKI et al., 2016; APRA et al., 2019; AWAD; POLSTER, 2019). Ainda sem
informacdo sobre os seus mecanismos de acao, acredita-se que o propranolol
beneficie o paciente por sua agao vasoconstrictora, diminuicdo da produgao do fator
de crescimento endotelial e do fator de crescimento de fibroblastos, além de sua
capacidade em suprimir a proliferagdo, migragcdo e diferenciacdo de células
endoteliais e da formacéao de tubulogénese nas células endoteliais do cérebro (Fig. 9)
(ALEXIOU; PRODROMOU, 2010; BERTI et al., 2014; REINHARD et al., 2016;
ZABRAMSKI et al., 2016; APRA et al., 2019; AWAD; POLSTER, 2019).
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Figura 9 - Paciente tratado com propranolol por via oral

Legenda: A e B — Imagens de ressonancia magnética do cérebro mostrando uma malformacgéo

cavernosa cerebral.

Nota: Na figura A, imagem de ressonancia magnética antes do tratamento indicando duas lesdes. Na
figura B, 3 meses apds o tratamento com o medicamento. E possivel notar uma diminuigdo
significativa da lesdo do CCM.

Fonte: Adaptado de BERTI et al., 2014.

Apesar das novas opcbes terapéuticas, as bases moleculares que
determinam melhor ou pior prognéstico dos CCMs ainda sdo obscuros, mas deve

envolver elementos da resposta imune do paciente.

Papel do sistema imunoldgico na atividade clinica das CCMs

Diversos estudos vém demonstrando um provavel envolvimento do sistema
imune na atividade clinica das lesées cavernosas cerebrais (BATRA et al., 2009; SHI
et al., 2009, 2014, 2016; LI et al., 2019).

Um estudo feito em pacientes com hemorragias sintomaticas recentes (+ 30
dias) demonstrou niveis plasmaticos elevados de proteina C reativa (PCR) associados
a baixas concentragdes de IL-10 (LYNE et al., 2019). Ademais, polimorfismos no gene
que codificam as citocinas IL-10 e IL-6 foram associados a formas mais agressivas de
CCMs (GIRARD et al., 2018a; LYNE et al.,, 2019). Adicionalmente, polimorfismos
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génicos associados a elevada expressdao de CD14 de membrana (mCD14) e TLR-4
foram correlacionados com gravidade do CCM (GIRARD et al., 2018a; LYNE et al.,
2019). O complexo mCD14/TLR4 forma um receptor de reconhecimento de padrdes
classicamente expresso em monocitos, que € responsavel pelo reconhecimento de
LPS, um padrdo molecular associado a bactérias Gram-negativas (GNB). Apds a
formagado do complexo LPS/CD14/TLR4, em associagdo com a proteina intracelular
adaptadora MyD88, vias de sinalizagao sao disparadas ativando o fator nuclear (NF)-
kB, promovendo a produgédo de citocinas pro-inflamatorias (ZANONI et al., 2011;
CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021). Curiosamente, em modelo
experimental da doenca, o LPS, ao ativar a sinalizagdo TLR4-MEKK3-KLF2/4 nas
células endoteliais, e induzir a produc¢ao de citocinas, acelerou a formacdo de CCM
no cérebro desses animais (TANG et al., 2017).

Em pacientes, elevadas concentragdes plasmaticas de IL-1B, IL-2, IFN-y,
TNF-a e sROBO4 (soluble roundabout 4), associados a baixos valores de IL-6 e
VEGF, indicam aumento na permeabilidade endotelial em decorréncia de inflamacao,
causando hemorragia ou expansao lesional sintomatica (GIRARD et al.,, 2018a,
2018b; LYNE et al., 2019). Valores elevados de MMP2 (matrix metalloproteinase-2) e
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) e baixos niveis de MMP9 também ja foram
associados a ocorréncia de hemorragias e convulsdo (GIRARD et al., 2018b).

A relagao entre elevados niveis de sROBO4 com a doenga envolve sua
capacidade de inibir o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés
vascular endothelial growth factor), proteina de sinalizagdo que promove o
crescimento de novos vasos sanguineos (GIRARD et al., 2018b; LYNE et al., 2019).
Além disso, niveis elevados de IL-1 indicam acao recente de macréfagos, induzindo
uma inflamagao aguda. A IL-6 € uma citocina de ampla funcéo no sistema imune, em
altos niveis, essa citocina exerce efeitos pré-inflamatérios (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2019). A relagdo entre baixos niveis plasmaticos de IL-6 com a atividade do
CCM (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014), pode, na verdade, indicar amplo
consumo dessa citocina por células imunes nos locais de lesao.

Apesar do TNF-a e IFN-© serem citocinas produzidas tanto por células da
imunidade inata quanto pelos linfocitos, particularmente as células Th1 (TAU;
ROTHMAN, 1999; GOETZ; PLANAS; MACKENZIE, 2004; WATERS et al., 2018;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019), a presenga de IL-2 indica uma provavel
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participacdo desses linfécitos T na fisiopatogenia do CCM. No compartimento da

imunidade inata, o TNF-a e o IFN-© estdo associados ao aumento da funcdo dos

fagdcitos e das células NK, enquanto a IL-2 favorece a resposta proliferativa das
células T em resposta a estimulagdo antigénica pelas APC imunogénicas (TAU;
ROTHMAN, 1999; GOETZ; PLANAS; MACKENZIE, 2004; WATERS et al., 2018;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Além de citocinas, as MMP produzidas pelas
células imunes locais, por destruirem a matriz extracelular, devem estar envolvidas
nas lesbes do CCM. Valores elevados da metaloproteinase MMP2 tém sido
associados a atividade inflamatdria das lesbes nos pacientes com CCM (FRANK;
LISANTI, 2008). Finalmente, elevada expressdo da molécula de adesao intercelular
ICAM-1, muito implicada nas interagdes entre diferentes células imunes, tem sido
detectada na superficie das células T dos pacientes (FRANK; LISANTI, 2008). Em
resumo, os dados apontam que, provavelmente, eventos inflamatérios devem estar
envolvidos em alteragbes estruturais importantes nas areas dos cavernomas,
sugerindo que substancias imunogénicas possam atuar como importantes gatilhos
para progressao da doenca.

De fato, apesar do conhecimento a cerca dos genes envolvidos no
cavernoma, as mutacdes nas proteinas KRIT1, Malcavernina e PDCD10 por si ndo
sdo responsaveis pelo desenvolvimento da doencga, indicando que sao necessarios
gatilhos externos que devem ativar, mesmo que indiretamente, a via de RhoA-ROCK,
tal como a disbiose intestinal.

