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A artrite reumatodide (AR) é uma doenca inflamatodria, cronica e sistémica que
se caracteriza pela formacéo do pannus, tecido inflamatério neoformado com
acumulac@o de células T auto-reativas. Estas células T sdo responsaveis
pelo processo inflamatdrio através da libertac@o de citocinas e pela ativacéo
de outras células, como macrofagos e fibroblastos sinoviais (principais
produtores de citocinas pré-inflamatérias).

Esta doenca tem sido controlada por tratamentos com farmacos anti-
reuméticos modificadores da doenca que bloqueiam as citocinas
inflamatérias, mas mais de 1/3 dos pacientes nao respondem aos
tratamentos. Assim uma das possiveis formas de tratamento que comecga a
ser explorada é o uso de células mesenquimais do estroma (MSC).

As MSC sdo células progenitoras adultas, clonogénicas, né&o
hematopoiéticas e multipotentes, com capacidade de auto-renovacdo e
diferenciagdo em diversas linhagens celulares, que tém um efeito
imunomodulador sobre as células T, inibindo a sua citotoxicidade e
promovendo a producdo de citocinas anti-inflamatérias, decrescendo a
producédo de citocinas pro-inflamatdrias.

Assim, este estudo pretende, com a realizacdo de co-culturas entre MSC e
células mononucleares, perceber qual o efeito das MSCs em doentes com
AR e desta forma encontrar um caminho promissor para o tratamento desta
doenca autoimune. Os resultados mais relevantes foram a inibicdo da
frequéncia de células T CD4" e CD8" produtoras de citocinas pro-
inflamatérias como, IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17 e IL-9, em todos o0s

compartimentos funcionais, em doentes com AR.
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Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory, chronic and systemic disease
which is characterized by the formation of pannus, inflammatory tissue
neoformed with the amassing of self-reactive T cells. These T cells are
responsible for the inflammatory process through the release of cytokines and
the activation of other cells, such as macrophages and synovial fibroblasts
(the main producers of pro-inflammatory cytokines).

This disease has been controlled by treatment with disease-modifying anti-
rheumatic drugs that block the inflammatory cytokines, its effectiveness
shows that more than 1/3 of patients do not respond to the treatments.
Considering that, one of the possible forms of treatment recently explored, is
the use of mesenchymal stromal cells (MSC).

The MSC are adult stem cells with clonogenic capacity, non-hematopoietic
and multipotent, with the ability of self-renewal and differentiation into multiple
cell lines, which have an immunomodulatory effect on T cells, inhibiting their
cytotoxicity and promoting the production of anti-inflammatory cytokines,
decreasing the production of pro-inflammatory cytokines.

In conclusion, this study intends to understand the effect of MSCs in patients
with RA, by performing co-cultures with MSC and peripheral blood
mononuclear cells, aiming to the promising possibility that is the treatment of
this autoimmune disease. The most relevant results were the inhibition of the
frequency of CD4+ and CD8+ T cells which produces pro-inflammatory
cytokines such as IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-17 and IL-9, in all the functional

compartments in patients with RA.
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1. Sistema Imunitario

O sistema imunitario (SI), elemento fundamental na defesa do corpo humano,
possui varios mecanismos de defesa que sdo classificados de acordo com a sua
especificidade, apresentando assim uma grande variedade de células, diversos fatores
solGveis, como citocinas e seus recetores, e um tecido linféide com uma organizagéo
prépria e caracteristicas especificas. Todos estes componentes permitem uma resposta
imunoldgica efetiva e bem coordenada, consoante a ameaga ao organismo. (1, 2)

A resposta imune pode ser dividida em dois grupos, a imunidade inata ou ndo
especifica e a imunidade adaptativa ou especifica, dependendo dos mecanismos de defesa.

Quando um invasor rompe a barreira fisica da pele ou mucosa € “saudado” pelo
sistema imune inato — a nossa primeira linha de defesa. E chamado de “inato” uma vez que
inclui sistemas de defesa que, na sua maior parte, estdo constitutivamente presentes e
prontos para serem mobilizados em resposta a uma infecdo. (3, 4) Este tipo de sistema nao
é especifico para um antigénio reagindo da mesma maneira para uma variedade de
organismos. (5) As células do sistema imune inato reconhecem imunoestimuladores
associados aos patogenios, uma vez que estes ocorrem em padrdes repetidos, sdo também
conhecidos como padrdes moleculares associados aos patogénios (PAMPS, pathogen-
associated molecular patterns), e também DAMPS (danger-associated molecular
patterns). Os PAMPS incluem padrfes repetidos de estruturas molecular dos é&cidos
nucleicos, dos lipidos, dos polissacarideos e das proteinas microbianas que sao
compartilhadas por varias classes de patogénios e ndo estdo presentes nas células do
hospedeiro. (4, 5) Os DAMPS sdo estruturas encontradas nas células do hospedeiro em
stress ou mortas. (1)

As células responsaveis pela protecdo inata do organismo expressam também
recetores de reconhecimento de padrdes, os Toll-like Receptors (TLR’s), que ativam as
vias de sinalizacdo intracelular que levam a secrecdo de moléculas sinalizadores
extracelulares, responsaveis por identificar microrganismos em diferentes localizagdes
celulares, que promovem a inflamacdo e auxiliam na ativacdo da resposta imune
adaptativa. (3, 5)

Por sua vez, o sistema imune adaptativo requer algum tempo para reagir contra um

organismo invasor, sendo considerado a segunda linha de defesa. (1) A resposta adaptativa



é altamente especifica para um antigénio e reage somente contra o antigénio que induziu a
resposta, gerando protecdo por longos periodos. Por fim o sistema adaptativo, ao contrério
do sistema imune inato, apresenta memoria imunologica. A exposicdo do sistema
imunitario a antigénios estranhos aumenta a sua capacidade para responder de novo a esse
antigénio, sendo a resposta as seguintes exposi¢des mais rapida e eficiente. (1) A memdria
imunolégica ocorre parcialmente porque cada exposi¢do ao antigénio expande o clone de
linfocitos para um antigénio especifico. A estimulacdo de linfécitos naive por antigénios
gera células de memdria de longa vida e estas células apresentam caracteristicas que as
tornam mais eficientes na resposta e eliminacdo do antigénio do que os linfdcitos naive.(3,
6)

A principal funcdo do sistema imune é a discriminacdo do proprio/nao proprio.
Desde 0 nascimento, 0 nosso sistema imune inato € constantemente bombardeado com
antigénios proprios, antigénios inoculados e patogenios exteriores. Para se manter
saudavel, este deve manter o balanco entre a capacidade de responder a agentes infeciosos
e de sustentar a auto-tolerancia. A auséncia de resposta adequada submete o individuo aos
efeitos deletérios da invasdo por patogénios, ao passo que o sistema imune respondendo de
modo exacerbado pode gerar respostas inflamatorias prejudiciais. (7)

Para desempenhar uma funcdo protetora adequada, os multiplos clones de células T
passam por um rigoroso processo de selecdo e maturacdo timica que se da mediante o
reconhecimento de peptideos préprios ligados a moléculas do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) (figura 1). (1)

Antigénio pedprio

.‘<" II R ) "‘ 3 Oelecdo clomal
r =7 &5 | (selecio megativa)

!

