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Palavras-chave

Resumo

Sistema imune, Células mesenquimais do estroma, Linfdcitos T,
Imunomodelacéo

O sistema imune € responsavel pela resposta imunoldgica efetiva e bem
coordenada, fundamental na defesa do organismo. Os linfécitos T sdo elementos
importantes dessa resposta, tanto por produzirem reagdes imunoldgicas
especificas para combater infeces e neoplasias, como também por dirigirem e
regularem as respostas imunes. As células mesenquimais do estroma (MSCs) séo
células multipotentes, com a capacidade de autorrenovacdo e de diferenciacao
em linhagens de células mesodérmicas. Nos ultimos anos, varios estudos
mostraram que as MSCs produzem diversos fatores sollveis que exercem efeitos
imunossupressores, modulando tanto a resposta imune inata como a adaptativa.
Devido a estas suas propriedades, as MSCs tém sido consideradas como uma
possivel estratégia terapéutica para a regulacdo negativa de respostas imunes
exacerbadas, como as que ocorrem nas doengas autoimunes e noutras doencas
com inflamag&o exacerbada. O corddo umbilical tem sido uma das fontes de
MSCs alternativa a medula éssea, uma vez que a recolha das células é simples,
segura e ndo invasiva; as células apresentam os marcadores tipicos de MSCs,
baixa imunogenicidade e elevada proliferagéo.

O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo da acéo
imunomoduladora das MSCs da matriz do corddo umbilical em diferentes
subpopulacdes de linfocitos T de sangue periférico e de bidpsias de bacgo e
ganglio linfatico pertencentes a mesma pessoa (4 dadores cadaveres de 6rgaos
ou tecidos para transplante).

Para este efeito, células mononucleares de sangue periférico, do baco e do
ganglio foram cultivadas com e sem adicdo de MSCs e com posterior ativacao,
in vitro, com PMA e ionomicina. As percentagens de linfocitos T produtores de
citocinas intracelulares (IL-2, IFN-y, TNF-o, IL-17, IL-10 e IL-9) foram
determinadas por citometria de fluxo, bem como, a caraterizagdo
imunofenotipica dessas células. Procedeu-se, também, & quantificacdo de mRNA
de IL-4, IL-5, IL-10 em linfécitos T e de IDO em MSCs purificadas.

Este estudo mostrou que a presenca das MSCs da matriz do corddo umbilical
induziu uma diminuicdo da frequéncia de linfocitos Th, Tc, Tyd e T CD4+CD8+
produtores de citocinas pro-inflamatorias, quer provenientes do sangue
periférico, do baco ou do ganglio linfatico, com excecdo das células Th
produtoras de IL-10, particularmente as do sangue periférico. A expressao de
mMRNA de IDO pelas MSCs na presenca de MNCs do bago e do ganglio foi
superior a observada na presenca de MNCs do SP.

Com base nos resultados obtidos, as MSCs da matriz do corddo umbilical
parecem exercer uma ac¢do inibidora semelhante nos linfocitos T provenientes do
sangue periférico, baco e ganglio linfético, o que reforca a aplicabilidade destas
células no tratamento de patologias imunoldgicas.






Keywords

Abstract

Immune system, Mesenchymal stromal cells, T lymphocytes,
Immunomodulation.

The immune system is responsible for effective and well-coordinated immune
response, crucial in the organism defending. T lymphocytes are key elements of
that response, either by producing specific immune responses to fight infections
and neoplasms, as well as for driving and regulating immune responses. The
mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent cells with the ability of self-
renewal and differentiate into mesodermal cell lineages. In recent years, several
studies have shown that MSCs produce various soluble factors that exert
immunosuppressive effects by modulating both the innate and adaptive immune
response. Due to their properties, MSCs have been considered as potential
therapeutic strategy for downregulation exacerbated immune responses in
autoimmune and inflammatory diseases and tissue repair. The umbilical cord has
been one of the alternative MSCs sources to bone marrow, since the cells
collection is simple, safe and non-invasive; the cells show the typical MSCs
markers, low immunogenicity and high proliferation.

The aim of this study was to perform a comparative study of the
immunomodulatory action of MSC from umbilical cord matrix on different
subpopulations of T lymphocytes from peripheral blood, spleen and lymph node
biopsies belonging to the same person (4 cadaver donor of organs and tissues for
transplantation). For this purpose, mononuclear cells from peripheral blood,
spleen and lymph node were cultured with and without addition of MSCs and
with subsequent activation in vitro with PMA and ionomycin. The percentages
of lymphocytes T producing intracellular cytokines (IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-17,
IL-10 and IL-9) were determined by flow cytometry, as well as the
immunophenotypic characterization of these cells. The mRNA expression was
also evaluated by the quantification of mRNA of IL-4, IL-5 and IL-10 in T
lymphocytes and IDO in MSCs.

This study showed the presence of MSCs from umbilical cord matrix induced a
decrease on the frequency of Th, Tc, Tyd and TCD4+CD8+ lymphocytes
producers of pro-inflammatory cytokines, from peripheral blood, spleen and
Ilymph node, except for Th cells producing IL-10, particularly from peripheral
blood. The mRNA expression of IDO by MSCs in the presence of MNCs from
spleen and lymph node was higher than the expression by MSCs isolated or in
the presence of MNCs from SP.

Based on these results, the MSCs from umbilical cord matrix seem to have a
similar inhibitory effect on T lymphocytes from peripheral blood, spleen and
Ilymph node, which reinforces the applicability of these cells in the treatment of
autoimmune diseases.
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1. Introducéao

1.1. Sistema Imunitario

O organismo humano dispfe de um importante sistema imunitario (SI), que é
fundamental nos seus mecanismos de defesa [1]. O Sl é constituido por um conjunto de
diferentes 6rgdos, uma grande variedade de células (por exemplo neutréfilos, eosinofilos,
basofilos, mastocitos, monaocitos, células natural killer (NK) e linfocitos T e B) e multiplos
fatores solGveis (por exemplo IFN (interferdo) y, TNF (fator de necrose tumoral) a € uma
variedade de interleucinas). Todos estes componentes permitem uma resposta imunoldgica
efetiva e bem coordenada. Para além de proteger o organismo de ameacas externas, o Sl é
capaz de reconhecer e combater células do préprio, nomeadamente no caso de células
tumorais e como acontece nas doengas auto-imunes, e de preservar o equilibrio homeostatico
do organismo [1].

A resposta do Sl, também designada por resposta imune, pode ser dividida em dois
grupos, a imunidade inata e a imunidade adaptativa (Figura 1), dependendo dos mecanismos
de defesa envolvidos [2]. A imunidade inata consiste numa primeira linha de defesa inicial
e resume-se a resposta imediata a um estimulo agressor. Este tipo de resposta consiste na
acdo combinada de diferentes componentes, como as barreiras de defesa (anatémica,
fisioldgica e inflamatoria), células fagociticas, células natural Killer, proteinas efetoras no
sangue e citocinas que sdo responsaveis pela coordenacdo de diversas atividades celulares.
Uma vez que estes componentes ndo respondem de forma especifica a um determinado
antigénio, a resposta inata é inespecifica [2,3]. As células do sistema inato reconhecem
estimuladores imunes associados aos patogénicos, uma vez que estes ocorrem em padrdes
repetidos. Além disto, a imunidade inata tem também um papel fundamental na ativagdo da
imunidade adaptativa [3]. Se a imunidade inata ndo for suficiente na eliminagdo ou
neutralizacdo dos antigénios, entdo desencadeia-se uma resposta imune adaptativa [3].

A imunidade adaptativa consiste numa resposta imunoldgica também estimulada pela
exposicao a antigénios, mas cuja capacidade defensiva aumenta aps exposicdes posteriores
—memoria imunoldgica [2,3]. Em oposicéo a resposta imune inata, a imunidade adaptativa
requer algum tempo para reagir contra um organismo invasor, sendo considerada a segunda
linha de defesa, e tem a capacidade de reconhecimento do préprio e do ndo préprio do

organismo [3]. A resposta imune adaptativa é altamente especifica para um antigénio e reage



somente contra o antigénio que induziu a resposta. Este tipo de resposta consiste na acdo dos
linfocitos B através da producgdo de anticorpos, apds a sua diferenciacdo em plasmdcitos, e
dos linfocitos T através da producdo de citocinas e de uma resposta citotoxica especifica
contra as células que expressam o antigénio que esteve na base dessa resposta imune. A
estimulagdo de linfocitos naive por antigénios gera células de memoria de longa vida e estas
células apresentam caracteristicas que as tornam mais eficientes na resposta e na eliminagdo

do antigénio do que os linfécitos naive [3].
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Figura 1- Imunidade inata e imunidade adaptativa. Representacdo simplificada dos
principais mecanismos e células envolvidas nas respostas imunes inata e adaptativa.
Adaptado de Abbas (2).

Todas as células do SI tém origem na medula dssea por um processo designado por
hematopoiese [4]. Este processo consiste na formacdo, desenvolvimento e maturacéo de
elementos sanguineos a partir de células stem hematopoiéticas (HSCs). Estas células sdo
pluripotentes e tém a capacidade de autorrenovacdo, mantendo assim o nivel populacional
de todas as linhagens de células sanguineas através de sucessivas divisdes celulares [5].
Inicialmente na presenca de células do estroma, de componentes da matriz extracelular e sob

a acao de varios fatores de crescimento e citocinas, as HSCs diferenciam-se em células



progenitoras linfoides (CLPs) e células progenitoras mieloides (CMPs) [4,6]. As CMPs dao
origem aos eritrocitos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos, células dendriticas
mieloides, mastocitos e plaquetas enquanto as CLPs d&o origem as células natural killer,
linfécitos B e T e células dendriticas plasmacitoides [4,5]. Seguidamente, sera feita uma
revisdo mais detalhada sobre os linfocitos T, uma vez que estas células s@o o objeto de estudo
deste trabalho.

1.1.1. Linfécitos T

Os linfocitos constituem um grupo de células homogéneas em morfologia mas com uma
grande diversidade de linhagem, funcdes e fendtipo, expressando recetores especificos para
os antigénios [7]. Estas células tém origem na medula 6ssea e de acordo com o seu local de
maturacdo é possivel dividir os linfécitos em subgrupos: linfécitos B e T, que maturam na
medula dssea e timo, respetivamente [8]. As células natural killer sdo linfocitos que sao
componentes do sistema imune inato, com funcdo semelhante a alguns linfécitos T, podendo
reconhecer e exercer uma funcdo citotdxica contra células infetadas por virus ou bactérias e
contra células tumorais. Ao contrario dos linfocitos T e B, as células natural killer ndo
possuem os recetores especificos para os antigenios [7].

Os linfocitos T, apesar de terem origem na medula éssea, migram desta para a glandula
do timo, onde sofrem maturacdo [9]. Ao longo das inUmeras fases da sua maturacdo, 0s
linfocitos T passam a expressar varios recetores membranares especificos, entre os quais o
recetor das células T para o antigénio (TCR), a molécula de diferenciacdo CD3 presente em
todos os linfécitos T maduros e os recetores CD4 e CD8 [2]. No cértex do timo, os timdcitos
expressam pela primeira vez 0 TCR y5 ou af, e as células T que expressam 0 TCR of
comecam a diferenciarem-se em linfocitos T CD4+ ou T CD8+ [9]. O reconhecimento do
antigénio por parte dos linfécitos T € possivel devido ao seu TCR expresso a superficie
destas células [7]. Contudo, o TCR dos linfécitos T sé é capaz de reconhecer peptideos
apresentados pelas células apresentadoras de antigénios (APCs), quando estes se encontram
ligados as moléculas do complexo major de histocompatibilidade (MHC) [3,7]. Os

macrofagos, linfocitos B e células dendriticas séo classificadas como APCs [3,7].



As moléculas do MHC s&o divididas em dois tipos, as moléculas de classe | e as de classe
I [7,10]. Nos orgéos linfoides secundarios, os linfocitos que ainda ndo reconheceram o
antigénio, designados por linfocitos naive, tém apenas a capacidade de o reconhecer, mas
ndo conseguem executar uma acdo de defesa contra 0 mesmo. Apos o reconhecimento do
antigénio, o linfdcito T naive prolifera e diferencia-se em células de memoria ou efetoras
[10]. Os linfécitos T de memoria formam um reservatorio, permitindo uma resposta mais
rapida e potente contra uma segunda exposicdo ao antigénio [10,11]. Este compartimento
funcional de linfocitos T pode ser dividido em memoria central (Tcm) € memoria efetora
(Tem). Os linfécitos Tcm S0 responsaveis pela expansdo rapida, em caso de reexposicao ao
antigénio. Apds a reexposicdo e reconhecimento do antigénio, os linfocitos Tcwm diferenciam-
se rapidamente em linfdcitos Tem que possuem funcdes efetoras. Os linfocitos T efetores séo
outro compartimento funcional de células diferenciadas que tém a capacidade de produzir
citocinas e/ou de exercer citotoxicidade celular e participar assim na resposta imune contra

0 antigénio [10,11].