Um elegante estudo realizado por Tang et al (2017) em um modelo murino de
CCM demonstrou uma estreita relagao entre a formacao de lesao cerebral e infecgao
animal com Bacteroides fragilis, bactérias ricas em LPS pré-inflamatério. Este
fendmeno foi reproduzido apds a injecao de LPS e foi dependente da expresséao de
TLR4 em células endoteliais da area do CCM. Interessantemente, um microbioma
intestinal permissivo, caracterizado pelo crescimento excessivo de espécies
patogénicas de bactérias Gram negativas, foi associado a gravidade da CCM em
humanos (VINUESA et al., 2016; TANG et al., 2017; COUTURE et al., 2019). Embora
o estudo realizado por Tang et al. (2017) ter demonstrado que as lesbes cavernosas
induzidas por LPS foram independentes da presenca de células imunes locais, sabe-
se que macrofagos, células B e células T (CD4* e CD8") se acumulam nas regides

perivasculares das lesdes em pacientes com CCM (TANG et al., 2017). Além disso,
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imunocomplexos constituidos por IgG e produtos terminais de ativagdo do
complemento também foram detectados nas lesbes cavernosas em pacientes com
CCM que vieram a obito. Notavelmente, a analise da sequéncia das regides
determinantes de complementaridade 3 (CDR3, do inglés complementarity-
determining regions) dos dominios variaveis dessas IgG revelou uma producéo local
de anticorpos contendo hipermutagcdo somatica (SHI et al., 2009), um evento genético
classicamente dependente da cooperagdao de células T CD4* (JIN et al.,, 2012;
CROTTY, 2019).

Apesar de elevados numeros de células T (SHI et al., 2009), até o momento
nenhum estudo realizou uma caracterizagao fenotipica e funcional destes linfécitos no
sangue periférico desses pacientes, particularmente no contexto da expressao de
TLR. Apesar de TLR serem classicamente expressos nas células da imunidade inata
(KUMAR; YU, 2006; DERKOW et al., 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019),
elevada frequéncia de células T cronicamente ativadas e que expressam diferentes
membros da familia TLR tem sido correlacionada com a gravidade de doencgas
desmielinizantes do SNC de fundo autoimune, tais como esclerose multipla (EM)
(KABELITZ, 2007; MIRANDA-HERNANDEZ; BAXTER, 2013; FERREIRA et al., 2018)
e desordens do complexo da neuromielite 6ptica (NMOSD, do inglés neuromyelitis
optic spectrum disorders) (KABELITZ, 2007; BARROS et al., 2017; DIAS et al., 2019).
A analise desses subtipos de células T no contexto dos CCMs precisa ser realizada,
porque os dados podem demonstrar que, além de modular o status funcional das
células da imunidade inata, a presenga de PAMPs circulantes podem representar um
importante fator de risco para desenvolvimento e gravidade das lesbes cavernosas
cerebrais por ativar, diretamente, subtipos de células T capazes de ajudar os linfocitos

B a produzir anticorpos contra proteinas na area do CCM.
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar a frequéncia e o perfil de citocinas de células T CD4* e T CD8*
circulantes capazes de expressar TLR2 e TLR4 em pacientes com CCM

assintomaticos e sintomaticos. Além disso, analisaremos subconjuntos de células B.

1.1 Especificos

a) Determinar a proporcao de diferentes subtipos de células T CD4* e T
CD8" efetoras que expressam TLR2 e TLR4 em pacientes com CCM,;

b)  Verificar a resposta proliferativa, e produgao de citocinas, em culturas
de células T CD4* e T CD8" de pacientes com CCM em resposta a ativacao via
TCR/CD28 e aos ligantes de TLR2 e TLR4; e

c) Avaliar a frequéncia de subconjuntos de células B circulantes em

pacientes com CCM.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Elevated proportion of TLR2- and TLR4-expressing Th17-like cells and
activated memory B cells was associated with clinical activity of cerebral

cavernous malformations

Artigo submetido e aceito para a publicacdo pela revista Journal of

Neuroinflammation (Anexo).
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Abstract

Background: Recent evidences have suggested the involvement of toll-like receptor (TLR)-
4 in the pathogenesis of cerebral cavernous malformations (CCM). Elevated frequency of
TLR*T-cells has been associated with neurological inflammatory disorders. As T-cells and B-
cells are found in CCM lesions, the objective of the present study was to evaluate the cytokine
profile of T-cells expressing TLR2 and TLR4, as well as B-cell subsets, in asymptomatic
(CCMasympt) and symptomatic (CCMsyuyt) patients.

Methods: For our study, the cytokine profile from TLR2" and TLR4" T-cell and B-cell
subsets in CCMasympt and CCMsympt patients was investigated using flow cytometry and
ELISA. T-cells were stimulated in vitro with anti-CD3/anti-CD28 beads or TLR2 (Pam3C)
and TLR4 (LPS) ligands.

Results: CCMsymptc patients presented a higher frequency of TLR4™(CD4" and CD8™) T-cells
and greater density of TLR4 expression on these cells. With regard to the cytokine profile, the
percentage of TLR2* and TLR4™ Th17 cells was higher in CCMsympt patients. In addition, an
elevated proportion of TLR4™ Tc-1 cells, as well as Te-17 and Th17.1 cells expressing TLR2
and TLR4, was observed in the symptomatic patients. By contrast, the percentage of TLR4™
IL-107CD4™ T cells was higher in the CCMasympt group. Both Pam3C and LPS were more
able to elevate the frequency of IL-6"CD4°T cells and Th17.1 cells in CCMsympt cell cultures.
Further, in comparison with asymptomatic patients, purified T-cells from the CCMsympt group
released higher levels of Th17-related cytokines in response to Pam3C and, mainly, LPS, as
well as after activation via TCR/CD28. Concerning the B-cell subsets, a higher frequency of
memory and memory activated B-cells was observed in CCMsymyt patients.