Astigénios estrandos

@0

Células de mendria




Figura 1 Esquema do principio de selegdo clonal. Durante o processo de geracdo do repertorio
linfocitario, algumas células sdo portadoras de recetores que se ligam a antigénios préprios, sendo
eliminadas precocemente durante o desenvolvimento, antes que sejam capazes de responder,
assegurando uma tolerdncia aos antigénios proprios. Quando os linfécitos tém a capacidade de
reconhecer apenas 0s antigénios estranhos ao organismo, esta célula é ativada e comeca a dividir-
se, originando um clone idéntico, que ird diferenciar-se em células efetoras e de memoria.
Adaptado de (10)

O MHC pode ser dividido em quatro subconjuntos de genes ou classes: I, II, 11l e
IV, estando os de classe | e Il ligados ao processamento e apresentagdo de antigénios,
enguanto os genes que compdem as classes Il e IV codificam para outras proteinas. Em
humanos, existem trés loci principais que codificam as moléculas de classe I, denominados
de HLA-A, HLA-B e HLA-C, e trés loci principais do MHC classe Il, que séo
denominados HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR. (8)

As moléculas do MHC de classe I, que estdo presentes na maioria das células
nucleadas, sdo reconhecidas principalmente pelo TCR de linfécitos T CD8, ao passo que as
moléculas de MHC de classe Il, presentes principalmente na superficie das células
apresentadoras de antigénios (APC), sdo reconhecidas pelo TCR dos linfécitos T CD4. (8)

O timo é composto por uma grande quantidade de APCs, incluindo macroéfagos,
células dendriticas (CD) e células epiteliais especializadas. Este 6rgao é também protegido
por uma barreira sanguinea que, numa primeira estancia, possibilita a apresentacdo de
complexos MHC-proéprio/peptideo por parte das APCs ao repertorio de células T que se
esta a formar. (1)

A selecdo timica resulta da interacdo das células T imaturas (timécitos) com as
moléculas do MHC do préprio expressas pelas células APC’s dentro do timo, resultando na
morte (delecdo clonal) daquelas células T que forem auto-reativas, o que significa, ndo
reconhecem o0s antigénios como proprios. O tempo e a extensdo deste processo de delecéo
dependem da afinidade da ligagdo do TCR ao complexo MHC+peptideo. (4)

As células T que se ligam aos antigenos proprios com alta afinidade sdo deletadas
precocemente e de forma mais efetiva do que aquelas que se ligam com baixa afinidade. A
esta eliminagdo de células T auto-reativas da-se o nome de selegdo negativa, um

mecanismo importante para a manutenc¢do da tolerancia a varios antigénios do proprio, que



é designado de tolerancia central. Assim, € necessario selecionar as células T cujos
recetores sdao capazes de reconhecer e realizar a ligacdo as moléculas do MHC. Este
processo envolvido na preservacdo de especificidades uteis € denominado de selecdo
positiva. Na linhagem T, a selecdo positiva assegura a maturacdo de células T cujos
recetores se ligam com baixa afinidade a moléculas do MHC. As células T maduras cujos
precursores foram positivamente selecionados por moléculas do MHC no timo séo capazes
de reconhecer peptideos antigénicos estranhos apresentados pelas mesmas moléculas nas
APC’s nos tecidos periféricos. A selecdo positiva fornece sinais de sobrevivéncia aos
linfocitos T e B que arranjam apropriadamente os seus recetores de antigénios. Assim, esta
selecdo dos linfécitos T permite que o sistema imunoldgico seja capaz de se auto
reconhecer. (1, 3, 5)

Desta forma, todas as células T devem reconhecer antigénios associados a
moléculas de MHC de proprio que formam os complexos MHC/peptideo, ou MHC-
proprio/peptideo. (1)

Esta capacidade de distincdo entre antigénios préprios e ndo-préprios € definida
como tolerancia imunoldgica, sendo fundamental para evitar o auto-reconhecimento, que

provocaria respostas autoimunes patoldgicas. (7, 9)

2. Células do Sistema Imunitario

Todas as células do sistema imune tém origem na medula 6ssea, de uma célula
estaminal hematopoiética, que origina duas linhagens principais, uma de células mieloides
progenitoras, de onde sdo formadas células mieloides (mondcitos, eritrocitos, granulécitos
e CDs mieldides) e uma de células linféides progenitoras que originam células linfoides
(células T, células B, células natural killer (NK) e CDs plasmocitdides) (10)

As células mieloides e as células NK fazem parte do sistema imune inato, e como
referido anteriormente, os recetores destas células sdo recetores de padrdes de
reconhecimento que identificam padrées moleculares gerais encontrados nos patogenios. Ja
as células T e B fazem parte do sistema imune adaptativo, e estas Ultimas, apds a exposi¢cdo
ao antigénio podem-se diferenciar em plasmaocitos, cuja funcdo primaria é a producdo de
anticorpos, e no caso dos linfocitos T, ocorrer diferenciacdo em células T citotoxicas (Tc)
ou células T auxiliadoras (Th). (10, 11)



As CD e os mondcitos fazem parte de uma subdivisdo especializada, as APCs, que
tém um papel importante na imunidade inata e agem como um conector para 0 sistema
imune adaptativo ao participar na apresentacdo de antigénios e na ativacdo das células Th.
Uma caracteristica destas células é a expressdo de moléculas de MHC de classe Il a

superficie. (1)

2.1. Linfocitos T

Os linfocitos T sdo as principais células intervenientes na imunidade celular que
reconhecem uma ampla variedade de antigénios especificos. (9)

O desenvolvimento dos linfécitos T alfa beta (af) e gamma delta (yd) segue
estadios sequenciais, consistindo na recombinacdo somatica e na expressdao dos genes do
recetor de células T (TCR) para o antigénio, proliferacdo celular, selecao induzida pelo
antigénio e aquisicdo de fendtipos de capacidade funcional. (8)

Estas células tém origem na medula 6ssea e completam o seu desenvolvimento no
timo, sendo denominadas de timdcitos. (11) Os timdcitos mais imaturos nao expressam
TCR nem co-recetores CD4 ou CD8, sendo encontrados na regido cortical do timo. A
partir daqui, os timdcitos migram para e através do cortex, onde a maior parte dos eventos
de maturagdo subsequente ocorrem. E no cortex que estas células expressam pela primeira
vez TCRs yd e af, e as células T off comecam a diferenciarem-se em células T CD4"
restritas a MHC classe 11 ou CD8" restritas a MHC classe I. (12) (figura 2)
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Figura 2 Esquema da maturacdo dos linfdcitos T. Adaptado de (1)



Os TCRs sdo glicoproteinas heterodiméricas, localizadas na superficie das células,
associadas a um complexo denominado CD3, que reconhecem 0s antigénios ap0s o seu
processamento, sendo a sua apresentacdo feita pelas APCs. O CD3, por sua vez, é
responsavel pela sinalizacdo celular subsequente. (5, 9)