1.1.1.1. Linfécitos T citotoxicos

Os linfocitos T citotdxicos (Tc) tém como principal funcdo a destruicdo das células
infetadas por virus, células neoplasicas ou células alogénicas, através da libertacdo de
proteinas que formam poros na membrana das células-alvo [10]. Esta funcao litica pode ser
desempenhada por duas vias. Na primeira via, os linfocitos Tc libertam perforina que ira
polimerizar a membrana plasmatica da célula-alvo, formando poros na mesma [3,7]. Desta
forma, a granzima B podera entrar na célula-alvo, ativando a cascata proteolitica das
caspases e levando a morte celular por apoptose. Na segunda via, os linfocitos Tc ativam
indiretamente a cascata das caspases. A proteina Fas ligando, presente na superficie dos
linfécitos Tc, liga-se a proteinas Fas que se encontram na superficie da celula-alvo. Esta
ligacdo promove a ativacdo da cascata de caspases e consequentemente a apoptose celular
[3,7]. Contudo, a funcéo dos linfocitos Tc ndo se limita & eliminacéo de células-alvo. Estas
células também participam noutros mecanismos de defesa do organismo, atraves da

producéo de citocinas, entre as quais o IFN-y e 0 TNF-a. [7].



Os linfocitos Tc expressam na sua superficie o TCR e os co-recetores CD3 e CD8 [10].
O complexo TCR/CD3/CD8 reconhece o antigénio apresentado pelas moléculas MHC
classe I presentes na superficie das APCs. Apds a ativacdo, os linfécitos Tc tornam-se células

efetoras, desencadeando-se os mecanismos de defesa [10].

1.1.1.2.  Linfdcitos T auxiliadores

Os linfécitos T auxiliadores (Th) séo as células do Sl responsaveis pela coordenacgdo da
resposta imune contra o antigénio, uma vez que libertam citocinas para autoestimulacéo e
estimulacao de outros leucdcitos [10]. Estas células expressam na sua superficie os TCRs e
0s co-recetores CD3 e CD4. O complexo TCR/CD3/CD4 reconhece 0 antigénio apresentado
pelas moléculas do MHC classe Il presentes na superficie das APCs [10].

Os linfocitos Th naive (ThO) podem diferenciar-se em diferentes subgrupos que
apresentam diferentes fungdes, sendo que esta divisdo deve-se ao padrdo de citocinas que
secretam [3]. Esta diferenciacdo é condicionada pelo ambiente de citocinas aquando do
estimulo fornecido pela APC. A presenca de interleucina (IL) 4 favorece um linfécito ThO a
diferenciar-se em Th2, enquanto a diferenciagdo em Thl é favorecida pela presenca de IL-
12 [3].

Os linfocitos Thl produzem um padréo de citocinas constituido pela IL-2, IFN-y e TNF-
a/p [10]. As principais funcdes deste subgrupo de linfocitos séo a inducéo da proliferagdo
de linfécitos T, ativacdo de macrdfagos e células natural killer, aumento da producédo da
imunoglobulina G e estimulagédo das APCs [7].

O padrdo de citocinas IL-4, 5, 6, 9, 10 e 13 é carateristicos dos linfocitos Th2 [10]. A
ativacdo de eosindfilos e mastdcitos, aumento da producédo de IgE e aumento da producéo
de componentes da matriz extracelular pelos macrofagos sdo as principais carateristicas
destas células [7].

Por sua vez, os linfocitos Th17 produzem as citocinas IL-17,21 e 22 [7]. A IL-17, citocina
caracteristica destas células, tem uma forte capacidade indutora da inflamacdo, induzindo a
infiltracdo de neutrofilos e mondcitos [12]. Estes linfécitos tém ainda como fungdo a
estimulacao da producéo de citocinas pré-inflamatorias [12].



Para além destes linfocitos Th existem ainda outros subgrupos menos conhecidos como
os linfocitos Th9, Th22 e Tfh. Os linfdcitos Th9 estdo associados a um padréo de citocinas
constituido pela IL-9 e IL-10 e estdo envolvidos na defesa do hospedeiro contra parasitas
extracelulares, principalmente nematoides [13]. Apesar de produzirem a citocina anti-
inflamatoria IL-10, estes linfocitos promovem a inflamacg&o alérgica. O seu papel noutras
doencas inflamatdrias ainda permanece incerto, pois este subgrupo sé foi caracterizado
recentemente. Os linfocitos Th22 produzem IL-22 e foram identificados em doencas
inflamatdrias da pele. O seu papel na defesa do hospedeiro ainda ndo é claro, mas este
subgrupo parece estar envolvido na regulagdo da cicatrizacdo da pele [7,13]. Os linfécitos T
auxiliadores foliculares (Tfh) estdo envolvidos na promocdo de respostas dos centros

germinativos e desenvolvimento de células B produtoras de anticorpos e meméria [13,14].

1.1.1.3.  Linfdcitos T reguladores

Os linfécitos T reguladores (Treg) sdo as células mais importantes nos mecanismos
supressores e da tolerancia imune, quer atraves do contacto célula a célula quer pela
producdo de fatores soltveis [15]. As principais fun¢des destes linfdcitos sdo a inibicdo da
atividade das APCs, linfdcitos Tc, células natural killer e mondécitos e da producdo de
citocinas [7].

A maioria dos linfocitos Treg expressam na sua superficie o co-recetor CD4, mas também
existem linfocitos Treg que expressam CD8 [7,16]. Estas células expressam o fator de
transcricdo Foxp3, essencial para o desenvolvimento das func¢des reguladoras, e exibem uma
elevada expressdo de CD25, cadeia alfa do recetor da IL-2 [16].

Os linfécitos Treg podem ser divididos em dois tipos principais, 0s naturais e 0s
induzidos. Os linfocitos Treg naturais tém um fendtipo CD4+CD25+Foxp3+ e néo
proliferam em resposta a estimulos externos. Estas células ttm como funcéo a supressao da
atividade efetora de potenciais linfocitos T autorreativos, através do contato intercelular [16].
Por outro lado, os linfécitos Treg induzidos sdo células supressoras secundarias. Estas
celulas séo geradas diretamente a partir de linfocitos T CD4+, por estimulagéo do complexo
TCR/CD3, na presenga de IL-10 e TGF-p [16-18]. Os linfocitos Treg estimulados na

presenca de IL-10 apresentam o fendtipo CD4+CD25+Foxp3- e tém a capacidade de



produzir IL-10, inibindo a resposta imune; enquanto os linfocitos Treg induzidos por TGF-
B tém um fendtipo CD4+CD25+Foxp3+ e inibem atraves da producao de TGF-p [16-18].

1.1.1.4.  Linfdcitos Tyd

Os linfocitos Tyd expressam uma forma de TCR distinto do “tradicional™, sendo TCR
composto por uma cadeia y ¢ outra o [7]. Estas células expressam ainda o co-recetor CD3
e normalmente ndo expressam CD4 e CD8. Estas células parecem ter um papel quer na
imunidade inata quer na adaptativa [19,20]. Algumas dessas fungdes sdo: responderem
rapidamente, reconhecerem antigénios que ndo sejam proteinas, expressarem recetores de
superficie que geram memdria imunoldgica, induzirem a maturacdo das células
dendriticas e ainda sdo capazes de apresentar antigénios as células Tap.

As células Tyd ativadas apresentam atividade citotoxica, sendo a granzima B e a
perforina as principais moléculas citotoxicas expressas por estas células [21]. Varios
estudos também ja demonstraram que os linfocitos T yé também produzem citocinas,
como 0 TNF-q, 0 IFN-y, a IL-2 e a IL-17 [22-25].

Os linfocitos T sdo elementos importantes da resposta imune, tanto por produzirem
reacGes imunoldgicas especificas para combater infecGes e outras doencas, como também
por dirigirem e regularem as respostas imunes [7,26,27]. No entanto, quando os linfocitos T
ndo seguem os padrdes de resposta adequados, pode-se desenvolver respostas imunes pro-
inflamatorias exacerbadas. Desta forma, os linfocitos T tém um papel crucial nas doencas
inflamatdrias e autoimunes. Nos Gltimos anos, varios estudos tém apontado as células
mesenquimais do estroma como uma estratégia terapéutica para a regulacdo negativa das

respostas imunes exacerbadas nestas patologias [28,29].



1.2. Células Mesenquimais do Estroma

1.2.1. Caraterizacao e propriedades

As células mesenquimais do estroma (MSCs) sdo uma populacgdo rara, heterogénea e
multipotente de células estaminais ndo-hematopoiéticas [30]. Morfologicamente, as MSCs
sdo celulas fusiformes, semelhantes a fibroblastos e apresentam capacidade de
autorrenovacdo e de diferenciacdo em diferentes linhagens germinativas. Quanto a sua
imunogenicidade, estas células apresentam fraca expressao de moléculas MHC de classe I,
auséncia de expressdo de moléculas MHC de classe 11 e de moléculas co-estimulatorias, ndo
induzindo uma resposta aloreativa por parte dos linfocitos T [30].

Um problema da identificacdo e caracterizacdo de MSCs é a falta de um marcador
especifico [28]. Segundo a Internacional Society for Cellular Therapy sdo necessarios trés
requisitos minimos para uma populagdo ser classificada como MSC: 1) capacidade de
aderéncia em cultura a superficie do plastico; 2) mais de 95% das células em cultura devem
expressar as moléculas de superficie CD105, CD73 e CD90 e, adicionalmente, as moléculas
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR devem estar ausentes; 3)
capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, condroblastos e adipécitos [31].

As MSCs podem diferenciar-se em celulas especializadas (Figura 2) mas tém um
potencial de diferenciacdo mais limitado que as células estaminais embrionarias [32,33].
Esta diferenciacdo depende das condicBes experimentais/fisioldgicas, sendo conduzida por
genes reguladores especificos, tratamento com fatores de crescimento, inducdo quimica e
microambiente da cultura. A capacidade de diferenciacdo em linhagens mesodérmicas foi
demonstrada in vitro e in vivo [31]. Recentemente, varios estudos revelaram que as MSCs
podem diferenciar-se in vitro em outros tipos de linhagens celulares, como as linhagens
ectodérmica e endodérmica, por um processo denominado de transdiferenciagéo [33].

Porém, este processo nao foi confirmado in vivo.
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Figura 2- Multipotencialidade das células mesenquimais do estroma. As células
mesenquimais do estroma tém a capacidade de autorrenovacdo (seta curva),
diferenciacdo na linhagem mesodérmica (seta reta continua) e transdiferenciacdo nas
linhagens endodérmica e ectodérmica (seta tracejada). Adaptado de Uccelli [33].

Uma outra carateristica das MSCs é a sua capacidade de migracédo para os tecidos lesados
[34]. As MSCs respondem a alguns agentes quimioatrativos e expressam recetores de
quimiocinas, permitindo assim a sua mobilizacdo para os tecidos-alvo [35]. Esta capacidade
de mobilizacdo para os tecidos aliada a capacidade de diferenciacdo coloca as MSCs como
potenciais células regeneradoras de tecido. No microambiente especifico da leséo, as MSCs
sdo estimuladas pelas baixas tensdes de oxigénio, toxinas exdgenas e citocinas pro-
inflamatorias, estimulacdo esta que permite a acdo das MSCs no sentido de ajudar na
reparacgdo do tecido através da libertacdo de fatores paracrinos [36]. A angiopoietina-1 (Ang-
1), eritropoietina (EPO), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e fator
derivado de células estaminais tipo 1 (SDF-1) sdo alguns exemplos de fatores paracrinos que
contribuem para o efeito terapéutico das MSCs através da reparacéo do tecido, angiogénese,

cicatrizacao de ferida e efeito neuroprotetor [37]. Contudo, as fungdes bioldgicas das MSCs



no interior dos tecidos ainda ndo sdo completamente compreendidas, mas sabe-se que estas
células estdo envolvidas na manutencdo da homeostase dos tecidos e na modulacdo da

atividade das células do sistema imunitario [28,29].

1.2.2. Fontes de isolamento de MSCs

As MSCs foram originalmente isoladas a partir da medula 6ssea, no entanto também
estdo presentes em diversos outros tecidos [38,39]. Estas células representam uma fracdo
muito pequena da populacgdo total de células nucleadas da medula dssea (0.001% a 0.01%
das células totais), podendo ser isoladas e expandidas eficazmente e com bom rendimento
em condicBes de crescimento in vitro [40]. Normalmente, as MSC séo isoladas por um
gradiente de densidade e separadas das células estaminais hematopoiéticas pela sua
capacidade de aderéncia a superficies plasticas em placas de cultura celular [41]. Para além
do numero de células, as MSCs da medula 6ssea apresentam outras limitaces como a
diminuicdo significativa da sua capacidade de proliferacdo e diferenciacdo com o aumentar
da idade do dador [42]. Além disso, 0 procedimento para obter estas células é invasivo e
doloroso para o paciente, podendo ser seguido por sangramento, dor crénica e risco de
infecdo [43-45]. Devido a estas limita¢Ges, fontes alternativas de MSCs tém sido exploradas,
como por exemplo o tecido adiposo, o corddo umbilical, a placenta, entre outros tecidos pos-
natais.