Conclusions: Our findings reveal an increase in circulating Thl17/Tc-17 cell subsets
expressing functional TLR2 and, mainly, TLR4 molecules, associated with an increase in

memory B-cell subsets in CCM patients with clinical activity of the disease.
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Introduction

Cerebral cavernous malformations (CCM), or cavernous angiomas, are vascular lesions
consisting mainly of clusters of grossly dilated brain capillaries presenting altered permeability
due to the loss of tight junctions and muscular and elastic tissues, which predisposes patients to
increased risk of hemorrhagic stroke, epilepsy and other neurological desorders [1]. CCMs are
among the most common vascular malformations of the Central Nervous System (CNS) with an
estimated prevalence ranging from 0.4 to 0.9%, mostly detected in adolescents and young adults
[2,3]. Although the majority of CCM cases are sporadic, approximately 20% are inherited as an
autosomal dominant trait and, different from sporadic cases, the inherited disease manifests with
multiple lesions [1.4]. In both sporadic and familial cases, CCM results from a mutation at one
of three CCM gene loci, CCM1/Kritl, CCM2/MGC4607, and CCM3/PDCDI10. These genes
encode components of a heterotrimeric intracellular adaptor protein complex, named CCM
complex [2-5], that stabilizes the junctions of endothelial cells by inhibiting overactivation of
the MEKK3-KLF2/4 signaling pathway [6,7]. Despite the knowledge of CCM complex
involvement, the severity and natural course of the disease are highly variable, even in patients
carrying the same genetic mutations [1-3], suggesting the existence of others genetic/epigenetic
factors and/or environmental disease modifiers, some of which involving inflammatory
mediators, that affect disease outcomes, probably by activating the MEKK-KI.F2/4 pathway
[8.9].

The risk of symptomatic CCM has been associated with elevated plasma levels of the pro-
inflammatory cytokines interleukin (IL)-1fB, IL-2, interferon (IFN)-y, tumor necrosis factor
(TNF)-ua and lower concentrations of the anti-inflammatory cytokine IL-10 [10,11]. In addition,
gene polymorphisms expected to increase the expression of membrane CD14 (mCD14) and toll-

like receptor (TLR)-4 have been cormrelated with more severe CCM disease [10,11]. The

6
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mCD14/TLR4 complex forms a pattern recognition receptor classically expressed on monocytes,
which 1is responsible for the recognition of lipopolysacchandes (LPS), a pathogen-associated
molecular pattern (PAMP) from Gram-negative bacteria (GNB). Upon LPS engagement, the
CD14/TLR4, in association with myeloid differentiation primary response protein §8 (MyD88),
activates nuclear factor (NF)-xB, promoting the production of pro-inflammatory cytokines
[12,13]. Interestinlgy, in experimental model of the disease, LPS, by activating TLR4-MEKK3-
KLF2/4 signaling in endothelial cells, accelerated CCM formation in the brain of those animals
[14]. Although this study have demonstrated that LPS-induced brain CCM lesions did not depend
on were a phenomenon independent of local immune cells, macrophages, B cells and (CD4" and
CD8") T cells have been observed in perivascular regions of CCM lesions in patients [14].
Moreover, immunocomplexes consisting of IgG and terminal products of complement activation
were also detected in CCM lesions [6]. Interestingly, analysis of the complementarity-
determining regions 3 (CDR3) sequence of the variable domains of these IgG revealed a local Ig
production containing somatic hypermutation into CDR3 regions [6], a genetic event classically
dependent on CD4* T cell help [7,15].

According to the pattern of secreted cytokines, human effector CD4™ T cells are divided
into three major subsets, Thl (IFN-y"), Th2 (IL-47) and Th17 (IL-177). Thl cells not only favor
macrophage activation by releasing IFN-y, but also assist CD8" T lymphocytes differentiation
into cytotoxic cells able to kill target cells through the release of perforin and granzymes [16,17].
Concerning the cytokine pattern, activated CD8" T cells can be named Tc-1 (IFN-y") [18] or Tc-
17 (IL-17%) [19]. The signature cytokines produced by Th2 (IL-4) and Th17 (IL-17) cells are
implicated in inflammatory processes involving eosinophil and neutrophil activation,
respectively [17,20,21]. With regard to adaptive humoral immune response, the production of
IgG, IgA and IgE neutralizing antibodies classes by activated B cells, and the generation of

memory B cells, are dependent on follicular helper T cells (Trs), a CD4™ T cell phenotype

7
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identified by the high expression of surface CXCRS and production of the signature cytokine IL-
21 [7.13]. Although these lymphocytes have been implicated in protection agamst different
pathogens, some effector T cell subsets, mainly those expressing TLR2 and TLR4, are involved
in the severity of neurological inflammatory disorders, such as neuromyelitis optic spectrum
disorders (NMOSD) [22,23] and the multiple sclerosis (MS) [24,25], both autoimmune
demyelinating diseases of the CNS. Despite high T cell numbers in CCM lesions, no study has
yet been designed to analyze the cytokine profile of these lymphocytes, particularly among T cell
subsets expressing TLRs. It is possible that PAMPs may adversely impact the outcome of CCM
by favoring the activation of pathogenic TLR" T cells. Therefore, in the present study, we aimed
to evaluate the frequency and cytokine profile of circulating CD4" and CD8" T cell subsets
expressing TLR2 and TL.R4 in asymptomatic and symptomatic CCM patients. Also, we analyzed

B cell subsets.
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2. Methodology
Patients

This transversal study included 37 CCM patients, 14 asymptomatic [CCM asympt, mean
age = SD, 45 + 13.1 years (7 familial/multifocal, 7 sporadic/solitary)] and 23 symptomatic
[CCMsympt, mean age + SD, 40 + 13.6 years (3 familial/multifocal, 17 sporadic/solitary)] from
the Federal University of Rio de Janeiro and Brazil Cavernoma Alliance. The majority of CCM
patients were women (n=25/37; 10 asymptomatic and 15 symptomatic). Developmental venous
anomaly (DVA) was identified in 03 asymptomatic and 09 symptomatic patients. Among
symptomatic patients, the clinical manifestations were lesional hemorrhages (87%, n=20) and
seizure crisis (13%, n=03). We excluded patients who had undergone partial or complete CCM
lesion resection or any prior brain irradiation. Except for two patients with epilepsy, who were
using Oxcarbazepine (Trileptal) to control their seizure crisis, all other CCM patients recruited
were not taking any medication. As the control group (Ctrl), 20 healthy individuals with normal
brain Magnetic resonance imaging (MRI) images (10 women and 10 men) (mean age + SD, 40.1
+ 11.7 years) were also recruited from Federal University of the State of Rio de Janeiro. Subjects
with a history of autoimmune disease, neoplasms, smoking, or treatment with psychotropic drugs
were excluded, as well as pregnant women. The Ethics Committee for Research on Human
Subjects at the Federal University of the State of Rio de Janeiro (UNIRIO, CAAE
69409617.9.0000.5258) approved the study and blood was collected only after written informed

consent was obtained from each individual.