Este recetor reconhece somente o antigénio proteico quando associado a uma
molécula de MHC. Para que isto ocorra, € necessario que o antigénio seja degradado
enzimaticamente e algum dos peptideos resultantes se ligue a uma molécula de MHC.
Existindo duas vias basicas de processamento: a endogena e a exdgena. (1, 3, 4)

Na via enddgena as proteinas produzidas no citoplasma celular sdo degradadas por
proteases presentes no proteossoma. Os fragmentos gerados sdo transportados para o
interior do reticulo endoplasmatico (RE), formando-se um complexo estavel dos peptideos
formados com as moléculas do MHC de classe | sendo de seguida transportados para a
superficie da célula. A apresentacdo por MHC de classe | é feita por todas as células
nucleadas do organismo para os linfécitos T CD8". (1, 4)

Na via exdgena, os antigénios extracelulares sdo endocitados ou fagocitados e a
vesicula resultante funde-se ao lisossoma, onde se forma o endossoma, permitindo que os
antigénios sejam degradados enzimaticamente. Simultaneamente, as cadeias o e B da
molécula do MHC de classe Il juntamente com a cadeia invariante sao sintetizadas no RE e
transportadas para o aparelho de golgi com o objetivo de chegarem ao endossoma, onde
esta Gltima cadeia € digerida. Os fragmentos proteicos juntam-se entdo a molécula do
MHC de classe Il e sdo transportados para a superficie da célula. Esta via é feita apenas por
APCs para os linfocitos T CD4". (1, 4)

A ativacdo especifica e a diferenciacdo de células T naive resultam na geracdo de
uma variedade de fendtipos de células T que podem ser definidos pela aquisicdo de um
perfil caracteristico de citocinas e mecanismos citoliticos. (3) Esta ativacdo ocorre nos
orgdo linféides secundérios, onde os linfocitos T naive se encontram alojados, esperando
encontrar antigénios apresentados por CDs maduras em moléculas MHC classe | ou classe
Il para serem ativados. Isto resulta na expansdo da pool de linfécitos especificos para um
antigénio e na diferenciacdo destas células em linfécitos efetores e de memdria. Algumas
destas células T ativadas deixam os 6rgdos linfaticos onde a ativagdo ocorreu e entram na
circulagdo. Outras células T CD4" ficam no 6rgdo linfatico ajudando na diferenciagdo de

linfécitos B em plasmdcitos. (4, 11)



Uma pequena por¢do destas células, na sequéncia da resposta imune adaptativa,

persiste como célula T de memodria, e tém a capacidade de responder de uma forma mais

rapida e potente contra uma segunda exposi¢do ao antigénio. (4)

Na tabela abaixo podem-se observar as caracteristicas destes diferentes

compartimentos funcionais:

Tabela | Principais caracteristicas dos diferentes compartimentos funcionais (13, 14)
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2.1.1. Linfocitos T auxiliadores

Esta célula é o “mensageiro” mais importante do sistema imunitario, sendo
responsavel por enviar estimulos para os diversos leucdcitos a fim de estes realizarem um
conflito imunolégico contra o agente agressor. (4)

Estas células possuem um complexo TCR/CD3 e um co-recetor CD4 na superficie,
que permite reconhecer o epitopo que lhe é apresentado pelas APC. (3)

As células T auxiliadoras tém uma funcgdo reguladora e servem principalmente para
estimular o crescimento e diferenciagéo de linfdcitos T citotoxicos e T reguladores contra o
antigénio, estimular o crescimento e diferenciacdo de linfécitos B em plasmacitos e ativar
0s macréfagos e tém também uma funcdo de auto-estimulacdo, ou seja, um determinado
linfocito T auxiliar pode estimular o crescimento de toda a populacdo de linf6citos T
auxiliares. (3, 4, 14)

Os linfocitos Th sdo subdivididos funcionalmente pelo padrdo de citocinas que

produzem. Durante o estimulo fornecido por uma APC, um linfécito precursor ThO pode



diferenciar-se em Thl ou Th2, na dependéncia do ambiente de citocinas presente. (14) Por
exemplo, alguns antigenos estimulam a producdo de IL-4 o que favorece a diferenciacdo de
células Th2 enquanto outros antigenos estimulam a producdo de IL-12, que favorece a
formacéo de células Thl (figura 3). (3, 14)

As células Thl produzem grandes quantidades de interleucina-2 (IL), que induz a
proliferacdo de linfdcitos T (incluindo os préprios linfocitos T auxiliadores) e afeta o0s
linfécitos T CD8, induzindo a sua proliferacdo e um aumento da sua capacidade citotoxica.
Outra das citocinas produzida em grandes quantidades é o interferdo-y (IFN), uma citocina
com elevada importancia na ativacdo de macréfagos infetados com patogénios
intracelulares e na ativacdo de linfécitos T CD8. Esta citocina promove também um ciclo
de feedback positivo induzindo a sua polarizacdo para a via de diferenciacdo Thl e
inibindo a via Th2. (3, 4, 9) A resposta Thl é essencial para o controlo de patogénios
intracelulares.

Por sua vez, o linfocito Th2 produz as interleucinas 4, 5, 6, 9 e 10, estando a IL-4 e
a IL-10 relacionadas com uma resposta imunitaria humoral. A IL-4 induz também a troca
de classe de imunoglobulinas nos linfocitos B e a IL-5 induz a producédo e ativacdo de
eosinofilos. De forma anéloga ao INF-y, a IL-4 também promove o feedback positivo para
avia Th2 e suprime a via Thl. (3, 9)

As citocinas Th2 tém sido consideradas protetoras, portanto a procura pela
alteracdo no padrdo de resposta imune de Thl para Th2 tem sido muito estudada, visando a

melhora ou o restabelecimento da tolerancia imunoldgica. (11)
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Figura 3 Esquema simplificado da formacéao dos linfocitos Th 1 e Th2 a partir de células T CD4+
naive. Pode-se observar que a IL-12 promove a formacdo de linfécitos Thl enquanto a IL-4
permite a diferenciacdo de linfécitos Th2. Os linfécitos Thl produzem citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y, IL-2 e TNF-B ¢ os linfocitos Th2 tém a capacidade de produzir citocinas anti-
inflamatdrias como IL-4, IL-10, entre outras. Adaptado de (16)

Mais recentemente uma nova subpopulagdo de linfocitos T, os Thl7, tem sido
responsabilizada pelo processo fisiopatoldgico de doencas autoimunes. (15)

Estas células diferenciam-se a partir de células T naive em resposta ao fator de
crescimento transformador p (TGF-B), em combinagdo com outras citocinas pro-
inflamatérias como, IL-6, 1L-21 e IL-1, enquanto a IL-23 promove a sua expansao e
sobrevivéncia. (4, 15, 16) As citocinas produzidas por estes linfocitos sdo as 1L-22, 1L-26 e
citocinas da familia da IL-17. As citocinas da familia 1L-17 sdo fortes indutoras da
inflamacdo, induzindo a infiltracdo celular e producdo de outras citocinas pro-
inflamatorias. (11) A citocina caracteristica desta célula, a IL-17, resulta no recrutamento
de neutrdéfilos para o local de infegdo. Estes neutréfilos ajudam na defesa contra patogénios
extracelulares contra os quais as células Thl e Th2 sao relativamente ineficazes. (4)

Existe também outra classe de células Th independentes, as Th9, que produzem
elevados niveis de IL-9 e IL-10. Parece que estas células estdo envolvidas na resposta
contra helmintos e a nivel alérgico, e tém sido envolvidas em varias doencas inflamatorias,

sendo necessarios mais estudo para esclarecer melhor quais as suas funcgdes. (17)

2.1.2. Linfocitos T citotdxicos

Os linfocitos T citotdxicos possuem um complexo TCR/CD3 e um co-recetor de
membrana CD8, que tém a funcédo de reconhecer a classe | do MHC, que sdo expressas por
praticamente todas as células nucleadas. (3, 14)

Uma vez ativados por uma APC, os linfocitos Tc tornam-se células efetoras, que
podem matar qualquer célula-alvo que expressa 0 mesmo antigénio. (5)

Estas células desempenham a sua funcéo litica através de duas estratégias.