O cord&@o umbilical tem sido usado como uma fonte alternativa de MSCs, uma vez que
é rotineiramente descartado apds o parto. O procedimento para recolher estas células é
simples, seguro e ndo-invasivo, quando comparado com o aspirado de medula éssea [42,45].
Além disso, as MSCs do corddo umbilical apresentam os marcadores tipicos destas células
(Tabela 1), baixa imunogenicidade e elevada cinética de crescimento como as MSCs da
medula ¢ssea [46]. A partir do corddo umbilical, as MSCs podem ser isoladas do sangue do
corddo umbilical, da matriz do cordao umbilical (Wharton’s Jelly) e da camada subendotelial

da veia umbilical (Figura 3) [47].
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Tabela 1 — Marcadores de superficie expressos pelas MSCs do cordédo umbilical e da
medula 6ssea. Adaptado de Malgieri [42].

Marcadores de superficie Corddo Umbilical Medula 6ssea

CD13 ++++ ++++
CD14 - -
CD29 ++++ ++++
CD31 - -
CD34 - -
CD38 - -
CDh44 ++++ ++++
CD45 - -
CD73 ++++ ++++
CD90 ++++ ++++
CD105 ++++ ++++
CD106 + Tt
CD146 ++++ +++
HLA-ABC +++ ++++
HLA-DR - -
Artéria
\O
Matriz do cordio 4 i » Sangue umbilical

umbilical

Veia

Figura 3- Compartimentos do corddo umbilical. As MSCs podem ser isoladas a
partir de sangue do corddo umbilical, da matriz do corddo umbilical (Wharton’s Jelly)
e da camada subendotelial da veia umbilical. Adaptado de Yang [47].

Apesar desta ampla distribuicdo, as diferentes populagdes de MSCs apresentam boas
propriedades imunomodeladoras e carateristicas que as tornam candidatos promissores no
desenvolvimento de terapias para vérias doencas, nomeadamente: 1) facil isolamento a partir
de qualquer tecido; 2) elevada cinética de crescimento, que permite uma facil expansdo in
vitro a partir de pequenas amostras para niveis clinicos; 3) armazenamento por longos
periodos de tempo sem perda de multipotencialidade; 4) baixa imunogenicidade, evitando a

resposta alogénica e 5) sem levantarem questdes éticas [46].

11



1.2.3. Imunomodela¢do mediada por MSCs

Ao longo da dltima década, os estudos com MSCs tém-se redirecionado para a
multipotencialidade destas células em relacdo aos seus possiveis efeitos regulatorios sobre
as celulas do sistema imunoldgico [33]. As MSCs demonstraram possuir uma elevada
capacidade imunoreguladora, que afeta tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. No
entanto, o comportamento das MSCs depende de varios fatores, como a fonte de isolamento
das células, o tipo de células imunes presentes na cultura celular e o seu estado de ativagédo
e diferenciagdo, bem como o tipo de estimulo usado [39,48].

Estudos in vitro demonstraram que as MSCs inibem a proliferacdo de linfocitos T
estimulados com mitogénios policlonais, células alogénicas ou antigénios especificos
[39,49-52]. Esta inibicdo parece ser mediada pela paragem do ciclo celular dos linfocitos na
fase GO/G1 [51,52]. Além disso, varios estudos mostraram que as MSCs influenciam o perfil
de secrecdo de citocinas das diferentes subpopulacdes de células T [48,50,53,54]. A adi¢édo
de MSCs a uma cultura de linfdcitos T ativados in vitro resultou na diminui¢édo da producéo
de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF-q, IL-6 e IL-17, e no aumento dos niveis
de citocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-4 e IL-10. A diminuigdo da producéo de IFN-y
parece estar relacionada com a interferéncia das MSCs na diferenciacdo dos linfdcitos T
CD4+ naive em linfocitos Thl efetores, provocando uma alteracdo no balanco dos linfécitos
Th1/Th2, conduzindo a uma maior producdo de IL-4 e inducdo de um fendtipo mais anti-
inflamatdrio [50]. Além disso, as MSC induzem a expansao de linfocitos T reguladores, que
sdo celulas especializadas na supressdo da ativacdo do sistema imune mantendo a
homeostase. Recentemente, observou-se que as MSCs impediram a diferenciagéo in vitro de
linfocitos T CD4+ naive em linfécitos Thl7 e inibiram linfécitos Thl7 totalmente
diferenciados de produzirem IL-17, IL-22, IFN-y e TNF-o [55]. Véarios grupos de pesquisa
demonstraram que as MSCs também s&o capazes de inibir a inducdo da citoxicidade mediada
por linfocitos T citotoxicos [56,57]. Contudo, ndo foi observado um efeito inibidor das
MSCs sobre os linfocitos T citotoxicos ativados. De forma a comparar as agOes
imunomodeladoras in vitro das MSCs da matriz do corddo umbilical, tecido adiposo e
medula 6ssea, um estudo recente evidenciou diferentes capacidades de supressdo sobre 0s
linfocitos T [39]. As MSCs derivadas das trés fontes de isolamento revelaram capacidade de

prevenir a ativacao de linfdcitos T citotdxicos e auxiliadores e a aquisi¢ao de carateristicas
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morfolodgicas tipicas de linfoblastos. Contudo, as MSCs derivadas do tecido adiposo
mostraram um maior efeito inibitorio e as células derivadas da matriz do corddo umbilical
um efeito mais brando [39].

As MSCs também podem regular a resposta imunitaria através da interacdo com 0s
linfocitos B. A co-cultura de MSCs e linfdcitos B, com estimulos para ativagdo destes,
demonstrou que as MSCs inibiram a proliferacdo dos linfécitos B e a producdo de
imunoglobulinas (IgM, IgG e IgA) [58]. No entanto, dependendo do nivel de estimulacgéo, a
secrecdo de 1gG pelos linfécitos B ativados pode ser estimulada ou inibida apds a adicdo de
MSC [59].

A imunidade inata também ¢ afetada pela acdo imunoreguladora das MSCs. Algumas
destas acBes passam pela inibicdo da maturacdo in vitro de mondcitos e inibicdo da
diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas em células dendriticas, bem como
pela regulagdo da expressdo de moléculas de MHC de classe Il na superficie de células
dendriticas maduras [60,61]. Estes efeitos, juntamente com a capacidade das MSCs para
diminuir a producdo de citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-12 e o TNF-a, e aumentar a
producdo de IL-10 pelos mondcitos e células dendriticas, sugere que as MSCs tém a
capacidade de interferir tanto na funcdo de apresentacdo do antigénio, bem como no
potencial pro-inflamatério das APCs [60,62]. As MSCs podem ainda inibir a citotoxicidade
das células natural killer através da inibi¢do da sua proliferacdo e da sua producédo de IFN-
v [63,64]. Em relacdo aos neutrofilos, as MSCs podem suprimir a producdo in vitro de
perdxido de hidrogénio em neutréfilos ativados, sugerindo uma limitacdo da intensidade da
explosdo oxidativa apds a estimulagdo inflamatdria [65].

Este conjunto de resultados indicam que as MSCs podem regular negativamente a
intensidade de uma resposta imunitéria, afetando tanto a imunidade inata e como a
adaptativa. Contudo, € importante notar que a maioria dos resultados descritos se referem a
condigdes testadas in vitro, enquanto o efeito imunoregulador das MSCs que ocorre in vivo

e de forma natural permanece desconhecido.
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1.2.4. Mecanismos da imunomodelagao das MSCs

Embora exista um grande numero de estudos que evidenciam a agdo imunossupressora
das MSCs, os mecanismos subjacentes a esta acdo imunomodulatéria apenas sdo
compreendidos parcialmente e, por vezes, alguns trabalhos publicados até apresentam alguns
dados contraditorios [revisto em 66]. Resultados recorrentes sugerem que pelo menos
algumas fungdes imunomoduladoras das MSCs nédo sdo expressas constitutivamente, mas
sdo induzidas pela citocina pro-inflamatéria IFN-y, sozinha ou concomitante com TNF-a,
IL-1a, ou IL-1pB, secretados por linfocitos ativados [67-69]. Por sua vez, estas citocinas
induzem as MSCs a produzir vérios fatores solliveis que medeiam a sua atividade
imunossupressora. Como as MSC mostraram ter a capacidade de suprimir a producédo de
IFN-y nos linfdcitos, foi sugerido um modelo de mecanismo feedback: os linfocitos ativados
produzem IFN-y que ativa a fungdo imunossupressora das MSCs, que por sua vez ira
suprimir a producéo de IFN-y pelos linfécitos como forma de regulacdo do processo (Figura
4) [66-69].

Os fatores solUveis que tém sido sugeridos como tendo um papel ativo nas funcdes
imunossupressoras das MSCs, podem ser secretados por estas células ou por leucdcitos.
Vaérios estudos demostram que a IL-10 pode ser produzida por varias células do sistema
imune inato e adaptativo, bem como pelas MSCs [49,69-71]. A IL-10 é uma citocina anti-
inflamatdria, envolvida em muitos processos imunossupressores e, por conseguinte,
desempenha um papel crucial na prevencdo de patologias inflamatérias e autoimunes [70].
A neutralizacdo da IL-10, numa co-cultura de MSCs e de células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs) ativadas utilizando anticorpos especificos, resultou na anulagdo do
efeito inibidor da proliferacdo exercido pelas MSCs [49,72]. Este resultado demonstra que a
IL-10 desempenha um papel importante no mecanismo de supressao mediado pelas MSCs.
A IL-6, para além de ser produzida pelas células do sistema imune, também o pode ser pelas
MSCs. Esta interleucina tem sido associada a protecdo dos linfocitos e dos neutrofilos de
sofrerem apoptose, bem como & inibi¢do mediada pelas MSCs da diferencia¢do de mondcitos
em células dendriticas [60,65,73].
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Figura 4- Possivel mecanismo dos efeitos imunomodelatérios das MSCs nas células
do sistema imune. Os varios fatores soluveis secretados pelas MSCs estdo associados as
suas propriedades imunomoduladoras sobre as células do sistema imune. Adaptado de
Bem-Ami [66].

Outros fatores sollveis que tém sido estudados e correlacionados com a acgdo
imunomodeladora das MSCs sdo o TGF- e 0 HGF [32]. Estes dois fatores sollveis sdo
secretados pelas MSCs e tém um efeito imunossupressor, inibindo a proliferacdo de
linfocitos T [74]. Alguns resultados publicados recentemente evidenciam, ainda, que este
efeito pode ser anulado na presenca de elevadas concentracfes de anticorpos neutralizadores
para o TGF-B1 e HGF [75]. No entanto, a neutralizacdo de cada fator separadamente apenas
resultou na recuperagdo parcial da proliferacdo dos linfocitos T, excluindo assim o papel
individual de um s6 fator na agdo imunossupressora induzida pelas MSCs [75].

Um outro mecanismo que tem sido investigado € a expressdo de indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO) pelas MSCs estimuladas com IFN-y [76]. A IDO é uma enzima que
catalisa a converséo de triptofano em quinurenina. Uma vez que o triptofano é necessario
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para a proliferacéo dos linfocitos, a IDO tem um efeito supressor sobre a proliferacdo dos
linfocitos T e a adicdo de triptofano em co-culturas com MSCs pode restaurar essa
proliferacdo. No entanto, outro estudo excluiu um papel imunossupressor para a IDO, uma
vez que a adicdo de triptofano ou de um inibidor da IDO ndo mostrou ter efeito sobre a
supressdo mediada pelas MSCs [77].

As MSCs expressam constitutivamente ambas as ciclooxigenases, COX-1 e COX-2, e
tem-se observado um aumento da producéo de prostaglandina E2 (PGE2) em condicdes de
co-cultura de MSCs e linfocitos T [78-80]. Além disso, a proliferacdo de linfocitos T
estimulados pode ser restaurada com a adi¢do de inibidores da sintese de PGE2. Por outro
lado, a adicdo de um inibidor de PGE2 restaurou a diferenciacdo e funcdo das células
dendriticas, que tinha sido inibida pelas MSCs. Ja a adi¢do direta de PGE2 a culturas de
monacitos bloqueou a sua diferenciacdo em células dendriticas de uma forma semelhante a
inibicdo induzida pelas MSCs, o0 que sugere um papel importante para esta prostaglandina
na imunossupressédo mediada pelas MSCs [81].

Outra molécula soluvel importante envolvida na regulacdo imune das MSCs é o0 HLA-
G5 [82]. A isoforma soluvel de HLA-G5, produzida pelas MSCs ap0s o contacto célula-a-
célula com linfécitos T estimulados, é responsavel pela supressdo da proliferacdo de
linfocitos T e da citdlise e producdo de IFN-y mediada por células natural killer e pela
expansdo de linfécitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ [82].