Flow cytometry
Mouse anti-human monoclonal antibodies (mAbs) directed against CD3-PerCpCy5.5
(OKT3 clone), CD4-SB600 (SK-3 clone), CD8-FITC (3B5 clone), CD14-APC (61D3 clone),

CD16-PE (CB16 clone), CD62L-FITC (Dreg-56 clone), CD45-PE (2D1 clone), CD45RO-PE-
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Cy7 (UCHLI clone), TLR2-PE (TL2.1 clone), TLR4-PE (HTA125 clone), CD19-APC (HIB19
clone), CD27-FITC (CLB-27/1 clone), CD38-PE (HIT2 clone), IL-6-PE-Cy7 (MQ2-13A5
clone), IL-10-eFluor450 (JESE-9D7 clone), IL-17-Alexa Fluor 647 (N49-653 clone) and IFN-y-
Alexa Fluor780 (4S.B3 clone), and all isotype control antibodies were purchased from
eBioscience (Thermo Fischer scientific, USA). To identify different cytokine-producing T cells
subsets [Thl (CD3*/CD4* INF-y"), Te-1 (CD37/CD8" INF-y"), Th17 (CD3*/CD4™ IL-17°),
Th17.1 (CD3"/CD4" INF-y'IL-17%), Tc-17 (CD37/CD8" IL-17") and Treg-like cells
(CD3"CD4'IL-10%], capable of expressing TLR2 or TLR4, as well as B cells (CD19, CD27,
CD38 and IL-10), whole peripheral blood (1 mL) of CCM patients was cultured in a 24-well flat
microtiter plate in the absence of stimulus or in the presence of TLR2 ligand [synthetic triacylated
lipopeptide (Pam3Csk4 - 1 pg/ml)] (InvivoGen, San Diego, CA, USA) or TLR4 agonist [LPS
(100 ng/ml) from Escherichia coli]l (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)]. The TLR
concentrations were established in studies conducted by Voo et al [26]. The cell cultures were
kept for 24 h at 37°C in a humidified 5% CO2 incubator. For cytokine measurement optimization,
brefeldin A (10 pg/mL; Sigma-Aldrich) was added 4 h before cell staining with mAbs. Briefly,
whole blood cells were incubated with various combinations of mAbs for surface markers (CD3,
CD45R0, CD14, CD16, CD4, CD8, TLR2, TLR4, CXCRS5, CD19, CD27 and CD38) for 30
minutes at room temperature in the dark, according to manufacturer's instructions. The cells were
washed with PBS + 2%FBS, and then, the whole blood cells were lysed with Fix/Lyse solution
(BD Pharmigen, San Diego, USA) for 10 minutes at room temperature followed by cell
permeabilization, which was performed by incubating cells in Cytofix/Cytoperm solution (BD
PharMingen, San Diego,) at 4°C for 20 minutes. After washing, the mAbs for intracellular
cytokine staining (IL-6, TL-10, IL-17, IFN-y and IT.-21) were added in different combinations
and incubated for 30 minutes at 4°C. To prevent non-specific staining of cells expressing FcRs,

FcR blocking reagent was used (Milteny: Biotec, cat. 130.059.901). The cells were acquired on
10
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Attune NxT flow cytometers (Thermo Fisher Corporation) and analyzed using FlowJo software.
Isotype control antibodies and single-stained samples were used to periodically check the settings
and gates on the flow cytometer. After the acquisition of 100,000-300,000 events, lymphocytes
were gated based on forward and side scatter properties after the exclusion of dead cells, using

propidium iodide, and doublets.

T cell cultures, cell proliferation and cytokine production

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy subjects and CCM patients
were separated by a Ficoll-Paque gradient, and then submitted to negative selection using
magnetic columns to obtain T cells according to manufacturer’s mstructions (EasySep ™, cat.
17951, StemCell Technology ™, Vancouver, Canada). Briefly, 50 pL of a cocktail containing
monoclonal antibodies directed against B cells, monocytes, dendritic cells and NK cells were
added to a 15 mL tube containing approximately 5x10” PBMC/mL. After 5 minutes of
incubation, 40 pl/mL of magnetic beads were added to the cell suspension. After rapidly mixing,
the cell suspension was incubated at room temperature for 5 minutes. Subsequently, 4 mL of
HBSS were added to the cell suspension and, the tube was placed on the magnet for 5 minutes.
Finally, the supernatants were recovered. The purity of the CD3* cells was >98 %, as measured
by flow cytometry (data not shown). Enriched T cell cultures were then maintained with RPMI-
1640 medium supplemented with 2 uM of L-glutamine (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), 10% fetal
calf serum, 20 U/mL of penicillin, 20 pg/mL of streptomycin and 20mM of HEPES buffer. In
some cultures, Pam3Csk4 (Pam3C, 1 pg/mL) or LPS (100 ng/mL) was added. As a positive
control, some T cell cultures were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 beads (10 pl/mL). All
cell cultures were kept for 48h at 37°C and 5% CO- before evaluation of T cell proliferation and
cytokine release. This culture duration was established by our group from time-course T cell

proliferation analyzes in response to IPS and Pam3C (data not shown).
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The T cell proliferation was measured by [*H] thymidine incorporation added to cultures
at 4 nCi/well 8 h prior to the conclusion of the 2-day imncubation period. The cells were harvested
in glass fibre 8 filters in an automatic cell harvester (Beckman Coulter 1.56500) and radioactive
incorporation was measured using a liquid scintillation counter. The results were shown as
stimulation indexes (SI), that is, the mean count per minute (cpm) of stimulated T cells was
divided by the mean cpm of unstimulated T cells from the same patient group. An SI> 3 was
considered a positive response.

The cytokine levels secreted by the T cells in the supernatants were quantified using
OptEIA ELISA kits (BD, Pharmigen, San Diego, CA), according to manufacturer’s instructions.
Briefly, each ELISA was performed using pairs of antibodies aganst IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-10,
IL-17A (IL-17), IL-21, GM-CSF and IFN-y. The reaction was revealed with streptavidin-
horseradish peroxidase, using 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidine (TMB) as substrate. Recombinant
human cytokines, at concentrations ranging from 3.5-500 pg/mL, were used to construct standard
curves. The plates were read by using Multiskan™ FC microplate photometer (Thermo Fischer

Scientific).

Statistical analyzes

The statistical analysis was performed using Prism 8.0 software (GraphPad Software).
All immunological evaluations were performed in triplicate for each individual and the intra-
assay variability ranged from 9.3% to 17.1% (median value of 10.1%) as calculated by the
software above. Comparisons between immune assays in cell cultures from the three different
groups were performed with ANOVA followed by Tukey test for data with Gaussian distribution
and by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test for data without Gaussian distribution. The
results were also corrected by Bonferroni. The nonparametric Mann-Whitney U test and the

Student’s t test were applied to determine whether the two groups were statistically different for
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nonparametric and parametric variables, respectively. Significance in all experiments was

p<0.05.
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Results
Activated effector CD4™ and CD8" T cells expressing functional TLR2 and, mainly, TLR4 are
expanded in symptomatic CCM patients.