A primeira, pela libertacdo de dois tipos de citotoxinas, perforina, uma proteina
que se polimeriza na membrana plasmatica da célula-alvo para gerar canais

transmembranares, e a granzima B, que penetra na célula através dos poros formados. (1)
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Esta citotoxina liberta o citocromo ¢ da mitocondria, ativando a cascata proteolitica das
caspases que matam a célula por apoptose. (5)

Na segunda estratégia, a célula Tc ativa a cascata de caspases indiretamente, atraves
de uma proteina presente na sua superficie, denominada de Fas ligando, que se liga a
proteinas recetoras transmembranares na célula-alvo denominadas de Fas. Esta ligagdo
promova o recrutamento da procaspase-8, que fica ativada e inicia a cascata de caspases e
consequentemente a apoptose celular. (5)

E de destacar que a funcdo dos linfocitos T CD8" néo se limita a eliminar células-
alvo, estas células também participam noutros mecanismos de defesa do organismo,
nomeadamente através da producdo de citocinas, entre as quais o IFN-y. (3)

O IFN-y tem a capacidade de inibir diretamente a replicagdo viral, de ativar
macrofagos aumentando a sua capacidade citotoxica e de apresentacdo de antigénios e
pode ainda induzir a sintese de moléculas de MHC de classe | assim como de outras
proteinas envolvidas na apresentagdo de antigénios. (14)

2.1.3. Linfocitos T reguladores (Treg)

Nos ultimos anos tém vindo a acumular-se evidéncias sobre a existéncia de uma
subpopulacdo de linfdcitos T, designados de linfocitos T reguladores (Treg). Estas células
exercem efeitos imunossupressores potentes através do contacto célula a célula e pela
producdo de fatores sollveis, regulando negativamente a ativacdo de cada um dos subtipos
principais de células Th, bem como outras células do sistema imune e inflamatdrio. (18)

Correspondem a menos de 10% das células T na circulacdo sanguinea e dos 6rgaos
linféides periféricos (OLP), mas apresentam um papel fundamental na tolerancia imune,
inibindo a atividade de linfocitos Tc e Th autorreativos e previnem uma resposta excessiva
por parte das células T a antigénios microbianos nas infe¢des crdnicas. (5)

A caracteristica que melhor define esta populacdo é a expressdo do fator de
transcrigdo Foxp3, o qual atua como um marcador Unico dessas células e é o controlador
do seu desenvolvimento. (5, 19)

Assim sendo os linfocitos Treg podem ser divididos em dois tipos: naturais e
induzidos. (19)

12



Os linfécitos Treg naturais tém origem no timo, migrando de seguida para os
tecidos e orgdo periféricos, onde funcionam como supressores da atividade efetora de
potenciais linfécitos T autorreativos. Estas células expressam niveis elevados inalteraveis
de CD25, sendo o seu fendtipo CD4*/CD25""/Foxp3*. As células Treg naturais nio
proliferam em resposta a estimulos externos, sendo a sua capacidade imunossupressora
executada através de contacto celular com linfocitos T autorreativos. (10, 19)

Os linfocitos Treg induzidos, sdo gerados a partir da estimulacdo da via TCR/CD3,
na presenca de IL-10, TGF-B e IFN-a. Estas células tém também a sua origem no timo mas
sofrem um processo de diferenciacdo adicional na periferia que Ihes confere a capacidade
imunossupressora em determinadas condigdes microambientais. (10, 17, 19, 20)

As Tregs induzidas por IL-10 tém o fendtipo CD4'/CD25""/Foxp3™ e tém a
capacidade de suprimir as respostas imunes pela secrecdo de IL-10, enquanto as Treg
induzidas por TGF-B sdo CD4*/CD25""/Foxp3* e suprimem pela secrecdo de TGF-B. (5,
10, 20)

Assim, os linfocitos Treg constituem uma populacdo linfocitaria cuja funcdo €
suprimir respostas imunitarias mediadas por linfocitos T efetores autorreativos, quer em
situacBes ndo inflamatorias, no caso dos Treg naturais, quer em situacdes inflamatorias

associadas a infecdes e transplantes. (18, 19)

Quando estas células seguem todos os padrbes de formacdo adequados, a
diversidade de fenotipos permite uma protecdo imunitaria contra multiplos microrganismos
patogénicos, mantendo a auto-tolerdncia e a homeostasia. Por outro lado, quando os
linfocitos T tém uma resposta pro-inflamatdria exuberante é despoletada a origem de auto-

imunidade e doencas alérgicas. (4, 14, 18)

3. Artrite Reumatoide

A artrite reumatdide (AR) é uma doenca autoimune inflamatoria, cronica e
sistemica. Esta doenca manifesta-se por uma poliartrite simétrica persistente (sinovite), que
afeta maos e pes, embora qualquer articulagéo revestida por uma membrana sinovial possa

estar envolvida (figura 4). (21-23)
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Outras caracteristicas associadas a AR sdo a dor, inchago e progressiva destrui¢ao
de pequenas articulagdes, acompanhado por uma incapacidade funcional. (21, 22)
Geralmente, adicionados a estas caracteristicas coexistem também sintomas sistémicos,
como a fadiga, febre, anemia e limitacbes nas atividades diarias, tendo esta doenca um

curso cronico com periodos varidveis de remissdo e agravamento. (24)

Normal AR
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s

-
- \ Formacdo de vasos sanguineos na
Cépsula articular ——— o ¥ membrana sinovial

Membrana sinovial (\ ‘O T E—— Acumulac¢do de células T e B
Espaco articular —8 ——— L~ \ "‘r '0
.:.l ‘
Cartilagem ——— 8 ——F—J ”":;,\ ! \
i Infiltracdo de macréfagos
Osso /
Lf'”'— Proliferacdo de fibroblastos sinoviais
;,v',.'? P
X *‘“’\L' Infiltracdo de neutréfilos
F 3

Figura 4 Esquema de uma articulagdo de um individuo saudavel em comparagdo com uma
articulacdo de um individuo com artrite reumatdide, onde se pode observar a erosdo 6ssea e a
membrana sinovial inflamada e a formacdo do pannus povoado com vérias células do sistema
imune. (9)