Resultados recentes demonstram que a inibicdo da sintetase do 6xido nitrico induzivel
(iNOS) foi suficiente para restabelecer a proliferacdo dos linfécitos T em co-culturas de
MSCs e esplendcitos ativados com anti-CD3 [68]. Estes resultados mostram que o 6xido
nitrico (NO) desempenha um papel importante na supressdo imunoldgica mediada pelas
MSCs. O IFN-y induz a fungdo imunossupressora das MSCs, promovendo a expresséo de
varias quimiocinas e iNOS. Estas quimiocinas dirigem a migracéo de linfdcitos T para as
vizinhancas das MSCs, onde a capacidade de resposta dos linfocitos T é suprimida [68].

Embora varios mediadores tenham sido identificados, o(s) mecanismo(s) exato(s) pelo(s)
qual(ais) todas estas moléculas interagem e exercem a atividade supressora mediada pelas
MSCs esté apenas parcialmente compreendido [32]. Além disso, a neutralizagdo de uma
destas moléculas individualmente ndo tem resultado numa anulacdo completa da
imunorregulacdo das MSCs, pelo que cada um destes fatores soluveis parecem desempenhar

apenas um papel parcial neste complexo mecanismo. Outra questao que carece de respostas
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¢ se este mecanismo é baseado exclusivamente na acdo dos fatores sollveis ou
alternadamente requer o contato direto célula-a-célula entre as MSCs e os leucdcitos [66].

A imunossupressdo por contato direto célula-a-célula tem sido pouco investigado, em
relacdo a acdo dos fatores soltveis produzidos pelas MSCs. Estudos em que foram usados
sistemas transwell mostraram que o contato célula-a-célula é necessario, uma vez que 0s
efeitos mediados pelas MSCs foram diminuidos ou suprimidos quando as células-alvo e
células efetoras estavam separadas por uma membrana [44]. Por outro lado, Tse et al
verificou que a proximidade as MSCs era importante na supressao da resposta dos linfécitos
T, tendo sugerido que o contato direto entre as células era mais importante do que os fatores
soluveis na funcdo imunossupressora mediada pelas MSCs [77].
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2.

Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo da acéo

imunomoduladora das MSCs da matriz do cord&o umbilical em diferentes subpopulagoes de

linfocitos T do sangue periférico, do baco e do ganglio linfatico.

18

Para este efeito procedeu-se a:

e Caraterizacdo imunofenotipica das diferentes subpopulacées de linfécitos T: Th, Tc,
Tyd e TCD4+CD8+ e sua distribuicdo nos compartimentos naive, memoria e efetor;
dos linfécitos B e das células NK, nas amostras de sangue periférico e nas bidpsias
de baco e de ganglio;

Em culturas celulares de células mononucleares de sangue periférico, do baco e do

ganglio com e sem adi¢do de MSCs da matriz do corddo umbilical, e apds ativacao in

vitro com PMA e ionomicina durante 4 horas:

e Caraterizacdo funcional das subpopulagdes de linfocitos Th, Tc, Tyd e TCD4+CD8+
através da producdo das citocinas intracelulares TNF-a, IL-17, IFN-y, IL-9, IL-2 e
IL-10;

e Analise da expressdo génica, apos cell sorting, de IL-4, IL-5 e I1L-10 em linfdcitos
Th e Tc, de perforina em Tyd e de IDO em MSCs.



3. Material e métodos

3.1. Isolamento e cultura de MSCs a partir da matriz do corddo umbilical

O isolamento e cultura de MSCs a partir da matriz do corddo umbilical foram realizados
em colaboracdo com o Laboratério de Biologia Celular do Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular (UC-Biotech). Todos os procedimentos relativos a manipulacéo do cordao
umbilical e cultura das MSCs foram realizados sob condicdes assépticas, numa camara de
fluxo laminar vertical classe Il (HeraSafe HS-18, Heraeus, Germany).

Os cordBes umbilicais humanos foram obtidos apds o nascimento de dadores saudaveis
e fornecidos pela Crioestaminal S.A.. Antes do processamento dos tecidos, as amostras
foram armazenadas a temperatura ambiente em tubos conicos estéreis de 50 mL (VWR
International, U.S.A.) durante 12 a 48h [83]. Cada unidade de corddo umbilical foi cortada
em seccOes de 5 cm de comprimento e lavada 2 ou 3 vezes para remogdo do sangue com
tampdo fosfato-salino estéril (PBS, Life Technologies, U.S.A.). A veia e artérias umbilicais
foram removidas e a matriz do cordao foi cortada em fragmentos de 2-5 mm com ajuda de
bisturi e pinga. Posteriormente, grupos de 15 a 30 fragmentos foram transferidos para placas
de cultura de 21 cm? e deixados a secar por 30 minutos para promover a aderéncia dos
fragmentos a placa. O meio de proliferacdo de MSC [Alpha-MEM] (Life Tecnologies,
U.S.A)) suplementado com 10% volume/volume (v/v) de Soro Fetal Bovino (FBS, Hyclone,
U.S.A)), 10 U/mL Penicilina (Life Technologies, U.S.A.), 10 pg/mL de Estreptomicina (Life
Technologies, U.S.A.) e 2,5 pg/mL de Anfotericina B (Life Technologies, U.S.A.), pré-
aquecido em banho de agua a 37°C, foi adicionado lentamente aos fragmentos aderidos a
placa até todos os fragmentos estarem imersos. Estes fragmentos foram mantidos em cultura
por 15-20 dias, numa incubadora com ambiente assetico a 37°C e com 5% de CO2 e
atmosfera humedecida, até as MSCs migrarem para fora dos fragmentos e formarem colonias
bem definidas. Ao longo destes 15-20 dias, sempre que necessario foi adicionado
regularmente o volume de meio para que os fragmentos se mantivessem imersos. Apos
remocao dos fragmentos e lavagem das células que migraram para fora dos mesmos com
PBS, estas celulas foram destacadas da superficie da placa de cultura usando solucédo de
Tripsina (500 pg/mL) — EDTA (200 pg/mL) (Life Technologies, U.S.A.) durante 5 minutos,
a 37°C. A Tripsina foi inativada com meio Alpha-MEM com 10% (v/v) de FBS (Life
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Tecnologies, U.S.A.) e as células foram ressuspensas usando um pipeta serolégica de 5 mL
(Corning-costar, U.S.A.) para dissociagdo completa das células. De seguida, as células foram
centrifugadas (290 g durante 5 minutos), o sobrenadante foi decantado e o pellet foi
ressuspenso em meio de proliferacdo de MSCs usando uma pipeta seroldgica. As células
foram contadas e plaqueadas em novas placas de cultura de 21 cm?. Para o procedimento de
passagem, as células foram lavadas duas vezes com PBS e destacadas com solucdo de
Tripsina-EDTA (como descrito acima) quando atingem uma confluéncia de 70-80%. As

células foram passadas até um maximo de 5 passagens (P5).

3.1.1. Criopreservacdo de MSCs

Quando uma confluéncia de 80-90% foi atingida, as MSCs foram dissociadas utilizando
uma solucéo de Tripsina-EDTA, em seguida ressuspensas com meio de proliferacdo de
MSCs e recolhidas para um tubo cénico para centrifugacéo (290 g, 5 min). O sobrenadante
foi removido e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio de congelacéo, constituido por FBS
(Life Technologies, U.S.A.) com 10% (v/v) de DMSO para cultura celular (Sigma, U.S.A.),
e transferido para um tubo de criopreservacao (Nunc). O tubo foi congelado a -80°C durante
a noite num crio-refrigerador a base de isopropanol (VWR, U.S.A.), para promover um
congelamento progressivo (-1°C/min). Em seguida, o tubo foi transferido para um
reservatorio de azoto liquido, corretamente identificado com o tipo de células, numero de

passagem, tipo de substrato e data de congelamento.

3.2. Isolamento de células mononucleares por gradiente de densidade

Este estudo envolveu 4 amostras de sangue periférico heparinizado de potenciais dadores
cadaveres de 6rgdos ou tecidos para transplante e suas respetivas bidpsias de baco e ganglio
linfatico (todos do sexo feminino com uma média de idades de 62,5+10,2 anos). Todos 0s
procedimentos relativos a manipulacao de células mononucleares (MNCs) foram realizados
sob condicdes assépticas, numa camara de fluxo laminar vertical classe 1l (Labculture Class
I1 BSC, ESCO).
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As amostras de sangue periférico heparinizado foram diluidas em soro fisioldgico (1:2)
e posteriormente colocados lentamente 10 mL sobre 8 mL de Lymphoprep (Axis-Shield,
Scotland) em tubos de vidro de fundo redondo, de forma a evitar a mistura dos dois liquidos.
Em relacdo a bidpsia de ganglio, este foi picado com recurso a uma seringa e posteriormente
injetado meio RPMI-1640 (Gibco, U.K.), resultando uma suspensdo celular com células do
ganglio linfatico. 10 mL dessa suspensao celular foram colocados lentamente sobre 8 mL de
Lymphoprep (Axis-Shield, Scotland) em tubos de vidro de fundo redondo. As amostras de
baco foram cortadas em pequenos fragmentos com ajuda de pinga e bisturi e transferidos
para um copo de vidro com soro fisiolégico. Os fragmentos ficaram imersos por uma hora
para promover a difusdo das células para o soro. Posteriormente, foram colocados
lentamente 10 mL dessa suspensdo celular sobre 8 mL de Lymphoprep (Axis-Shield,
Scotland) em tubos de vidro de fundo redondo.

Os tubos de vidro contendo Lymphoprep e suspensdo celular foram centrifugados
durante 20 minutos a 2500 rpm, a 20°C. O anel das células mononucleares, situado entre o
Lymphoprep e o plasma, foi recolhido com uma pipeta de Pasteur, para um tubo de Falcon
de 50ml (BD Biosciences, U.S.A.). De seguida realizou-se uma lavagem da suspensdo
celular com RPMI-1640 com 0.1% de antibidtico antimicotico (Gibco, U.K.), centrifugando-
se esta mistura durante 15 minutos a 1600 rpm, a 20°C. O sobrenadante foi descartado, e
efetuou-se nova lavagem com RPMI-1640 contendo 0.1% antibidtico antimicético (Gibco,
U.K.), centrifugando-se durante 10 minutos a 1300 rpm, a 20°C. Depois do sobrenadante ser
decantado, adicionou-se ao pellet 1 mL de RPMI-1640 contendo 0.1% antibidtico
antimicotico (Gibco, U.K.) e procedeu-se a contagem do nimero de células mononucleares

num contador hematolégico (Coulter Ac-T diff2, Beckman Coulter, U.S.A.).

3.3. Caraterizacdo imunofenotipica das populagdes e subpopulacdes de linfocitos
das amostras de sangue periférico e das bidpsias de bago e ganglio

Apos o isolamento e contagem de MNCs de sangue periférico, bago e ganglio linfatico,
1x108 células mononucleares em meio RPMI-1640 (Gibco, U.K.) foram transferidas para
tubos de citometria e seguiu-se uma centrifugagédo a 1500 rpm durante 5 minutos. Com uma

pipeta de Pasteur foi removido o sobrenadante e de seguida foram adicionados 0s anticorpos
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monoclonais para a caraterizagdo das populacdes de linfocitos. O painel de marcadores
escolhidos foi: CD3, CD4, CD8, CD45, CD56, CD19, CD27 e CD45Ra (Tabela 2), que
permitiu quantificar e caraterizar: as diferentes subpopulagdes de linfocitos T (Th, Tc, Tyd
e TCD4+CD8+) e a sua distribuicdo nos compartimentos naive, memoria e efetor; os
linfocitos B e as células NK.

Apos a adicdo dos anticorpos monoclonais, os tubos foram incubados no escuro durante
15 minutos, foi adicionado 1 mL de solucdo FACS Lysing 1x (BD Biosciences, U.S.A.) e
incubados novamente no escuro durante 15 minutos. Seguiu-se uma centrifugacao a 1500
rpm durante 5 minutos, uma lavagem com 1 mL de PBS 1x (Gibco, U.K.) e novamente uma
centrifugacdo. Apos a decantagdo do sobrenadante, as amostras foram ressuspensas em
250ul de PBS 1x (Gibco, U.K.) e adquiridas no citometro de fluxo.

Tabela 2- Painéis de anticorpos monoclonais para caraterizacdo imunofenotipica e
separacdo celular. Combinacdes de reagentes com seus respetivos clones e marcas.