For this study peripheral blood was collected from 37 CCM patients, 14 asymptomatic
(CCMasympt, mean + SD, 45 + 13.1 years) and 23 symptomatic (CCMsympt, mean = SD, 40 + 13.6
years) (Table). For control group (Ctrl), blood samples were obtained from 20 healthy subjects.
As expected [3], the majority of CCM patients was female and the Sporadic form of disease was
dominant. Out of the 23 symptomatic patients, 3 (13%) presented with epilepsy and the other 20
(87%) presented with at least one episode of bleeding. Among the 3 patients with epilepsy, 2
were under pharmacological treatiment with oxcarbazepine at the time of blood sampling (Table).
Despite the use of therapy to control epileptic seizures, these two patients were not excluded
because no difference was observed regarding immunological assays among them and the other
symptomatic patients. Developmental venous anomaly (DVA) was identified in 03 asymptomatic
and 09 symptomatic patients. The majority of patients and healthy subjects were Caucasians.

The main objective of this study was to evaluate the expression of TLR2 and TLR4 on
(CD4" and CD8") T lymphocytes from CCMagympt and CCMsympt patients, as well as the cytokine
profile of these T cell subsets. Taking into account the FSC versus SSC parameters (Fig. S1A),
the frequency of (CD4" and CD8™) T cells expressing TLR2 and TLR4 in the classical T cell gate
was low and showed no difference between healthy subjects (control group) and CCM asympt 0T
CCMsympt patients (Fig. S1B). Furthermore, these T cells were negative for IL-6, IL-17, IFN-y
and IL-10 cytokines (data not shown). On the other hand, higher frequency of T cells expressing
TLR2 and TLR4 was identified in the gate containing larger and more granular CD45" cells in
blood samples from CCM patients (Fig.S2A). These T cells were negative for CD14 and CD16
markers, excluding the presence of monocytes and NK cells (Fig. S2). Moreover, taking into

account the expression of CD621. and CD45RO (Fig. 52), the great majority of these larger
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CCM-derived T cells exhibited central memory (CD45R0"CD62L") and effector memory
(CD45R07CD62L) phenotypes (Fig. S2B). Ofnote, these lager T cell subsets were almost absent
in the control group, which made any additional immune analysis impossible (Fig. S1 and Fig.
1B). Among CCM patients, by using the gating strategy shown in Figure 1A, the proportion of
TLR4™ (CD4" and CD8") T cells was found to be significantly higher in CCMsympt patients (Fig
1B). A similar tendency was observed for TLR2* CD4™ T cells (p=0.0684) and TLR2* CD8" T
cells (p=0.0883) (Fig. 1B). Taking into account the mean fluorescence intensity (MFI), the
expression of TLR4 molecules per cell was significantly higher on (CD4" and CD87) T cells from
CCM symypt patients (Fig. 1C and 1D).

Conceming the cell phenotypes, even without stimulation, a higher frequency of TLR2*
and TLR4" CD4" T cells able to produce IL-6 (Fig. 1E) and IL-17 (Fig. 1F) was detected i the
CCMsympt group. Similarly, CCMsympt patients also showed a significantly higher percentage of
both IL-17°CDS8" T cells, positive for TLR2 and TLR4 (Fig. 1F), and IFN-y* TLR4" CD8" T cells
(Fig. 1G) than CCMasympt patients. On the other hand, CCMasympt group had a higher percentage
of IL-10"TLR4"CD4" T cells (Fig. 1H). From combinatorial analyses of different cytokines, we
observed that the frequency of CD4* and CD8" T cells, expressing TLR2 or TLR4, able to
simultaneously produce IL-17 and IFN-y was significantly higher in CCMsympt than in CCM asympt
patients (Fig. 2A and 2B), with no difference for dual positive cells for IL.-17 and I1.-6 (Fig. S3A)
or IFN-y and IL-6 (Fig. S3B). Unfortunately, as previously demonstrated, the extremely low
frequency of these T cells in samples from control group (healthy subjects) made any further
analysis of the cytokine profile impossible.

To determine if these TLRs are functional, the T cell subsets were reanalyzed after the
addition of Pam3C and LPS. In general, CD4" T cells were more responsive to TLR agonists
than CD8" T cells (Fig 1E to H). Only in CD4" T cell cultures Pam3C and LPS increased the

frequency of TL-6" cells, mainly among CCMsympt patients (Fig. 1E). Although neither Pam3C
15
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nor LPS changed the percentage of TLR" (CD4" and CD8") T cells able to produce IL-17 (Fig.
1 F) and IFN-y (Fig. 1G), these TLR ligands significantly elevated the proportion of IL-17"TFNy™
(CD4" and CD8") T cells in CCM ssympt and, mainly, CCMsymy: patients (Fig. 2). Finally, the
proportion of TL-10" TLR4™ CD4" T cells was only up regulated by LPS in CCM asympt patients

(Fig. 1H).

Purified CD4™ and CD8™ T cells from symptomatic CCM patients were more responsive to
stimulation via TCR/CD28 complex and ligands for TLR2 and TLR4

In order to verify whether T cells are directly responsive to TLR2 and TLR4 ligands, T
cells from CCM patients were purified and cultured for 48 h with Pam3C and LPS. As a positive
control, the cells were stimulated with anti-CD3/anti-CD28-coated beads. Additionally, the same
analysis was performed with T cell cultures from 20 healthy adult subjects. As demonstrated in
figure 3A, no difference concerning T cell proliferation was observed between CCM patients
(asymptomatic and symptomatic) and the control group in response to either CD3/CD28 mAbs
or TLR ligands. With regard to cytokine release, T cell activation via TCR/CD28 complex
induced higher production of IL-6, IL-17, GM-CSF and IL-21 in cell cultures from CCMsympt
patients when compared with both CCMasympt patients and the control group (Fig. 3B). No
difference was observed for TNF-a,, IFN-y and IL-10. Among TLRs, LPS was more potent than
Pam3C m mducing the release of IL-6, TNF-a, IL-1p, GM-CSF, IL-17 and IL-21 by T cells mn
the CCMsyumpt group than in the CCM asyupt group (Fig. 3C). IFN-y levels were also higher in LPS-
stimulated T cell cultures from CCMsympt patients (Fig. 3C). Similar to flow cytometry result, the
release of IL-10 was significantly higher in LPS-activated T cells from CCM.asympt patients (Fig.
3C). The levels of those cytokines in the supernatants from the control group were almost

undetectable (data not shown).
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Elevated frequency of memory B cell subsets is observed in symptomatic CCM patients.