Para a quantificacdo e avaliacdo da evolucdo clinica da AR, de forma a ser
facilmente objetivavel e reproduzivel, foram desenvolvidos varios instrumentos
metrologicos, entre os quais, o0s critérios de resposta do Colégio Americano de
Reumatologia (ACR), um score de atividade da doenga (DAS). (25)

O indice DAS é de facil utilizacdo e percecgéo, e para o0 seu calculo séo usadas 4
variaveis: numero de articulagdes dolorosas e tumefactas, o valor da velocidade de
sedimentagdo em mm/h e o grau de comprometimento causado pela doenca. Avalia 28
articulacdes, sendo entéo designado por DAS28. (26)

A avaliacdo da atividade clinica usando este metodo define que ha remisséo da AR

quando a sua pontuacdo é inferior a 2,6, atividade ligeira de 2,6 a 3,2, atividade moderada
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de 3,2 a 5,1 e atividade intensa acima de 5,1. A pontua¢do maxima do indice DAS28 é 10.
(26)

3.1. Epidemiologia

A AR tem uma incidéncia de 1% na populacdo mundial, ndo existindo evidéncias
de uma distincdo preferencial de areas geograficas ou grupos étnicos. (27) Embora possa
ter inicio em qualquer idade, o grupo mais afetado é o das mulheres entre os 35-50 anos,
sendo afetadas cerca de 3 vezes mais que 0s homens. (28)

Parentes de primeiro grau de individuos com AR tém 2 a 3 vezes maior risco para a
doenca. A concordancia da doenca em gémeos monozigéticos € de aproximadamente 15-

20%, o que sugere que fatores ndo genéticos tém um papel importante. (29, 30)

3.2. Etiologia

A causa da ocorréncia da AR é ainda desconhecida, mas fatores genéticos,
hormonais, imunolégicos e infeciosos podem desempenhar um papel significativo
enquanto fatores psicoldgicos e ambientais podem influenciar a evolugdo da doenca. (29)

Os fatores genéticos estdo associados a 60% do risco de contrair a doenga, enquanto
40% do risco esta ligado a fatores ambientais.

A regido do genoma com maior importancia para estudos de AR é o locus do MHC
que é responsavel por 30% a 50% da suscetibilidade genética para a AR, onde o alelo
HLA-DR B1 estd intimamente ligado com a presenca de dois anticorpos, o fator
reumatdide (FR) e o anticorpo anti peptideo citrolinado (ACPA). (29) Estes anticorpos
reagem contra auto-antigénios fora das articulagdes e podem ser determinantes para uma
detecdo precoce da doenca, uma vez que se podem desenvolver até 10 anos antes da
mesma. (31)

Um grande avanco na descricdo das interagdes entre genes e ambiente foi aquando
da observacao do tabagismo como fator de risco para a AR. O risco de desenvolvimento da
doenca e 21 vezes superior em individuos fumadores com a presenca de ACPA. (30)

A iniciacdo da AR é portanto uma combinagdo de eventos pre-determinados

(genéticos) e aleatérios onde a sua suscetibilidade esta claramente definida por um padréo
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de genes herdados, como o HLA. Influéncias epigenéticas, como hipometilagdo de DNA
ou expressdo de microRNAs, também pode aumentar a expressdo de genes pro-
inflamatdrios. (28, 29) Contudo os genes ndo sdo a unica influéncia, uma vez que a taxa de
concordancia entre gémeos idénticos é de apenas 15% a 20% e estimulos ambientais, como

fumar, podem interagir com os genes, aumentando a suscetibilidade de 20% a 40%. (28)

3.3. Fisiopatologia

A fisiopatologia da AR nédo é completamente compreendida. Um estimulo externo,
como por exemplo, fumo de cigarro, infecdo ou trauma, em individuos geneticamente
suscetiveis, pode desencadear uma reacdo autoimune, que conduz a hipertrofia sinovial e
inflamacéo das articulages. (27, 29)

Segue-se entdo a inducdo de uma resposta imunolégica, que resulta na inflamagéo
do revestimento da articulagdo (membrana sinovial). A membrana sinovial é uma estrutura
relativamente acelular com a presenca de macréfagos e células semelhantes a fibroblastos
conhecidas como sinovidcitos. (22) Na AR, o revestimento torna-se hiperplasico, devido a
infiltracdo e proliferacdo de células autorreativas (entre as quais, células T), passando a
designar-se de pannus. (22, 24)

O primeiro evento nesta estimulacdo do processo inflamatério parece ser a
apresentacdo de um peptideo previamente processado e ligado a molécula HLA-DR 1,
por parte das células apresentadoras de antigénios, ao linfécito T CD4". (29)

Forma-se entdo um complexo trimolecular fazendo com que a célula Th altere as
suas caracteristicas fenotipicas e passe a libertar IL-2 e IFN-y, passando a ser denominada
de Thl. Estas células vao entdo ativar os macrofagos e outras células, incluindo
fibroblastos sinoviais (principais produtores de TNF-a e 1L-1) (figura 5). (24)

As células T sdo os principais mediadores do desenvolvimento da AR, estas células,
como referido anteriormente, podem interagir com outros tipos celulares perpetuando a
inflamacdo. (32) Historicamente a AR é considerada uma doenga com perfil exacerbado de
resposta imunoldgica do tipo Thl, no entanto, é baseada num desequilibrio entre Th1/Th2,

ou seja, um desequilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatdrias. (21, 30)
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Figura 5 Consequéncia da ativacao de células T (31)

J& esta bem estabelecido que as citocinas pré-inflamatérias, especialmente o fator
de necrose tumoral (TNF-a), IL-1 e IL-6, estdo envolvidas na patogénese da AR. (33, 34)

O TNF-a ¢ considerado o desencadeador de eventos pro-inflamatdrias devido a sua
capacidade de induzir a producdo de outras citocinas, como a IL-1, IL-6 e IL-8,
frequentemente encontradas nas articulagdes de pacientes com AR. (35) Para além desta
capacidade, o TNF-a favorece a libertagdo de metaloproteinases de matriz, que promovem
a destruicdo tecidual e induz a expressdo de moléculas de adesdo, que facilitam a
infiltracdo de células inflamato6rias na membrana sinovial. (21, 33)

Estudos recentes tém sugerido que as células Thl7, produtoras de IL-17, sdo um
novo subgrupo de células criticas para a patogenese da AR. (36) A diferenciagdo em Th17
é dirigida principalmente pela acdo do TGF-B. (15, 37) A IL-17, citocina produzida por
estas células, induz a producdo de mais citocinas inflamatorias como a IL-1, IL-6, IL-8 e

TNF-a, apresentando um papel patogénico devido a sua associacdo com a destrui¢ao Ossea.
(36)
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Por outro lado, embora pouco presentes, estdo as células Treg. Estas células
suprimem respostas de células T CD4" e CD8" através do contato célula-célula, secregio
de citocinas e fatores inibitorios citotoxicos, ou através da modulacdo de APCs,
apresentando um papel fundamental na manutencéo da tolerancia periférica. (19, 37)