Fluorocromo*

PECy5
ou
PB KO FITC PE PerCP PECy7 APC APCHY7
Cy5.5
8
n E
< 3
oS
oE CD8 | CD45 CD4sRa | CDse | CD27 cpig | cp4 CD3
e © RPA-T8 J.33 HI100 N901 CD2-7 J3-119 13B8.2 SK7
N BD Beckman BD Beckman Beckman Beckman BD
E’i é Pharmingen Coulter Pharmingen Coulter BSSEE:P Coulter Coulter Biosciences
© O USA USA USA USA USA USA USA
s S USA
©2
o
o
o
u(T
v Q&
- O = ~
2 é g CD8 CD45 CYyTNF-a cylL-17 CD56 CD4 CD3
< 54 g d RPA-T8 J.33 Mab11 SCPL1362 N901 13B8.2 SK7
E = \Ia BD Beckman BD BD - Beckman Beckman BD
Q 8— »v | LL | Pharmingen Coulter Pharmingen | Pharmingen Coulter Coulter Biosciences
g_g—.g E USA USA USA USA USA USA USA
O Ze
=
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? CD8 CD45 CyIFN-y cylL-9 CD56 CD4 CD3
é RPA-T8 J.33 4S.B3 MH9A3 N901 13B8.2 SK7
> BD Beckman BD BD - Beckman | Beckman BD
Z | Pharmingen Coulter Pharmingen | Pharmingen Coulter Coulter Biosciences
= USA USA USA USA USA USA USA
S CD8 CD45 cylL-2 cylL-10 CD56 CD4 CDh3
i RPA-T8 J.33 MQ-17H2 JES3-19F1 N901 13B8.2 SK7
= BD Beckman BD BD - Beckman Beckman BD
E Pharmingen Coulter Pharmingen | Pharmingen Coulter Coulter Biosciences
= USA USA USA USA USA USA USA
3
% CD8 CD45 CD49%e TCRyd CD56 CD4 CD3
o RPA-T8 J.33 SAM1 IMMU510 N901 13B8.2 SK7
] BD Beckman Beckman Beckman - Beckman Beckman BD
& Pharmingen Coulter Coulter Coulter Coulter Coulter Biosciences
g USA USA USA USA USA USA USA
(5]
n

*APC, allophycocyanin; APCH7; allophycocyanin-hilite 7; FITC, flurescein isothiocyanate; KO, khrome
orange; PB, pacific blue; PE, phycoerythrin; PECy5, phycoerythrin-cyanine 5; PerCPCy5.5, peridinin
chlorophyll protein-cyanine 5.5; PECy7, phycoerythrin-cyanine 7.

3.4. Co-cultura de MSCs derivadas da matriz do corddo umbilical com MNCs de

sangue periférico e bidpsias de baco e ganglio

As co-culturas foram executadas em placas de cultura de 24 pocos (TPP, Switzerland)
com as MNCs isoladas e as MSCs da matriz do corddo umbilical em RPMI-1640 contendo
0.1% antibidtico antimicético (Gibco, U.K.). Para a caraterizacdo imunofenotipica das
subpopulacdes de linfocitos T e avaliagdo da producdo de citocinas foram realizadas
diferentes condigdes: 1x10°® MNCs de sangue periférico em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10°
MNCs de sangue periférico e 5x10° MSCs em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs de
baco em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs de bago e 5x10° MSCs em 1ml de meio
RPMI-1640; 1x10°® MNCs de génglio linfatico em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs
de ganglio linfatico e 5x10° MSCs em 1ml de meio RPMI-1640. As placas foram mantidas
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em cultura durante 24 horas a 37°C numa atmosfera humidificada com 5% de CO». Apos a
incubacgéo, as culturas foram ativadas durante 4 horas, pela adicdo de 50ng/ml de PMA
(Sigma, U.S.A.), 1ug/ml de ionomicina (Sigma, v) e de 10ug/ml brefeldina A (Sigma, U.S.A.),
e mantidas no mesmo ambiente.

Também foram realizadas diferentes condicdes para a separacdo celular: 1x10® MNCs
de sangue periférico em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs de sangue periférico e 5x10°
MSCs em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs de bago em 1ml de meio RPMI-1640;
1x108 MNCs de baco e 5x10° MSCs em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs de ganglio
linfatico em 1ml de meio RPMI-1640; 1x10° MNCs de ganglio linfatico e 5x10° MSCs em
1ml de meio RPMI-1640; 5x10° MSCs em 1ml de meio RPMI-1640. As placas foram
mantidas em cultura durante 24 horas a 37°C numa atmosfera humidificada com 5% de CO..
Ap6s a incubagdo, as culturas foram ativadas durante 4 horas, pela adicdo de 50ng/ml de
PMA (Sigma, U.S.A.) e de 1ug/ml de ionomicina (Sigma, U.S.A.), e mantidas no mesmo

ambiente.

3.5. Caraterizacao funcional das subpopulacées de linfocitos T através da producéo

de citocinas intracelulares

Apos a incubagdo e ativacdo in vitro com PMA e ionomicina durante 4 hora das co-
culturas de células mononucleares de sangue periférico, do baco e do ganglio com e sem
adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, o contelido de cada poc¢o das diferentes
condicdes experimentais foi transferido para tubos de citometria seguindo-se uma
centrifugagdo a 1500 rpm durante 5 minutos. Com uma pipeta de Pasteur foi removido o
sobrenadante e de seguida foram adicionados os anticorpos monoclonais de superficie para
a caraterizagdo das subpopulacdes de linfocitos. O painel de marcadores de superficie
escolhido foi: CD3, CD4, CD8, CD45 e CD56 (Tabela 2). Apos 10 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente e no escuro, 100 puL de solucdo de fixagédo (kit Intraprep, Beckman
Coulter U.S.A.) foi adicionada para mais 10 minutos de incubacéo a temperatura ambiente e
no escuro. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de PBS e apds centrifugacdo durante 5
minutos a 1500rpm, o sobrenadante foi decantado. As células foi adicionado 100uL de

solucéo de permeabilizacéo (kit Intraprep, Beckman Coulter, U.S.A.) seguido dos anticorpos
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monoclonais intracelulares. O painel de citocinas intracelulares escolhidas foi: TNF-a e IL-
17, IFNy e IL-9 ou IL-2 e IL-10 (Tabela 2). Apds 15 minutos de incubagdo no escuro a
temperatura ambiente, as amostras foram lavadas com PBS (5 minutos a 1500 rpm). O pellet
foi ressuspenso em 250 pl de PBS e de seguida, as amostras foram adquiridas no citbmetro

de fluxo.

3.6. Aquisicdo e analise por Citometria de Fluxo

As celulas foram adquiridas num citometro de fluxo BD FACS CantoTM Il (BD
Biosciences, USA), usando o software BD FACSDiva 6.1.2 (Becton Dickison; 2008). Para
a analise dos resultados obtidos por citometria de fluxo recorreu-se ao software Infinicyt 1.8

(Cytognos, S.L., Salamanca, Espanha).

3.7. Separacao e purificacdo das subpopulacdes de linfocitos T e das MSCs

Apos a incubagdo e ativacdo in vitro com PMA e ionomicina durante 4 hora das co-
culturas de células mononucleares de sangue periférico, do baco e do ganglio com e sem
adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, procedeu-se a separacdo celular. O conteido
de cada poco das diferentes condi¢cdes experimentais foi transferido para tubos de citometria
seguindo-se uma centrifugacdo a 1500 rpm durante 5 minutos. Com uma pipeta de Pasteur
foi removido o sobrenadante e de seguida foram adicionados os anticorpos monoclonais. O
painel de marcadores escolhidos foi: CD3, CD4, CD8, CD45, CD56 e TCRys (Tabela 2),
que permitiu purificar as diferentes subpopula¢Ges de linfocitos T (Th, Tc, Tyd e
TCD4+CD8+) e as MSCs. Apo0s 20 minutos de incubagdo a temperatura ambiente e no
escuro, as células foram lavadas e ressuspensas em PBS (Gibco, U.K.). A separacao foi feita
utilizando o separador celular FACSAriallu (BD Bioscienses, U.S.A.). As populacGes
celulares separadas foram transferidas para eppendorfs de 1,5mL e centrifugadas durante 3
minutos a 3000rpm. O pellet foi ressuspenso em 350ul de tampéo de lise RLT (Qiagen,
Germany), para posteriormente se proceder ao congelamento das respetivas amostras a -
20°C.
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3.8. Andlise da expressao genica de linfocitos Th, Tc e Tyd e MSCs

A extracdo de RNA total foi feita usando o RNeasy Micro Kit (Quiagen, Germany) de
acordo com as instrugcdes do fornecedor. Para a transcri¢do reversa do RNA extraido foi
usado a iScriptTM Reverse Transcription Supermixnfor RT-gPCR (Bio-Rad), de acordo
com as instrucdes do fabricante. De seguida foi feita a quantificacdo relativa da expressédo
génica por PCR em tempo real pelo LightCycler 480 Il (Roche Diagnostic, Rotkreuz,
Switzerland). As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando 1X QuantiTect
SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Germany), 1X QuantiTect Primer Assay (IL-10:
QT00041685; IL-4: QT00012565; IL-5: QT00001435; PRF1: QT00199955; IDO:
QTO0000504) e 2ul de amostra de cDNA num volume total de 10ul. O perfil térmico foi 0
seguinte: 15min a 95°C, 50 ciclos de 15 seg. a 94°C, 30 seg. a 55°C e 30 seg. a 72°C e 1 ciclo
de 30 seg. a 37°C. Os resultados do PCR em tempo real foram analisados com o software
LightCycler (Roche Diagnostics).

Foram utilizados os genes de referéncia GAPDH e CYCL1 para os linfocitos Te CYCle
SF3A1 para as MSCs. Estes genes de referéncia e os seus fatores de normalizacdo foram
obtidos através do software geNorm (PrimerDesign Ltd., England). Por fim a normalizacdo

dos niveis de expressdo dos genes de interesse foi calculada pelo método delta-Ct:

2(Menor Cp—Cp amostra)

Quantidade relativa de expressao de mRNA = —
Fator de normalizacgio

3.9. Analise estatistica

Para a analise estatistica realizou-se os testes paramétricos t-student bicaudal de amostras
emparelhadas, analise de variancia ANOVA fator Unico e teste de Tukey (ferramentas do
Microsoft Excel 2013 e Statistical Package for Social Sciences, version 23.0, USA). Os
resultados foram expressos como percentagem da média + desvio padréo e as diferencas

estatisticamente significativas foram consideradas quando o p-value < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Caraterizacdo imunofenotipica das diferentes subpopulacées de linfocitos T
(Th, Tec, Tyd e TCD4+CD8+) e sua distribuicdo nos compartimentos naive,
memoria e efetor; dos linfocitos B e das células NK, nas amostras de sangue

periférico e nas bidpsias de bago e de ganglio

Apos o isolamento por gradiente de densidade das células mononucleares de sangue
periférico, baco e ganglio linfatico, estes trés ambientes imunoldgicos foram caraterizados
imunofenotipicamente por citometria de fluxo (Tabela 3). Quantificou-se a percentagem de
linfécitos B (CD19+CD3-), linfocitos T (CD3+CD19-CD56-) e células NK (CD56+CD3-
CD19-) na celularidade total. Na populacdo de linfocitos T foram quantificadas as suas
subpopulacdes de linfocitos Th (CD3+CD4+CD8-), linfocitos Tc (CD3+CD8+CD4-),
linfocitos Tyd (CD3+CD4-CD8-) e linfocitos TCD4+CD8+ (CD3+CD4+CD8+), bem como
a sua distribuicdo nos compartimentos naive (CD45RA+CD27+), memoria central (MC)
(CD45RA-CD27+), memoria efetora (ME) (CD45RA-CD27-) e efetor (CD45RA+CD27-).

A quantificacdo das percentagens de linfocito B e T e células NK na celularidade total
mostrou que os linfécitos B sdo a populacdo maioritaria no baco e no ganglio enquanto no
SP sdo os linfécitos T (Tabela 3). A percentagem de linfocitos B no SP é significativamente
inferior a percentagem no baco e no ganglio. Nestes dois Gltimos ambientes, as percentagens
destas células sdo semelhantes, uma vez que ndo se observou diferenca estatistica. Em
relacdo aos linfdcitos T, a sua percentagem no SP é significativamente inferior a do ganglio.
No baco e no ganglio, as percentagens destas células sao semelhantes, uma vez que também
ndo apresentaram significado estatistico. Quanto as células NK, verificou-se uma tendéncia
para uma maior percentagem no baco do que no SP e no ganglio, contudo esta diferenca nao

é estatisticamente significativa (Tabela 3).
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Tabela 3 - Média das percentagens, desvio padréo e significancia estatistica das
diferentes populacdes de células mononucleares de SP, baco e ganglio.