In addition to T cells, B cells and antibodies have been found in CCM lesions [6,27,28].
By using CDI19, CD27 and CD38, we identified maive (CD19"CD27 CD38"), memory
(CD19°CD27°CD38) and memory activated (CD197CD27°CD387) B cells [29-31]. Taking into
account the gate strategy shown in the figure 4A, a higher frequency of CD197CD27°CD38",
CDI19*CD27°CD38" cells (Fig. 4B), and CD197CD27"CD38" cells (Fig. 4C and 4D) was
observed in CCMsynpt patients as compared with control group and CCM asympt group. All these
B cells were negative for IL-10 (Fig. A). No difference in the frequency of B cell subsets was
observed between CCMasympt patients and control group (Fig. 4B and 4D).

Interestingly, even showing low frequency, the percentage of CD197CD277CD38" in larger
and more granular cell gate was significantly higher in samples from CCMsympt than CCMasympt
patients (Fig. 4E and 4F). In contrast, the proportion of these cells able to produce IL.-10 was
significantly higher in CCMasympt patients (Fig. 4G). Of note, these cells were negative for CD14,

and very low frequency were positive for CD16 (2.78% =+ 1.96%) (Fig. S2A).
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Discussion

CCMs are vascular lesions consisting mainly of clusters of brain capillaries that are
grossly dilated and present altered permeability. This predisposes patients to greater risk of
hemorthagic stroke, epilepsy and various neurological deficiencies [1]. Despite the knowledge
about the genes involved in the disease, severity and outcomes of CCM depends on the activation
of MEKK3-K1.F2/4 pathway by external triggers [32], such as inflammatory mediators. In CCM,
elevated plasma levels of IL-1P, IL-2, IFN-y and TNF-o have been associated with disease
activity [11, 33], probably by activating the MEKK3-K1.F2/4 pathway [8, 9]. Interestingly, in
murine model of CCM, the severity of the disease was associated with production of pro-
inflammatory cytokines by endothelial cells simulated via CD14/TLR4 pathway by LPS [14].
Although the role of this PAMP in the experimental model of CCM did not depend on local
immune cells, abundant innate and specific immune cells have been detected in the brain lesions
in patients. Although resting T cells express very low TLR levels, these pattern receptors are
strongly expressed in chronically-activated T cells associated with severity of multiple sclerosis
(MS) and neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD), both autoimmune diseases of the
CNS [22,24,34,35].

In the present study, CCMsympt patients (87% with lesional hemorrhage and 13 % with
seizure crisis) had a higher frequency of (CD4™ and CD8™) T lymphocytes expressing TLR4 gated
in a region containing larger and more granular cells than CCMasympt patients. This region was
absent in the samples of the control group. Among the patients, the intensity of TLR4 molecule
expression per (CD4+ and CD8+) T cell was also higher in symptomatic individuals.
Corresponding with their activated state, these cells were positive for some pro-inflammatory
cytokines, and CCMsyuy patients presented a higher proportion of IL-6*CD4" T cells, Th17-like
cells and Tc-17-like cells IL-17 cells expressing TLR2 and TLR4 than CCM asympt patients. In

addition, the symptomatic group had a higher proportion of TLR4" Tc-1-like cells. Interestingly,
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clinical activity of CCM was associated with an elevated percentage of dual IL-17* and IFN-y"
(CD4" and CD8") T cells expressing TLR2 and TLR4. Further, the addition of Pam3C and LPS
to the cell cultures increased, mainly in CCMsymy: patients, the percentage of TLR2"and TLR4*
CDA4™ T cells capable of producing IL-6 and Th17.1 cells. Preliminary analysis did not show any
significant correlation between the frequency of cytokine-producing TLR™ T cell subsets and
brain lesion location (data not shown). Due to financial limitations, it was not possible to evaluate
the expression of other TLRs in combination with different cytokines. In line with our findings,
elevated frequency of TLR™ Th17 cell subsets has been associated with MS and NMOSD
[24,26,37,36-38].

The relationship between increased frequency of Thl7 cell subsets, which classically
express CCR6, and CCM clinical activity is notable, since the entry of T cells in the CNS is
facilitated by the choroid plexus, a region with weak blood-brain barrier and high expression of
CCL20, natural ligand of CCR6 [24,39.,40]. In CCM areas, the local production of IL-17 and
IFN-y by Th17.1 cells would activate other local (microglia) and migrant (monocytes and B cells)
immune cells, as well as endothelial cells, which increase the tissue damage. If reproduced in a
larger sample size, these findings would indicate the possible involvement of autoimmune
components in CCM prognosis.

Besides the expansion of pathogenic Th17 cells, autoimmune diseases are classically
associated with impaired production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by regulatory CD4"
T cells [41-45]. In fact, an inverse relationship between the quantity of iron accumulated in the
CCM and IL-10 was reported after a symptomatic hemorrhage [ 10]. Similarly, in our study, lower
percentages of IL-10"TLR4"CD4" T cells were observed in CCMsympt patients. Among the TLR
ligands, LPS, but not Pam3C, enhanced both the proportion of IL-10°"TLR4*CD4" T cells and
IL-10 released by purified T cells only in asymptomatic patients.

It is known that LPS responsiveness is amplified by CD14, a molecule expressed on
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monocyte surfaces [12,13]. Gene polymorphisms expected to increase the expression of both
membrane CD14 (mCD14) and TLR-4 have been comrelated with more severe CCM disease
[10,11]. The mCD14/TLR4, when complexed to LPS, triggers intracellular signaling cascades
that upregulate the production of pro-inflammatory cytokines [12,13]. In the present study,
although TLR2™ and TLR4™ T cells from CCM patients were negative for CD14, these cells
responded directly to Pam3C and LPS. Here, the release of IL-6, TNF-a., IL-1p, IL-17, GM-CSF
and IL-21 by purified T cells was significantly higher in CCMsyumpt than in CCM asympt patients.
In MS patients, the release of IL-6, IFN-y, [L-17 and GM-CSF by Pam3C-activated CD4" T cells
was directly associated with disease activity [24]. A similar clinical correlation was observed for
IL-17 levels released by Pam3C-stimulated CD8™ T cell cultures from MS patients [40]. Rajaiah
et al. (2015) demonstrated that while CD14 is essential for LPS-induced TLR4 activation of
TRIF-mediated signaling in macrophages, this accessory molecule is not required for MyD88-
mediated signaling via LPS/TLR4 complex, allowing MAPK and NF-kB activation, and TNF-a
and IL-6 production [46]. In addition, soluble CD14 (sCD14) can be involved in CCM-derived
T cells responsiveness to LPS signaling in cells lacking membrane-bound CD14. Thus, the lower
sCD14 levels in CCMSympt patients observed by some authors [33] may be explained by an
uptake of LPS/sCD14 complex by TLR4+ T cells.