H& indicios de que a funcdo das células Treg esteja prejudicada devido a expressdo
reduzida de CTLA-4, uma molécula supressora, e devido a presenca de citocinas como, por
exemplo, o TNF-a. (38, 39)

As citocinas formam uma rede complexa e redundante, cujo balanco final depende
de multiplas interacbes. Em relacdo a inflamacdo, o resultado serd a progressdo ou a
resolugdo do processo inflamatorio. Assim, nenhuma das citocinas tem um Unico sentido e
nenhuma das fases do processo inflamatério depende de uma Unica citocina. (3, 30)

A inflamacdo que caracteriza a AR é predominantemente caracterizada por efeitos

das citocinas pré-inflamatorias que se sobrepdem as citocinas anti-inflamatérias. (30)

Nos ultimos 20 anos, a atividade da doenca tem sido controlada por tratamentos
com farmacos anti-reumaticos modificadores da doenca que bloqueiam as citocinas
inflamatorias tal como o TNF-a. Apesar disso, esta medicacdo ndo é efetiva em todos os
pacientes com AR, com mais de 1/3 dos pacientes a ndo responderem aos tratamentos. (34)

Assim, uma das possiveis formas de tratamento que comeca a ser explorada é o0 uso
de células mesenquimais do estroma (MSC) devido as suas propriedades

imunomoduladoras. (40)

4. Citocinas

As citocinas sdo proteinas que tém a funcdo de regular a duracdo e a intensidade
das respostas imunes especificas, recrutar células efetoras para as areas de inflamacéo e
induzir a geracdo e maturacdo de novas células a partir dos seus precursores. Podem ser
sintetizadas por macrofagos, monacitos e, principalmente, pelos linfécitos, entre outras
células.(1, 3)

A acdo destas proteinas é pleiotrdpica, pois podem estimular varios tipos de células,
e redundante, quando duas ou mais citocinas podem apresentam a mesma agéo. Para além
disso, podem também afetar a acdo de outras citocinas de forma antagonica ou sinergetica.
(1, 10)
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As citocinas também podem ser classificadas de acordo com a funcdo que

desempenham na resposta imune, sendo entdo divididas em mediadoras da imunidade

inata, onde estimulam os macrofagos e células NK; mediadoras da imunidade adquirida,

quando ativam linfécitos T; e quimiocinas, que sdo responsaveis pela migracdo de

leucdcitos para os locais de infegdo, e por fim estimuladoras da hematopoiese. (3, 4)

Na tabela Il estdo reunidas as citocinas e as suas caracteristicas com maior

influéncia na AR, tanto a nivel inflamatoério como anti-inflamatorio, libertadas pelos

linfocitos T.

Tabela Il Caracteristicas das principais citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatdrias presentes

na AR

TNF-a

IFN-y

IL-1

IL-2

IL-6
IL-9

IL-17

Na AR, esta relacionada com a producdo de outras citocinas
pré-inflamatorias e pela modulagdo de células Treg.

Regula a ativagdo de macrdfagos e células NK; estimula a
secre¢do de imunoglobulinas; promove a diferenciacdo de
células Thil.

Promove a ativacdo de leucdcitos, células endoteliais,
osteoblastos e condrdcitos.

Inducdo da ativagdo e proliferagdo de células T e B;
estimulagdo da citotoxicidade das células NK; expansao clonal
dos linfocitos Tc.

Promove a diferenciacéo e crescimento de células T, células B
e osteoblastos

Estimula a proliferacdo celular; previne a apoptose.

Indutoras da inflamagdo, promovendo a infiltragdo celular e
producdo de outras citocinas pro-inflamatérias

TGF-p

IL-4

IL-10

Inibe a proliferacdo de células T; bloqueia os efeitos das
citocinas pro-inflamatdrias; inibe a ativacdo de macréfagos.

Estimula a diferenciacéo e proliferacdo de linfocitos Th2; tem
anti-inflamatoria em células T e mondcitos

Inibe a produgdo de citocinas pré-inflamatorias; estimula a
proliferacdo de mastocitos; inibe a diferenciacdo de células
Th1; inibe a funcdo de células NK
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5. Células Mesenquimais do Estroma

As MSCs sdo células estaminais adultas e morfologicamente fusiformes, formato
semelhante a fibroblastos, e apresentam como caracteristica, no seu periodo inicial de
expansdo in vitro, a propriedade de formacdo de unidades formadoras de coldnias de
fibroblastos. (41)

Segundo o Comité de Células Estaminais Mesenquimais e Teciduais da Sociedade
Internacional de Terapia Celular as MSC, apresentam trés caracteristicas, sendo elas: [1]
capacidade de aderéncia ao plastico; [2] auséncia de marcadores hematopoiéticos, tais
como CD14, CD45, CD34, CD133 e HLA-DR e expressdo de moléculas de superficie
celular CD44, CD90, CD73 e CD105; [3] capacidade de diferenciacdo em diversas
linhagens celulares como, osteoblastos, condroblastos e adipécitos. (42, 43) Possuem
também a capacidade de auto-renovacdo e de proliferacdo numa colénia de células
geneticamente idénticas. (40)

Estas células representam uma fracdo muito pequena da populacdo total de células
nucleadas da medula 6ssea (0.001% a 0.01% das células totais) podendo ser isoladas e
expandidas com eficiéncia in vitro, a partir de diversos tecidos adultos. (42) Normalmente,
as MSC sdo isoladas a partir do aspirado de medula 6ssea por um gradiente de densidade e
separadas das células estaminais hematopoiéticas pela sua capacidade de aderéncia a
superficies plasticas em placas de cultura celular. (43) Mas podem também ser isoladas a
partir do sangue e matriz do cordao umbilical, do tecido adiposo entre outros. (44)

Além da reparacdo de tecidos, as MSC mostraram recentemente efeitos anti-
proliferativos e anti-inflamatdrios potentes, apds a observacdo de que as MSCs derivadas
de medula éssea suprimiam a diferenciacéo e proliferacdo de células T. (45, 46)

Estes estudos redirecionaram a atencdo dos cientistas para a multipotencialidade
das MSC em relacdo aos seus possiveis efeitos regulatérios sobre as células do sistema
imunologico e possibilitaram a caracterizacdo da elevada atividade imunomoduladora. (45)
Apesar deste elevado numero de estudos, os mecanismos por detras desta atividade ainda
nédo sao totalmente conhecidos. (46)

Sabe-se que mecanismos de contacto célula a celula e libertacao de fatores solaveis,

como citocinas e fatores de crescimento, contribuem para a indugdo da imunossupressao

20



mediada pelas MSCs. (47) Aléem disso, estas células possuem também a capacidade de
homing para os tecidos lesados, 0 que aumenta o seu potencial terapéutico. (42)

Estas caracteristicas permitem que as MSCs intervenham tanto na imunidade inata
quanto na adaptativa. (48)