A 1 Teste
O (& SP Baco Ganglio Teste Tukey
%6 Celulas (h=8)  (=8)  (n=d) ANOVA (p-value <0,050)
(p-value <0,050)

P 0,003 (SP vs. bago)
Linfocitos B 41+27 55,0+10,2 58,4+150 0,001 0,020 (SP vs. ganglio)
Células NK 2,9+3,6 5,9+1,7 1,5+1,1 0,153 -
Linfécitos T 52475 24,8+125 38,4+15,1 0,041 0,035 (SP vs. ganglio)

Linfocitos Th 63,3+18,5 68,0255 81,1+10,9 0,436 -
Linfécitos Th Naive 25,8+35,1 28,3+34,3 34,7+32,2 0,930 -
Linfécitos Th MC 52,7+24.6 50,2+29,2 52,3+25,2 0,990 -
Linfécitos Th ME 18,9+119 17,2421,8 12,2+13,8 0,835 -
Linfécitos Th Efetor 2,6+2,8 4,3+6,4 0,8+1,3 0,529 -
Linfocitos Tc 30,9+19,2 29,7+259 17,4+113 0,580 -
Linfécitos Tc Naive 31,7+12,6 18,3+10,5 30,3+13,6 0,286 -
Linfécitos Tc MC 31,0+7,8 27,4488  46,6+12,8 0,053 -
Linfécitos Tc ME 16,8+12,9 19,7491  19,1+15/4 0,941 -
0,033 (SP vs. ganglio)
Linfocitos Tc Efetor 20,5439 34,6+12,6 3,9+1,8 0,001 0,001 (bago vs.
ganglio)
Linfécitos Tyo 2,242.1 1,4+0,5 0,60,2 0,240 -
Linfécitos Ty8 Naive 16,84225 16,1+145 16,3+11,7 0,998 -
Linfécitos Tyd MC 28,3+15,8 44,6x21,7 51,8+18,6 0,251 -
Linfécitos Tyd ME 2554224 175+128 27,2+21,8 0,759 -
Linfocitos Tyo Efetor 21,2+18,7 21,7420,8 4,615 0,286 -
Linfécitos T
0,5+0,3 0,4+0,1 0,3+0,2 0,354 -
CD4+CD8+
Linfocitos T
CD4+CDS+ Naive 17,5145 152+16,4 23,8+20,9 0,780 -
Linfocitos T
CDA+CD8+ MC 33,6+30,2 51,0+196 56,6+8,6 0,330 -
Linfécitos T
CD4+CD8+ ME 33,1+31,9 256+27,8 184+214 0,756 -
Linfocitos T

+ + -
CD4+CD8+ Efetor 15,8+13,2  8,248,1 1,319 0,130
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Apos a identificacdo da populacdo de linfocitos T, procedeu-se a quantificacdo da
percentagem de linfocitos Th, Tc, Tys e TCD4+CD8+ (Tabela 3). As percentagens destas
subpopulacdes de linfécitos T ndo apresentaram diferencas com significado estatistico,
quando comparadas entre os trés ambientes imunoldgicos. Desta forma, os linfécitos Th, Tc,
Tyd e TCD4+CD8+ apresentam um padrédo similar no SP, no baco e no ganglio.

Quanto a distribuicdo dos linfécitos Th, Tc, Tyd ¢ TCD4+CD8+ pelos seus
compartimentos funcionais naive, memoria central (MC), memoria efetora (ME) e efetor,
verificou-se que estas subpopulacdes de linfocitos T apresentaram um padréo de distribuicédo
semelhante no SP, no baco e no ganglio (Tabela 3 e Figura 5). Nos linfécitos Th, Tyde T
CD4+CD8+ ndo se verificou diferengas com significado estatistico dos seus compartimentos
funcionais entre os trés ambientes imunoldgicos. Ja os linfocitos Tc apresentaram diferencas
significativas no compartimento das células efetoras, tendo-se verificado que os linfdcitos

Tc efetores do ganglio apresentaram uma percentagem inferior em relagcdo ao SP e ao baco.

4.2. Caraterizacdo funcional das subpopulacoes de linfécitos Th, Tc, Tyd e
TCD4+CD8+ através da producao das citocinas intracelulares na presenca e
auséncia de MSCs

Células mononucleares de sangue periférico, do baco e do ganglio foram cultivadas na
presenca e na auséncia de células mesenquimais da matriz do cordao umbilical. Ap6s quatro
horas de ativag&o in vitro com PMA e ionomicina foi realizada a caraterizag&o funcional das
subpopulagdes de linfécitos Th, Tc, Tyd e TCD4+CD8+ através da producédo das citocinas
intracelulares TNF-a, IL-17, IFN-y, IL-9, IL-2 e IL-10 (Tabela 4).
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Figura 5- Representa¢do grafica da percentagem de linfécitos Th, Tc, Tyd e
TCD4+CD8+ nos seus compartimentos funcionais, de sangue periférico e bidpsias de
baco e ganglio. Apds o isolamento por gradiente de densidade das MNCs de SP, baco e
ganglio linfatico, foram quantificadas as subpopulac@es: linfocitos Th (CD3+CD4+CD8-),
linfocitos Tc (CD3+CD8+CD4-), linfocitos Tyd (CD3+CD4-CD8-) e linfécitos
TCD4+CD8+, bem como a sua distribuigdo nos compartimentos naive (CD45RA+CD27+),
mem©ria central (MC) (CD45RA-CD27+), memdria efetora (ME) (CD45RA-CD27-) e
efetor (CD45RA+CD27-). As barras representam a média £ desvio padrdo, com significado
estatistico quando p-value <0,05 (*, teste Tukey: SP vs. baco/SP vs. ganglio/baco vs.

ganglio).
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Tabela 4 - Média das percentagens, desvio padréo e significancia estatistica das
diferentes subpopulac¢des analisadas ap6s co-cultura de MNCs de SP, do baco e do
ganglio, com e sem adi¢ao de MSCs da matriz do cordao umbilical, e apds ativacao in
vitro com PMA e ionomicina (*, significado estatistico quando p-value <0,05 pelo teste t-
student: sem MSC vs. com MSC).

SP (n=4) Baco (n=4) Ganglio (n=4)
% Linfécitos Sem Com Sem Com Sem Com
MSC MSC MSC MSC MSC MSC

TNF-a+ 11,5451 1,7+0,6* 12,2465 0,8+0,5* 11,8+1,4 1,8+1,8*

Thl IFN-y+ 2,4%1,4 0,8+0,7* 1,7+0,8 0,4+0,3* 0,8+0,5 0,240,1*

IL-2+ 0,9+0,5 0,5+0,2 1,5+0,9 0,2+0,1 4,6+2,6 0,3+0,2

TNF-a+ 17,6+7,5 3,03,2% 15,7+8,4 1,4+0,8* 9,1+7,1 1,8+1,7*

Tcl IFN-y+ 10,4+7,7 2,6£2,9% 7,58,0 1,943,0 6,1+3,7 1,6+0,9
IL-2+ 0,940,6 0,4%0,3 0903  0,3:0,2* 2,6£3,0 0,6£0,5

Thi7 IL-17+ 1,241,0 0,6£0,5 03%0,2  0,20,1* 0,3#0,3 0,1%0,0

Th9 IL-9+ 0,4%0,3 0,240,2 0,5£0,4 0,240,1 0,420,2 0,1#0,0

Th IL-10+ 0,740,8 0,940,9 0,240,1 0,1#0,1 0,240,1 0,1#0,1
TNF-a+ | 105+34 2,3+1,0%* 9,027,1 1,1+1,0 5,442,9 1,241,3*

Tyo

IFN-y+ | 4,130 2,3+1,7 1,9+1,3 0,9+1,0 0,420,2 0,240,1

T TNF-a+ | 314191  07+14* | 134#36  13+07* | 122+135  54+4,9
CD4+CD8+  |EN-y+ | 9617 3,33,9% 6,8+7,7 2,9+2,8 7,744.6 2,319

Para cada ambiente imunologico, nomeadamente SP, baco e ganglio linfatico, foi
calculada a percentagem de inibicéo da producdo de citocinas intracelulares pelos linfocitos
Th, Tc, Tyd e TCD4+CD8+ apds co-cultura na presenga de MSCs da matriz do cordéo

umbilical (Tabela 5). A percentagem de inibi¢do foi calculada pela seguinte formula:

% linfécitos na auséncia de MSC— % linfécitos na presenca de MSC

0/ i nilni X
inibicao =
% ¢ % linfécitos na auséncia de MSC
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Tabela 5- Média das percentagens de inibicdo, desvio padrao e significancia estatistica
das diferentes subpopula¢des analisadas apos co-cultura de MNCs de SP, do baco e do
ganglio, com e sem adi¢cado de MSCs da matriz do cordao umbilical, e apos ativacéo in
vitro com PMA e ionomicina.

Teste
% Inibicao de SP Baco Ganglio ANOVA Teste Tukey
linfécitos (n=4) (n=4) (n=4) (p-value (p-value <0,050)
<0,050)
TNF-o+  83,2+7,0 88,2158 85,2+14,4 0,866 -
Thi IFN-y+ 63,8¥19,3 76,4199 70,2+15,6 0,636 -
0,033 (SP vs. bago)
IL-2+ 40,4+£8,8 78,9+22,1 94,3t34 0,008 .
0,007 (SP vs. ganglio)
TNF-a+ 84,4+12,1 82,1255 82,4468 0,978 -
Tcl IFN-y+ 79,4133 72,7180 65,4+20,4 0,550 -
IL-2+ 54,1+20,7 67,9£19,2 64,6+43,2 0,843 -
Th17 IL-17+ 55,3+28,0 40,5+7,5 49,0+28,2 0,749 -
Th9 IL-9+ 39,5£7,2 62,7£22,0 61,0£24,0 0,327 -
TNF-0+  78,7+2,6 90,8+4,8 76,7+19,9 0,399 -
Tyo
IFN-y+  39,6+49,1 48,4+46,7 39,8+28,0 0,945 -
T TNF-0+ 97,6134 89,6+9,6 67,1+£8,9 0,061 -
CD4+CD8+  |EN-y+  66,2439,3 78,7+232 733237 0,890 -

A presenga das MSCs resultou numa diminuigdo significativa da percentagem de
linfocitos Th1 produtores de TNF-a ¢ IFN-y no SP, no baco e no ganglio (Tabela 4 e Figura
6). Os linfocitos Th produtores de IL-2 também apresentaram uma diminui¢cdo nos trés
ambientes imunologicos, embora sem significado estatistico. Em relacdo a percentagem de
inibicdo (Tabela 5 e Figura 6), verificou-se que o0 SP, o bago e 0 ganglio apresentaram um
padrdo de inibigdo semelhante para os linfocitos Th produtores de TNF-a e IFN-y. Por outro
lado, os linfécitos Th produtores de IL-2 do SP sdo menos sensiveis a presenca das MSCs,
uma vez que a sua percentagem de inibicdo é inferior a do baco e do ganglio, sendo esta

diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 6- Representacdo gréafica da percentagem de linfocitos Thl de amostras de
sangue periférico e bidpsias de baco e ganglio, na presenca e auséncia de MSCs, e sua
percentagem de inibicdo. Ap6s co-cultura de MNCs do SP, do bacgo e do ganglio, com e
sem adi¢do de MSCs da matriz do corddo umbilical, e ap0ds ativagdo in vitro com PMA e
ionomicina durante 4 horas, foram quantificados os linfocitos Th TNF-o+, IFN-y+ e IL-2+.
As barras representam a média + desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value
<0,05 (*teste t-student: sem MSC vs. com MSC; a, teste de Tukey: SP vs. baco/SP vs.
ganglio/ganglio vs. baco).

A percentagem de linfocitos Tcl produtores de TNF-a, IFN-y e IL-2 no SP, no baco e
no ganglio diminuiu com a presenca das MSCs (Tabela 4 e Figura 7). A reducdo da
percentagem de linfécitos Tc produtores de TNF-a apresentou significado estatistico nos trés
ambientes imunolégicos, enquanto os linfocitos Tc produtores de IFN-y e IL-2 apenas o

apresentaram no SP e no baco, respetivamente. Quanto a percentagem de inibicdo (Tabela
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5 e Figura 7), verificou-se que os trés ambientes imunoldgicos apresentaram um padrédo de

inibicdo semelhante para os linfocitos Tcl.
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Figura 7- Representacdo grafica da percentagem de linfocitos Tcl de amostras de
sangue periférico e bidpsias de baco e ganglio, na presenca e auséncia de MSCs, e sua
percentagem de inibi¢do. Apos co-cultura de MNCs do SP, do baco e do ganglio, com e
sem adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, e apds ativacgdo in vitro com PMA e
ionomicina durante 4 horas, foram quantificados os linfocitos Tc TNF-o+, IFN-y+ e I1L-2+.
As barras representam a média + desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value
<0,05 (*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC; a, teste de Tukey: SP vs. bago/SP vs.
ganglio/ganglio vs. bago).
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Nos linfécitos Thl7 wverificou-se uma redugdo com significado estatistico da
percentagem de linfocitos Th produtores de 1L-17 no bago ap6s adi¢do de MSCs (Tabela 4
e Figura 8). No SP e no ganglio também se observou uma diminuicéo da percentagem destas
células, contudo sem significado estatistico. Quanto a percentagem de inibicdo (Tabela 5 e
Figura 8), verificou-se que os trés ambientes imunoldgicos apresentaram um padréo de
inibicdo semelhante para os linfécitos Th17.
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Figura 8- Representacdo grafica da percentagem de linfécitos Th17 de amostras de
sangue periférico e bidpsias de baco e ganglio, na presenca e auséncia de MSCs, e sua
percentagem de inibi¢do. Apos co-cultura de MNCs do SP, do baco e do ganglio, com e
sem adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, e ap6s ativacéo in vitro com PMA e
ionomicina durante 4 horas, foram quantificados os linfécitos Th IL-17+. As barras
representam a media * desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value <0,05
(*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC; a, teste de Tukey: SP vs. bago/SP vs.
ganglio/géanglio vs. baco).
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A presenca das MSCs resultou numa diminuicdo na percentagem de linfécitos Th
produtores de 1L-9, tanto no SP como no bago e ganglio, sem significado estatistico (Tabela
4 e Figura 9). Uma vez que as percentagens de inibicao dos linfocitos Th9 ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os trés ambientes imunoldgicos, o SP, baco e ganglio
apresentaram um padrdo de inibicdo semelhante para os linfocitos Th produtores de 1L-9
(Tabela 5 e Figura 9).