In light of the discussed above, clinical conditions associated with high circulating
concentrations of LPS, as well as other PAMPs, can be triggering factors for disease activity.
Interestingly, gut dysbiosis with overgrowth of GNB species has been associated with clinical
activity of CCM [47-49]. Furthermore, endogenous TLR ligands, named danger-associated
molecular patterns (DAMPs), could also contribute to the disease. Some of these DAMPs are
metabolic products from the destruction of extracellular matrix by matrix metalloproteinase-2
(MMP2) produced by activated immumity cells in CCM lesions [30,51]. Other DAMPs, such as

the intracellular protein HMGB, by activating immune cells through TLR2 and TL.R4 [52,53],
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could also contribute to CCM pathogenesis.

Besides TLR signaling, the cytokine profile of TCR/CD28-activated T cells from CCM
patients in our study was also different as an expression of clinical activity. In this context,
elevated production of TL-6, IL-17 and IL-21 by purified T cells from CCMsympt individuals was
observed as compared with healthy subjects and asymptomatic patients. Concerning the cytokine
profile by mitogen-activated T cells, no difference between CCMasympt and control group. These
results are interesting, because pathogenic GM-CSF*Th17 cell subsets, by promoting recruitment
and activation of peripheral dendritic cells and monocytes, are implicated in MS pathogenesis
[54-56], and this phenotype can also contribute to the mnfiltration of these phagocytes into CCM
areas. Furthermore, elevated release of IL-21 and IL-6 by CCMsympt-derived T cells in response
to both TLR4 ligand and TCR/CD28 signaling should contribute to local IgG production.

In addition to IgG deposits, studies by Shi et al. demonstrated the presence of well-
organized clusters of CD4™ T cells, B cells, and plasma cells, which are found in CCM lesions
[6,28]. To date, it is known that somatically hypermutated IgG strictly depends on Tex cells, a
newly identified CD4" T cell subset capable of producing IL-21 and IL-6 [39], both cytokines
implicated in B cell activation, generation of memory B cells and long-lived plasma cells in
Iymph nodes [15,57]. The involvement of Try cells needs to be investigated, since the activation
of Tew/B cell axis could induce CCM lesions mediated by local complement activation and in
situ 1gG production, as described by Shi et al. [6].

With regard to B cell subsets, a higher proportion of memory (CD27°CD38") and memory
activated (CD27°CD38"and CD27°CD38™) B cells was detected in CCMsymptthan in CCMasympt
patients and healthy subjects. Notably, an expansion of the CD27°CD38"" B cell subset was
identified as a biomarker for relapse prediction in anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody
(ANCA)-associated vasculitis (AAV) [29], humoral autoimmune diseases involving small to

medium-sized blood vessels [1]. Therefore, there is a possibility of involvement of the CD38™
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B cell subset in CCM pathogenesis. Indeed, CCMsyumpt patients presented a higher proportion of
memory B lymphocytes, among larger and granular cells, than CCMasyupt patients. In contrast,
the proportion of these cells able to produce IL-10 was significantly higher in CCM asympt patients.

Although our findings are interesting, this study has some limitations. First, this is a cross-
sectional study with results based on cell cultures. A prospective study design could allow to
drawn conclusions about the causality between the frequency of different T and B cell subsets
and the risk of new clinical events among CCM patients. Moreover, the involvement of other

TLRs and their ligands needs to be investigated.

Conclusions
In summary, our results reveal an expansion of effector TLR2" and, mainly, TLR4™ T cells
able to produce pro-inflammatory cytokines related to Th17 and Tec-17 phenotypes in
symptomatic CCM patients, in association with a decrease in the frequency of IL-10-secreting
TLR4™ T cells. A similar cytokine profile was observed in TCR/CD28-activated T cells from
those patients. Furthermore, expansion of memory B cell subsets was also observed in patients

with clinically active CCM.
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Figure legends

Figure 1. The frequency of cytokine-producing TLR2" and TLR4* T cells from CCM
patients. In (B), the mean proportion of CD4" and CD8" T cells positive for TLR2 and TLR4,
as well as (D) MFI of TLR2 and TLR4 for these cells, was determined by cytometry following
representative dot-plots and histograms shown in panels A and C after acquisition of 200,000 to
300,000 events in samples obtained from asymptomatic (CCMasympt, n=14) and symptomatic
(CCMsympt, n=23) CCM patients. The mean percentage of these cells positive for IL-6 (E), IL-
17 (F), IFN-y (G), and IL-10 (H) was determined by flow cytometry (panel A) in the absence of
stimuli (none) or 24h after activation with Pam3Csk4 (Pam3C, 1 pg/mL) or LPS (100 ng/mL).
Data are shown as mean = SD of seven independent experiments with 5 to 6 samples per
experiment. Significance was calculated by comparing different cell culture conditions from
CCM asympt and CCMsympt groups, and the p values are shown in the figure (B and D, Ordinary

ANOVA test and Turkey test; E to H, Kruskal-Wallis test and Dunn’s test).

Figure 2. An expansion of IL-17"TFN-y" T cells positive for TLR2 and TLR4 was observed
in symptomatic CCM patients. Taking into account the representative dot-plots shown in panel
(A), the mean frequency of dual IL-17 and IFN-y-secreting CD4" and CD8" T cells positive for
TLR2 and TLR4, before and after Pam3Csk4 (Pam3C, 1pg/mL) or LPS (100 ng/ml) addition,
was determined by cytometry after acquisition of 200,000 to 300,000 events in samples obtained
from asymptomatic (CCMasympt, 1=14) and symptomatic (CCMsympt, 1=23) CCM patients. Data
are shown as mean + SD of seven independent experiments with 5 to 6 samples per experiment.
Significance was calculated by comparing different cell culture conditions from CCMasympt and

CCMsympt groups, and the p values are shown in the figure (Kruskal-Wallis test and Dunn’s test).

Figure 3. T cells from symptomatic CCM patients were more responsive to TLR ligands
35
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and TCR/CD28 activation. T cell cultures (1 x 10%mL) from healthy subjects (Ctrl, n=20) and
CCMasympt (0=10) and CCMsyupt (n=10) patients were maintamed in the presence of anti-
CD3/anti-CD28 beads (10 pl/mL) or with ligands for TLR2 (Pam3C, 1pg/mlL) and TLR4 (LPS,
100 ng/mL). Afier 48h, the (A) T cell proliferation was determined by [*H]TdR up take, and the
cytokine release after activation via TCR/CD28 (B) or TLR ligands (C) was evaluated by ELISA.
Data are shown as mean + SD of ten independent experiments with 4 samples per experiment.
Significance was calculated by comparing different cell culture conditions from Ctrl, CCM asympt
and CCMsympt patients (IL-21 and GM-CSF, Kruskal-Wallis test and Dunn’s test; IL-17, IL-6,

IFN-y, IL-10, IL-1P and TNF-o, ordinary ANOVA test and Turkey test).