Os fatores solGveis com propriedades imunomoduladoras, tanto podem ser
produzidos constitutivamente como libertados ap0ds interacdo com as células alvo. (45)
Exemplos deste grupo sdo o 6xido nitrico (NO) e a indoleamida 2,3-dioxigenase (IDO),
que séo libertados pelas MSCs depois da estimulacdo com IFN-y, produzido pelas células
alvo. A expresséo de IDO promove a deplecéo de triptofano no meio, resultando assim, na
inibicdo da proliferacdo linfocitaria e além disso permitem também a inibicdo da
proliferacdo de células produtoras de IFN-y, as Thl. Estes fatores juntamente com a
prostaglandina E2 (PGE2) blogueiam a atividade de células NK. (43, 45, 49)

Outros fatores sollveis, tais como TGF-B1, fator de crescimento do hepatdcito
(HGF), IL-10, Heme-oxigenase 1 (HO-1), IL-6 e HLA-G5 soluvel, sdo constitutivamente
produzidos pelas MSC. (figura 6) A IL-6 tem influéncia da reducéo do burst respiratorio e
impede a apoptose de neutrofilos pela inducdo da fosforilacdo do transdutor de sinal do
fator de transcricdo, por sua vez a producdo do HLA-G5 sollvel tem a capacidade de
suprimir a proliferacdo de células T, assim como das células NK e células Tc e promove a
diferenciacdo de células Treg. (43, 50) A producdo destas moléculas pode ser aumentada
devido a libertacdo de certas citocinas pelas células alvo, atraves da sua interacdo com as
MSCs. (45, 47)

No entanto, a inibicdo de qualquer uma destas moléculas ndo resulta numa perda
completa da atividade imunossupressora, o que significa que nenhuma destas moléculas
tem um papel exclusivo e que a modula¢do das MSC é um sistema redundante mediado
por varios fatores soluveis. (45)

Prevé-se que a acdo geral das MSC seja de orientar a resposta imune em direcéo a
fenotipos anti-inflamatérios, incluindo a mudanca da resposta Thl no sentido Th2,
causando por exemplo, uma diminui¢do da producdo de IFN-y e um aumento de IL-4. (48,
51)

21



TGF-B, HGF, PGE2, @
—_—
IDO, MMPs, IL-10, _/

HO-1, NO, HLA-G5
CD4+
TGF-B, 10, G
—_— ‘
HLA-GS, LIF —
Treg
a»>
7 ' PGE2,TGF-§ Ky
7. > 3
Fatores NK
> soliveis
TGF-B, HGF 7
—> %,
.
-
MSC CD8+
PGE2, CCL-2 O
e
B cell
PGE2, IDO, IL-6 4

DCs

Figura 6 Propriedades imunomoduladoras das MSC. Diversos fatores solUveis secretados pelas
MSC estdo associados as suas caracteristicas moduladoras sobre linfécitos T CD4" e CD8", células
Treg, células NK, células B e células dendriticas. Adaptado de (50)

5.1. Imunomodulacédo em linfocitos T e Artrite Reumatoide

Depois da formagdo do TCR, as células T proliferam e exercem varias funcdes
efetoras, incluindo a libertacdo de citocinas, e no caso dos linfocitos Tc, a citotoxicidade.
Mas esta proliferacdo pode ser inibida pelas MSC, evitando a entrada das células na fase S
do ciclo celular, mediante o bloqueio irreversivel da fase GO/G1. (43, 45)

A formacdo de células Thl, vai permitir que exista producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IFN-y e TNF-a, mas segundo a literatura, apds a co-cultura com MSC,
estas inibem a proliferacdo celular conduzindo a uma diminuicdo das citocinas
inflamatorias e a um aumento da producdo de IL-4 por parte das Th2, o que indica uma
mudanga das células T de um estado pro-inflamatorio para um estado anti-inflamatério.
(18, 45)

As MSC apresentam também um papel imunomodulador sobre as células Thl7,
diminuindo a producéo de citocinas da familia da 1L-17 e 1L-22. Este efeito é conseguido
através da producdo de PGE2. (18)
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Em relacdo aos linfocitos Treg, as MSC foram reportadas como indutoras da
producdo de IL-10 pelas DCs, que por sua vez origina um aumento da producdo destas
células, com consequente producdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-4 e TGF-p.
(18, 45) Além disso, apds co-cultura com MSC, estas parecem induzir diretamente a
proliferacdo de células Treg através da libertacdo do imunomodulador HLA-G5. (52)

De uma forma geral, como se pode observar de uma forma esquematica na figura 7,
as MSC regulam a resposta imune reduzindo a sintese e diferenciacdo de DCs, aumentando
0 numero de células Treg e suprimindo as celulas Th e Tc efetoras, através de varios
fatores de crecimento, 6xido nitrico sintetase induzivel (iINOS), HO-1, PGE2 e IDO. (48)
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Figura 7 Fatores sollveis libertados pelas MSC e os seus efeitos nos diversos tipos de célula T
Adaptado de (41)

O estadio inicial da AR pode ser dividido em duas fases principais: a inducdo de
autoimunidade e consequente evolucdo para um processo inflamatorio destrutivo.

A progressao da resposta autoimune implica o envolvimento de células Thl e Th17
autorreativas para os tecidos das articulagbes e a consequente libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias. Consequentemente as MSCs sdo um forte candidato para a reparacéo
articular da doenga devido as suas propriedades anti-inflamatorias e
imunossupressoras.(53)

Em estudos realizados em artrite induzida por colagénio (CIA), verificou-se que

uma Unica injecdo de MSCs permitiu uma diminui¢do do dano do 0sso e cartilagem através
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da inibicdo da proliferacdo de linfocitos T e da modulacdo da expressdo de citocinas
inflamatorias, diminuindo particularmente o TNF-a.. (54)

As MSC possibilitam também uma diminuicdo da expansao celular Th1/Thl7 e
induzem a producéo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 nos nédulos linfaticos e

nas articulagdes. (54)
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» Obijetivos






Neste estudo, o principal objetivo foi verificar qual a agdo imunomoduladora das células
mesenquimais do estroma em diferentes subpopulacdes de células T, células Th e Tc nos
seus diferentes compartimentos, naive, memdria central, memoria efetora e efetoras, e
células Treg do sangue periférico de doentes com Artrite Reumatoide e comparar com 0s

resultados obtidos nas mesmas células de individuos saudaveis.
Para atingir este objetivo procedeu-se:

o Quantificacdo da frequéncia de células Th e Tc, nos diferentes compartimentos
funcionais, produtoras de IL-2, INF-y e TNF-q, e quantificacdo da frequéncia
de células Th e Tc produtoras de IL-17, IL-6 e IL-9, bem como, a expressao
dessas citocinas ao nivel das células, por citometria de fluxo;

o Estudo da expresséo génica das citocinas I1L-4, IL-10, TGF-B ¢ CTLA4 depois
da separagdo de células Th e Tc por cell sorting;

o Estudo da expressdo génica das citocinas IL-10, TGF-B, CTLA4 e Foxp3

depois da separacdo de células Treg por cell sorting;
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» Materiais e Métodos






1. Amostras

Para este estudo foram colhidas doze amostras de sangue periférico de doentes com
artrite reumatoide acompanhados no Servigo de Reumatologia do Centro Hospitalar
Universitario de Coimbra, diagnosticados segundo os critérios de classificacdo da doenca
da Sociedade Americana de Reumatologia/Liga Europeia Contra o Reumatismo. Doentes
em terapia bioldgica (anti-TNF, Tocilizumab, Rituximab), com historia prévia de cancro,
infecdo aguda ou cronica e outras doencas inflamatorias/auto-imunes foram excluidos.
Foram agrupados por doenga ativa (n=5) e inativa (n=7), sendo 66,7% do sexo feminino e
apresentando uma idade media de 52,8+9,4 anos. Tabela 111

Como amostras controlo foram recrutados oito dadores saudaveis, sem historial de
doencas autoimunes e/ou inflamatérias, com uma média de idades de 41+10 anos, com
90% do sexo feminino.