1,0
0,9
0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 -
0,0

s/ MISC ¢/ MSC s/ MSC ¢/ MSC s/ MSC ¢/ MSC

% células Th

SP Baco Gianglio

100

920

80

70 w

60

50

40 T

30

20
10

% Inibicao

SP Baco Ganglio

Figura 9- Representacédo grafica da percentagem de linfécitos Th9 de amostras de
sangue periférico e bidpsias de bago e ganglio, na presenca e auséncia de MSCs, e sua
percentagem de inibi¢do. Apos co-cultura de MNCs do SP, do bago e do génglio, com e
sem adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, e ap0s ativagdo in vitro com PMA e
ionomicina durante 4 horas, foram quantificados os linfécitos Th IL-9+. As barras
representam a média + desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value <0,05
(*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC; a, teste de Tukey: SP vs. baco/SP vs.
ganglio/ganglio vs. baco).
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A percentagem de linfocitos Th produtores de IL-10 no SP, no bacgo e no ganglio foi
semelhante na auséncia e presencga das MSCs, ndo se observando uma inibigéo efetiva destas

células nos trés ambientes imunologicos (Tabela 4 e Figura 10).
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Figura 10- Representacao grafica da percentagem de linfécitos Th produtores de 1L-10
de amostras de sangue periférico e biopsias de baco e ganglio, na presenca e auséncia
de MSCs. Apds co-cultura de MNCs do SP, do baco e do ganglio, com e sem adi¢do de
MSCs da matriz do corddo umbilical, e apos ativacdo in vitro com PMA e ionomicina
durante 4 horas, foram quantificados os linfocitos Th IL-10+. As barras representam a média
+ desvio padrdo, com significado estatistico quando p <0,05 (*,teste t-student: sem MSC vs.
com MSC).

A percentagem de linfocitos Tyd produtores de TNF-a e IFN-y reduziu na presenca das
MSCs no SP, no bago e no ganglio (Tabela 4 e Figura 11). No SP e no ganglio, esta reducéo
é estatisticamente significativa. Quanto a percentagem de inibicao, verificou-se que os trés
ambientes imunologicos apresentaram um padrdo de inibicdo semelhante para os linfocitos
Tvyd produtores de TNF-a e IFN-y (Tabele 5 e Figura 11).
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Figura 11- Representacdo grafica da percentagem de linfocitos Tyd produtores de
TNF-a e IFN-y de amostras de sangue periférico e bidpsias de bago e ganglio, na
presenca e auséncia de MSCs, e sua percentagem de inibicdo. Apos co-cultura de MNCs
do SP, do bago e do ganglio, com e sem adi¢cdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, e
apos ativacdo in vitro com PMA e ionomicina durante 4 horas, foram quantificados os
linfocitos Tyd TNF-a+ e IFN-y+. As barras representam a media + desvio padrdo, com
significado estatistico quando p-value <0,05 (*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC; a,
teste de Tukey: SP vs. bago/SP vs. ganglio/ganglio vs. bago).

A percentagem de linfocitos TCD4+CD8+ produtores de TNF-a e IFN-y reduziu na
presenca das MSCs no SP, no bago e no ganglio (Tabela 4 e Figura 12). A reducgdo das
células produtoras de TNF-a no SP e no bago e de IFN-y no SP apresentaram significado
estatistico. Quanto a percentagem de inibicdo (Tabela 5 e Figura 12), verificou-se que 0s
trés ambientes imunol6gicos apresentaram um padrdo de inibicdo semelhante para os
linfocitos TCD4+CD8+ produtores de TNF-o e IFN-y.
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Figura 12- Representacgéo grafica da percentagem de linfocitos T CD4CD8 produtores
de TNF-a, IFN-y e IL-2 de amostras de sangue periférico e bidpsias de bago e ganglio,
na presenca e auséncia de MSCs, e sua percentagem de inibicdo. Apo6s co-cultura de
MNCs do SP, do baco e do ganglio, com e sem adicdo de MSCs da matriz do cordao
umbilical, e apos ativagdo in vitro com PMA e ionomicina durante 4 horas, foram
quantificados os linfocitos T CD4+CD8+ TNF-a+ e IFN-y+. As barras representam a média
+ desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value <0,05 (*,teste t-student: sem
MSC vs. com MSC; a, teste de Tukey: SP vs. bagco/SP vs. ganglio/ganglio vs. baco).

4.3. Analise da expressao génica em linfocitos Th, Tc e Tyd e MSCs
Ap0s co-cultura de células mononucleares de sangue periférico, do baco e do ganglio,

com e sem adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, e ap0s ativagdo in vitro com

PMA e ionomicina durante 4 horas, foi realizada a separacdo celular das células: linfocitos
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Th (CD3+CD4+CD8-), linfocitos Tc (CD3+CD8+CD4-), linfocitos Tyd (CD3+CD4-CD8-
TCRyd+) e MSCs (CD45-CD49e+). Posteriormente foi realizada a analise da expressdo
génica de IL-4, IL-5 e IL-10 em linfocitos Th e Tc, de perforina em Tyd e de IDO em MSCs.

4.3.1. Expressao de mRNA dos genes IL-4, IL-5 e IL-10 pelos linfocitos Th e
Tc

A quantidade relativa de expressdo de mRNA de IL-4, IL-5 e IL-10 pelos linfdcitos Th
e Tc na auséncia e presenca de MSCs ndo apresentou diferencas com significado estatistico
nos trés ambientes imunologicos (Figura 13 e 14). Ao nivel do SP verificou-se niveis muito
baixos de expressdo de mRNA destes genes por estas subpopulacdes de linfdcitos na

presenca e auséncia das MSCs.
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Figura 13- Representacdo grafica da quantidade relativa de expressdo de mRNA de
IL-4, IL-5 e IL-10 em linfocitos Th purificados, de biopsias de baco e ganglio, apos
cultura na presenca e auséncia de MSCs com ativagdo com PMA e ionomicina. As
barras representam a média = desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value
<0,05 (*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC).
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Figura 14- Representacédo grafica da quantidade relativa de expressdo de mRNA de
IL-4, IL-5 e IL-10 em linfécitos Tc purificados, de bidpsias de bacgo e ganglio, apds
cultura na presenca e auséncia de MSCs com ativa¢cdo com PMA e ionomicina. As
barras representam a média + desvio padrdo, com significado estatistico quando p-value
<0,05 (*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC).

4.3.2. Expressiao de mRNA do gene da perforina pelos linfocitos Tyo

A quantidade relativa de expressdo de mRNA da perforina pelos linfécitos Tyd na
presenca de MSCs diminui no SP. Em contrapartida, no baco e no ganglio, a presenca das
MSCs resultou num aumento dos niveis de mMRNA de perforina. No entanto, estes resultados

ndo apresentam significado estatistico (Figura 15).
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Figura 15- Representacdo grafica da quantidade relativa de expressdo de mRNA de
perforina em linfécitos Tyo purificados, de amostras de sangue periférico e biopsias
de baco e ganglio, apds cultura na presenca e auséncia de MSCs com ativagdo com
PMA e ionomicina. As barras representam a média + desvio padrdo, com significado
estatistico quando p <0,05 (*,teste t-student: sem MSC vs. com MSC).

4.3.3. Expressdo de mRNA do gene do IDO pelas MSCs

A cultura de MSCs na presenca de MNCs do SP mostrou uma reducdo da expressdo de
MRNA da IDO pelas MSCs enquanto a presenca de MNCs do baco e ganglio levou a um
aumento da sua expressao, em comparagdo com as MSCs que ndo tiveram contato com
MNCs. (Figura 16). Contudo estes resultados ndo apresentam diferencas estatisticamente

significativas.
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Figura 16- Representacdo gréafica da quantidade relativa de expressao de mRNA de
IDO em MSC purificadas, apds cultura sem e com MNCs de amostras de sangue
periférico e bidpsias de baco e ganglio e apds ativagdo com PMA e ionomicina. As
barras representam a média + desvio padrdo, com significado estatistico quando p <0,05
(*,teste ANOVA I: MSC vs. MSC+SP vs. MSC+baco vs. MSC+géanglio).
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5. Discussao

Todos os componentes do SI permitem uma resposta imunoldgica efetiva e bem
coordenada, fundamental na defesa do organismo. Os linfocitos T sdo elementos
fundamentais na imunidade, tanto por produzirem reacGes imunologicas especificas para
combater infecOes e neoplasia, como também por dirigirem e regularem as respostas imunes.

As MSCs tém tido um crescente interesse como potencial terapéutico nestas patologias
devido ao seu efeito anti-inflamatorio e imunomodelador sobre as células do SI. A
capacidade de autorrenovacdo, diferenciacdo e migracdo também tornam estas células
atrativas para a terapia celular na reparacéo de tecidos. O efeito imunossupressor das MSCs
sobre a proliferacdo dos linfocitos T e as respostas imunes mediadas pelos mesmos tem sido
amplamente documentado e, mais recentemente, para diferentes subpopulacdes de linfocitos
Th, como linfocitos Thl, Th2 e Th17. Por outro lado, este efeito inibitdrio carece de dados
em relacdo a subpopulagdes de linfocitos T "ndo convencionais", como os linfocitos Tho,
Tyd e T CD4+CD8+. Uma questio que também se coloca ¢ se esta fungdo imunomodeladora
mediada pelas MSCs é influenciada pelo ambiente imunoldgico das células do sistema
imune. Estes dados seriam importantes para uma melhor compreensdo da acdo das MSCs
sobre as respostas imunes in vivo, uma vez que estas resultam de um conjunto de diferentes
acOes produzidas por varias populacdes de células.

As MSCs foram originalmente isoladas a partir da medula 6ssea, mas devido as suas
limitacBes fontes alternativas tém sido exploradas. O procedimento simples, seguro e nao-
evasivo de recolha das MSCs do corddo umbilical € uma das vantagens desta fonte. Além
disso, as MSCs do corddo umbilical apresentam os marcadores tipicos destas células, baixa
imunogenicidade e elevada cinética de crescimento como as MSCs da medula 0ssea.

O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo da acéo
imunomoduladora das MSCs da matriz do corddo umbilical em diferentes subpopulagdes de
linfécitos T do sangue periférico, do baco e do ganglio linfatico. Inicialmente, estes trés
ambientes imunoldgicos foram caraterizados imunofenotipicamente por citometria de fluxo,
apos o isolamento por gradiente de densidade das células mononucleares. A quantificacdo
dos linfécitos T, B e células NK na celularidade total revelou percentagens de linfocitos T e
B significativamente mais elevadas ao nivel do baco e ganglio do que no SP. Este resultado

deve-se a estrutura e funcdes destes orgdos linfoides. O ganglio € um orgao linfoide
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secundario localizado ao longo dos vasos linfaticos por todo o organismo, onde os linfdcitos
T e B naive respondem a antigénios provenientes dos tecidos periféricos, iniciando assim
uma resposta imune adaptativa [revisto em 84]. O baco € também um orgdo linfoide
secundario, altamente vascularizado e com regides onde as células do S, principalmente os
linfocitos, estdo armazenados. As suas principais funcdes sdo remover as células sanguineas
lesadas e envelhecidas e particulas (como complexos imunes e microrganismos
opsonizados), bem como iniciar respostas imunes adaptativas contra antigénios
transportados no sangue [revisto em 85].

No sangue periférico, os linfocitos B e T e células NK apenas representam 12,2% das
células mononucleares isoladas. As amostras de SP, baco e ganglio eram recolhidas de
possiveis dadores para transplantacdo em morte cerebral. Nestes pacientes, a manutencdo da
hemodinamica do organismo parece estar a levar as células da imunidade inata ao nivel
periférico a adquirir uma densidade celular diferente, levando a uma contaminag&o com estas
células no anel de MNCs no isolamento por gradiente de densidade.