Figure 4. The B cell subsets in CCM patients. Following the gate strategy and representative
dot-plots and histograms shown in panels (A) and (C) we determined the mean frequency of
different B cell subsets in healthy subjects (Control, Ctrl, n=20) and patients [CCM asympt (n=14)
and CCMsympt (n1=23)] by using a combination of monoclonal antibodies anti-CD19, anti-CD27,
anti-CD38 and anti-IT-10. A similar analysis was performed among larger and more granular B
cells in CCM patients (E-G). Data are shown as mean = SD of 5 independent experiments with
4 to 7 samples per experiment. Significance was calculated by comparing different cell culture
conditions from CCMasympt and CCMsympt groups (B and D, Kruskal-Wallis and Dunn’s test; D

to F, Student’s t test)

Supplementary figures

Figure S1. Percentage of TLR4" T cells in healthy subjects (n=20) and asymptomatic (n=14)
and symptomatic (n=23) CCM patients. In B, the mean percentage of TLR-4" (CD4" an CD8")
T cells from each experimental group was determined and significance calculated by comparing

different experimental groups (Kruskal-Wallis test and Dunn’s test).
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Figure S2. Phenotypic characterization of T cells, expressing TLR, and B cells gated on
larger and more granular cells from CCM patients. In (A), the gating strategy and
identification of different larger and more granular lymphocytes according to the expression of
CD3, CDI19, CD14, CD16 and CD45RO markers. In (B), the mean percentage of naive
(CDR5ROCD62L"), central memory (CM, CDRSROTCD62L"), effector memory (EM,
CDRSRO™CD621)) and terminally differentiated effector memory (TEMRA, CD45ROCD62L-
) T cells from CCM patients was determined and significance calculated by comparing the
proportion of different T cell phenotypes according CD45RO and CD62L expression (Kruskal-

Wallis test and Dunn’s test).

Figure S3. The frequency of IL-17'TL-6" and IL-6'TFN-y" T cells expressing TLLR2 and
TLR4 in CCM patients. The mean frequency of dual (A) IL-17 and IL-6- or (B) IL-17 and IFN-
y-secreting (CD4" and CD8%) T cells positive for TLR2 and TLR4 from asymptomatic
(CCMasympt, n=14) and symptomatic (CCMsympt, n=23) patients was determined before and after
Pam3Csk4 (Pam3C, lpg/mL) or LPS (100 ng/mL) addition. Data are shown as mean + SD of
seven independent experiments with 5 to 6 samples per experiment. Significance was calculated
by comparing different cell culture conditions from CCMasyupt and CCMsympt groups, and the p

values are > 0.05 (Kruskal-Wallis test and Dunn’s test).
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Table 1: Features and demographic of CCM patients and healthy subjects.

CCM patients Health non-
Characteristics Symptomatic Asymptomatic CCM subjects
Bieeding Epilepsy

Sample size, N ( %) 20 (55%) 3(8%)" 14 (37%) 20
Age, years (mean) 44 38 48 40.1
Female, N (%) 12 (60%) 3 (100%) 10 (71%) 10 (50%)
Sporadic, N (%) 17(85%)  3(100%)  7(50%) NA®
Familiar, N (%) 3 (15%) 0 7 (50%) NA
DVA. N (%) 8 (40%) 1(33%) 3(21%) NA
Ethnicity

Caucasian. N ( %) 18 (88%) 2 (66%) 9 (66%) 14 (70%)

African-Brazilian, N (%) 2(12%) 1(34%) 5 (34%) 6 (30%)

'Two from three patients with epilepsy were using Oxcarbazepine (Trileptal) to control seizure crises. The

subjects, patients and healthy individuals recruited, were not taking any medication at the time of blood

sampling. *Developmental venous anomaly. *Not appliacable.
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CONCLUSOES

a) Apesar da frequéncia de linfécitos T CD4* e T CD8* classicas que expressam
TLR2 e TLR4 ter sido baixa e sem diferenca significativa entre os diferentes
grupos estudados, a porcentagem de células T CD4* e T CD8* maiores e mais
granulosas foi maior no grupo com CCM, principalmente e entre os pacientes

sintomaticos;

b) Entre os pacientes, a propor¢cao de células T CD4* e T CD8* capazes de
expressar TLR2 e TLR4, assim como a densidade de expressao desses
receptores de padrao, foi associada a atividade clinica da doencga, definida aqui

como a ocorréncia de hemorragias intracranianas ou epilepsia;

c) Atividade da doencga cerebral foi associada a uma expansao de células T
CD4* e T CD8" efetoras circulantes que expressam TLR2 e, principalmente,
TLR4 funcionais e que sintetizam citocinas proé-inflamatérias relacionadas aos
fendtipos celulares Th1 e Th17. Adicionalmente, a porcentagem destas células
capazes de produzir simultaneamente IL-17 e IFN-y foi associada a pior

prognostico do CCM;

d) Em culturas, células T de pacientes sintomaticos foram mais responsivas a
ativacao policlonal via TCR/CD28 e aos agonistas de TLR2 (Pam3c) e TLR4 (LPS)
produzindo maiores niveis citocinas pré-inflamatérias relacionadas aos fenétipos
celulares Th1 e Th17;

e) No compartimento das células B, atividade clinica do CCM foi associada a

expanséao de subtipos de células B de memoria;

f) Em pacientes assintomaticos, a frequéncia de células T e células B produtoras
de IL-10 foi maior do que pacientes sintomaticos, indicando um provavel
mecanismo endogeno de regulacdo imune, o que pode contribuir com melhor

progndstico da doenga;

g) Em resumo, nossos achados, apesar de preliminares, identificaram indicios de

um envolvimento das células T, que expressam TLR2 e TLR4, e de células B
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circulantes nas formas ativas dos cavernomas cerebrais. Acreditamos que
eventos adversos, como disbiose intestinal associada a maior translocagao
microbiana, possam contribuir para a ocorréncia de novas recaidas clinicas por
favorecer a expanséao de linfocitos T TLR™* efetores em detrimento a danos no
compartimento de linfocitos reguladores produtores de IL-10. Esses dados
precisam ser avaliados em um numero maior de pacientes, pois essas
informagdes podem ajudar no desenho de novas ferramentas imunomoduladoras

em favor do paciente com CCM.
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