Os linfocitos Th, Tc, Tyd ¢ TCD4+CD8+ apresentaram um padrdo similar no SP, no
baco e no ganglio. Em relacdo a sua distribuicdo pelos compartimentos funcionais naive,
memoria e efetor, estas células apresentam um padrdo de distribuicdo relativamente
semelhante nos trés ambientes imunoldgicos. Os linfdcitos Tc efetores do ganglio
apresentaram uma percentagem significativamente inferior em relacdo ao SP e ao baco.
Verificou-se também que os linfocitos Th, Tyd e T CD4+CD8+ efetores do ganglio
apresentaram percentagens inferiores em relacdo ao SP e ao baco, embora sem significado
estatistico. Estas percentagens inferiores das subpopulacGes de linfécitos T efetores ao nivel
do ganglio poder-se-do dever-se ao facto de que os linfécitos T, apds adquirirem
carateristicas efetoras, migrarem para os tecidos periféricos. No ganglio, os linfcitos T
naives apos o contato com o antigénio sofrem expansédo clonal, adquirindo assim funges
efetoras [revisto em 84]. Ao contrério das células T naive, as células efetoras podem produzir
citocinas, matar células que expressem o antigénio (no caso de linfocitos Tc) ou modificar o
comportamento de outros leucécitos (no caso dos linfdcitos Th), e expressar moléculas que
Ihes permitem migrar para os tecidos periféricos. Por outro lado, a percentagem similar de
células T naive, de MC e de ME, nos trés ambientes imunologicos, pode dever-se a

recirculagdo constante destas células entre o sistema linfatico e o sangue periférico.
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As MSCs sdo células altamente sensiveis ao microambiente, o que lhes permite alterar
rapidamente o seu perfil de expressdo de proteinas, a fim de adaptar as suas funcdes as
necessidades fisiolégicas do organismo, contribuindo assim para a manutencdo da
homeostase. Desta forma é expectavel que as condi¢Ges de cultura, durante a expansao
celular ou em ensaios in vitro, possam alterar o fen6tipo e a fungdo destas células. Alguns
desses fatores incluem: o numero de passagens das MSCs [86], o ratio de MSCs:células
imunes [87,88], as células imunes presentes na cultura celular [61] e o estado de ativacdo
das células imunes [88]. Para evitar alteracGes de fenétipo e funcdo das MSCs, neste trabalho
foram usadas células da matriz do corddo umbilical com expansao celular méxima até a
passagem 5 e um ratio de 1:2 (MSC:MNC).

Apbs a co-cultura de células mononucleares de sangue periférico, do baco e do ganglio
com e sem adicdo de MSCs da matriz do corddo umbilical, com ativacdo in vitro com PMA
e ionomicina, as subpopulacdes de linfocitos Th, Tc, Tyd e TCD4+CD8+ foram identificadas
por citometria de fluxo, bem como frequéncia destas células a produzir as citocinas
intracelulares TNF-a, IL-17, IFN-y, IL-9, IL-2 e IL-10. A presenca das MSCs resultou huma
diminuic&o significativa da percentagem de linfocitos Thl produtores de TNF-a e IFN-y no
SP, no bago e no ganglio. Apesar da falta de significado estatistico, os linfocitos Thl
produtores de IL-2 também apresentaram uma tendéncia para a diminuicdo da sua
percentagem. Estes dados vao de acordo com varios trabalhos publicados que descrevem um
efeito inibidor sobre a diferenciacdo e funcdo dos linfocitos Thl, associado a uma
diminuigdo da expressao de IFN-y e TNF-a por estas células [15,50,89-91]. Quanto a IL-2,
um estudo de Laranjeira et al mostrou que a percentagem de linfocitos Th produtores desta
interleucina também esté reduzida em co-culturas de MSCs e PBMC estimuladas com PMA
e ionomicina [48]. Outros estudos mostram que a presenca de MSC em culturas de PBMCs
ou culturas de linfécitos estimulados com PHA (fitohemaglutinina) diminui a expressdo de
MRNA de IL-2 em linfdcitos Th purificados, bem como os niveis soltveis de IL-2 detetada
no sobrenadante da cultura [39,92].

No que diz respeito aos linfécitos Tcl, a reducdo da percentagem de linfocitos Tc
produtores de TNF-a apresentou significado estatistico nos trés ambientes imunologicos,
enquanto que linfécitos Tc produtores de IFN-y e IL-2 apenas o apresentaram no SP e no
baco, respetivamente. Varios autores estudaram o efeito das MSCs nos linfocitos Tc, tendo-
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se verificado que as MSCs tém capacidade de inibir a atividade citolitica mediada por CTL
[56,93,94] e reduzir a secrecdo de granzima B, TNF-a e IFN- vy [15,48,93,95,96].

A presenca das MSCs resultou numa diminuicao da percentagem de linfécitos Th17 nos
trés ambientes imunoldgicos, com significado estatistico no baco. Na literatura, existem
dados contraditorios sobre a influéncia das MSC na funcéo dos linfocitos Th17 totalmente
diferenciadas. Sob diferentes condicGes, as MSCs podem favorecer [90] ou prejudicar a
funcdo das células Th17, incluindo a producdo de IL-17A, IL- 17F, IL-22, TNF-a e IFN-y
[48,55,91,97,98]. Laranjeira et al verificou que a presenca de MSCs em culturas de MNCs
estimulada resultou numa diminuicao da percentagem de células Th17 e Tc17 para todos os
individuos em estudo [48]. A inibicdo da diferenciacdo de linfocitos Th17 e da reducdo da
expressao de IL-17A e IL-22 mediada por MSC (de humano e de ratinho) tém sido atribuidas
a PGE2, a expressdo de Foxp3 e de IL-10 [55,97]. Linfocitos Thl7 diferenciados foram
convertidos em linfocitos T reguladores funcionais, tendo estes efeitos supressores sobre a
proliferacdo das células T [55].

Em relacdo ao efeito das MSCs sobre os linfocitos Th9, os resultados revelaram uma
tendéncia para a diminuicdo na percentagem de linfécitos Th produtores de IL-9, tanto no
SP como no baco e no ganglio. Apesar da auséncia de significado estatistico, esta reducao
vai ao encontro de um estudo de Laranjeira et al, onde se verificou que a percentagem de
linfocitos Th IL-9+ diminui em co-culturas de MSCs e MNCs ap0s estimulagdo com PMA
e ionomicina [48].

Na percentagem de linfocitos Th produtores de IL-10 ndo se observou uma inibicéo
destas células na presenca de MSCs. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, envolvida em
varios processos imunossupressores. Estudos recentes demonstraram que as MSCs regulam
positivamente a expressdo de I1L-10 em células Th produtoras de IFN-y, sendo atribuida a
estas células T a capacidade de suprimir a proliferacdo de linfocitos T de uma forma
dependente de IL-10 [99,100]. Desta forma, podera estar a ocorrer um aumento da
diferenciacéo das células Th do sangue periférico no sentido da producéo desta citocina anti-
inflamatoria (diferenciacdo em células T reguladoras/Th2/Th3).

No que diz respeito aos linfocitos Tyd, a percentagem destas células produtoras de TNF-
a e IFN-y reduziu na presenca das MSCs nos trés ambientes imunoldgicos, com significado
estatistico no SP e no ganglio. Na literatura existem poucos dados, sendo estes contraditérios

quanto ao efeito das MSCs sobre a producdo de citocinas e a atividade citolitica dos
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linfocitos T yd. Prigione et al [101] observou que as MSCs ndo inibiram a producao de TNF-
a ¢ de IFN-y pelos linfocitos T Vy9+Vo2+ estimulados com IPP (isopentenilpirofosfato),
enguanto a expressdo de ambas as citocinas foram suprimidas quando esta subpopulacao
celular foi estimulada com BrHPP (bromohidrina pirofosfato) [102].

A percentagem de linfocitos TCD4+CD8+ produtores de TNF-a e IFN-y reduziu na
presenca das MSCs no SP, no bago e no ganglio. Esta subpopulagdo apresenta frequéncias
muito baixas ao nivel do SP, baco e ganglio, ndo existindo estudos sobre o efeito das MSCs
sobre os linfocitos T CD4+CD8+.

As MSCs exerceram um efeito inibitério forte sobre os linfocitos T do sangue periférico,
do baco e do ganglio linfatico (percentagens de inibicdo entre os 40-95%), exceto para 0s
linfécitos Th produtores de IL-10. Contudo, este efeito inibitorio parece ter um padrédo
semelhante entre os trés ambientes imunologicos, uma vez que ndo se verificou diferencas
com significado estatistico, exceto para os linfécitos Th produtores de IL-2. Esta acdo
inibitoria similar poderd estar associada as frequéncias dos linfocitos Th, Tc, Tyd ¢
TCD4+CD8+ e a sua distribuicdo pelos compartimentos funcionais, uma vez que também
apresentam um padrdo de distribuicdo semelhante entre 0 SP, o baco e o ganglio. Os
linfocitos Th produtores de IL-2 do SP mostraram ser menos sensiveis que os do baco e do
ganglio, apesar da distribuicdo dos linfécitos Th nos seus compartimentos ser semelhante
nos trés ambientes imunoldgicos. Seria Util saber o efeito das MSCs sobre a frequéncia de
linfécitos Th produtoras de I1L-2 nos diferentes compartimentos funcionais.

No estudo da expressdo génica, € importante referir que a separacdo celular apenas
permitiu a purificacdo de uma média de 7000 células por condi¢do, 0 que parece ter levado
a uma baixa quantidade de cDNA extraido e, consequentemente, a reduzidas quantidades
relativas de mRNA. A quantidade relativa de expressdo de mRNA de IL-4, IL-5 e IL-10
pelos linfécitos Th e Tc na auséncia e presenga de MSCs ndo apresentou diferencas com
significado estatistico nos trés ambientes imunologicos. Na literatura séo reportados dados
contraditérios: Aggarwal et al observou que MSCs aumentaram a expressao de I1L-4 em
linfocitos T naive [50]; Eljaafari et al observou que a presenca de MSCs levou a uma
diminuicdo da expressao de mRNA de IL-4 e IL-10 em linfécitos Th [103]; Laranjeira et al
observou uma diminuigéo da expressdo de mRNA de IL-10 e um aumento da IL-4 [48].

Na expressao relativa de mRNA de perforina em linfocitos T Yo, observa-se uma

tendéncia para a sua diminuicdo ao nivel do SP e um aumento ao nivel do bago e ganglio, na
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presenca de MSCs. Os estudos dos efeitos das MSCs sobre a atividade citolitica dos
linfocitos T yd mostram que as MSCs tanto melhoram a atividade citolitica destes linfocitos
como a podem suprimir [101,102].

A expressdo relativa de mRNA de IDO pelas MSCs na presenca de MNCs do baco e
ganglio é superior a expressdo pelas MSCs isoladas. J& na presenca de MNCs do SP, a
expressdo mMRNA de IDO pelas MSCs é muito reduzida. Sabe-se que algumas funcgdes
imunomoduladoras das MSCs ndo sdo expressas constitutivamente, mas sao induzidas pela
citocina pro-inflamatoéria IFN-y, sozinha ou concomitante com TNF-a, IL-1a, ou IL-1B,
secretados por linfdcitos ativados [67-69]. Por sua vez, estas citocinas induzem as MSCs a
produzir varios fatores sollveis que medeiam a sua atividade imunossupressora. A 1IDO é
uma enzima expressa pelas MSCs que tem um efeito supressor sobre a proliferacdo dos
linfécitos T. Uma vez que o baco e ganglio apresentam uma percentagem superior de
linfocitos T quando comparado com células mononucleares do SP, a producdo de IFN-y
pelos linfécitos T também devera ser superior nestes ambientes do que no SP. Desta forma,
as MSCs na presenca de MNCs do baco e ganglio serdo mais induzidas a produzir a IDO.

De uma forma geral, as MSCs da matriz do corddao umbilical inibiram a producao de
citocinas pro-inflamatorias pelos linfocitos T de sangue periférico, baco e ganglio, que no
global foi semelhante nos trés tipos de ambientes imunolégicos.
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6. Conclusao

Este estudo mostrou que as MSCs da matriz do corddo umbilical inibiram de forma
similar as diferentes populagdes funcionais de linfécitos T produtores de citocinas pro-
inflamatdrias provenientes do sangue periférico, baco ou ganglio linfatico, com excecao dos
linfécitos Th produtores de IL-2, onde as células provenientes do sangue periférico parecem
ser menos sensiveis a acdo imunomoduladora das MSCs. Como esperado, ndo se observou
uma inibicao dos linfécitos Th produtores de IL-10, parecendo até ocorrer um aumento da
diferenciacéo das células Th do sangue periférico no sentido da producéo desta citocina anti-
inflamatdria (diferenciacdo em células T reguladoras/Th2/Th3), induzida pelas MSCs.

Assim, as MSCs da matriz do corddo umbilical parecem exercer uma funcgéo
imunossupressora importante nos linfécitos T de diferentes ambientes inflamatorios, o que
reforca a sua aplicabilidade como possivel abordagem terapéutica para patologias

imunoldgicas.
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