Para ambas as populacBes, as amostras de sangue periférico foram colhidas em
tubos de Heparina-litio.

Todos os dadores deram 0 seu consentimento informado para a participagédo no
projeto e o estudo foi aprovado pelo comité de ética local.

2. Isolamento de células mononucleares por gradiente de densidade

As amostras de sangue heparinizado foram diluidas em soro fisioldgico (1:2) e
posteriormente colocados lentamente 5ml (de forma a evitar a mistura dos dois liquidos)
sobre 2,5ml de Lymphoprep (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) em tubos de
vidro de fundo redondo. Seguiu-se uma centrifugacdo de 20 minutos a 1200 g, a 18°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 (Beckon Dickinson Bioscience (BD), San
Jose, USA) de 50ml. De seguida realizou-se uma lavagem da suspensdo celular com
Hank’s Balanced Salt Solution 1x (HBSS), centrifugando-se esta mistura durante 15
minutos a 430 g, a 18°C. O sobrenadante foi descartado, e efetou-se nova lavagem com
HBSS 1x. Depois de decantado o sobrenadante, adicionou-se ao pellet Iml de RPMI 1640
(Gibco) e fez-se a contagem do numero de células mononucleares e avaliagdo da

viabilidade celular pelo método de azul trypan em camara de neubauer.
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3. Co-cultura de MSC derivadas de medula 6ssea de dadores saudaveis

com MNC do sangue periférico

As culturas foram executadas em placas de cultura de 24 pogos (TPP, Suica) com
as MNCs isoladas e as MSCs humanas alogénicas derivadas de medula 6ssea de dadores
saudaveis, em presenca ou ndo de 50ng/ml de PMA (Sigma, Saint Louis, MO, USA),
1pg/ml de ionomicina (Boehringer Mannheim, Gernany) e de 10ug/ml brefeldina A (Golgi
plug- Sigma. Saint Louis, MO, USA).

Para esta estratégia, diferentes condi¢cGes foram realizadas: MNC; MNC+MSC,;
MNC+PMA+Ilonomicina; MNC+PMA-+lonomicina+MSC. Foi adicionado a cada pogo um
total de 500 000 MNC e 250 000 MSC, (ratio 1:2). As culturas foram mantidas num meio
de RPMI 1640 (Gibco) e em 10% de soro de bovino fetal, num volume final de 1ml. As
placas foram mantidas em cultura durante 24 horas a 37°C numa atmosfera de 5% de CO,
e 90% humidificada. Apds a incubacdo as culturas foram ativadas durante 4 horas e

mantidas no mesmo ambiente.

4. Caracterizacdo funcional das subpopulagdes de células T e avaliagdo

da producéo de citocinas

Para o estudo funcional dos subtipos de células T através da producéo de citocinas
pré-inflamatérias, a 250ul de amostra foram adicionados 0s seguintes anticorpos
monoclonais: CD3 Azul Pacifico (clone UCHT1. BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA),
CD8 Aloficocianina Helite 7 (clone SK1. BD, San José, CA, EUA), CD4 Ficoeritrina
cianina 7 (clone SFCI12T4D11. Beckman Coulter, Brea, EUA), CD27 Ficoeritrina cianina
5 (clone 14CD27. BC, Brea, EUA), CD45Ra Aloficocianina (clone HI100. BD, San José,
EUA). Apos a adicdo dos anticorpos monoclonais os tubos foram incubados no escuro
durante 10 minutos, adicionou-se depois 100pl do reagente fixante do Kit Intraprep™
(Beckman Coulter, Brea, EUA) e seguiu-se uma incubacdo de 10 minutos, as células foram
de seguida lavadas com 2mL de PBS 1x (Gibco) e centrifugadas 5 minutos a 430 g.
Adicionou-se 100l do reagente permeabilizante do kit Intraprep™, incubou-se no escuro
durante 10 minutos e adicionaram-se 0s anticorpos monoclonais intracitoplasmatico: TNF-
a Isotiocianato de Fluoresceina (clone MP6-XT22. BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA)
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e IL-17 Ficoeritrina (clone SCPL1362. BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA) (tubo 1);
IFN-y Isotiocianato de Fluoresceina (clone 4S.B3. . BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA)
e IL-6 Ficoeritrina (clone MQ2-6A3. BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA ) (tubo 2); e
IL-2 Isotiocianato de Fluoresceina (clone MQ1-17H12. BD Pharmigen, San Diego, CA,
EUA) e IL-9 Ficoeritrina (clone MH9A3. BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA) (tubo 3) e
foram a incubar 10 minutos. Seguiu-se uma lavagem com 2mL de PBS 1x (Gibco) e uma
centrifugacdo de 5 minutos a 430 g. Por fim, as amostras foram ressuspendidas em 250ul

de PBS 1x (Gibco) e adquiridas no citometro de fluxo.

5. Aquisicao e analise por citometria de fluxo

As células foram adquiridas num citometro de fluxo FACS Canto ™ 11 (BD),
usando o software FACSDiva 6.1.2 (BD).
Os dados foram depois analisados pelo software Infinicyt 1.5 (Figura 8) (Cytognos,

Salamanca, Espanha).

6. Separacao e purificacdo das populacdes celulares Th, Tc e Treg

Para a separacdo e purificacdo dos subtipos de células T, a 250ul de amostra foram
adicionados os seguintes anticorpos monoclonais: CD4 Azul Pacifico (clone RPA-T4. BD
Pharmigen, San Diego, CA, EUA), CD3 Aloficocianina Helite 7 (clone SK7. BD
Pharmigen, San Diego, CA, EUA), CD25 Isotiocianato de Fluoresceina (clone M-A251.
BD Pharmigen, San Diego, CA, EUA), CD8 Aloficocianina (clone B9.11. Beckman
Coulter, Brea, EUA) e CD127 Ficoeritrina (clone R34.34. Beckman Coulter, Brea, EUA).
Apbs a adicdo dos anticorpos monoclonais os tubos foram incubados durante 10 minutos e
lavados com 2ml de PBS (Gibco).

A separacéo foi realizada usando um citometro de fluxo FACSAria™ II (BD).

As amostras recolhidas depois de centrifugadas 5minutos a 0,4g foram mantidas em 350ul
de tampao de lise RLT (Qiagen, Hilden, Germany).
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7. Andlise da expressdo génica

A extracdo de RNA total foi feita usando o RNeasy Micro Kit (Quiagen) de acordo
com as instrucdes do fornecedor. Para a transcrigdo reversa do RNA extraido foi usado o
Tetra cDNA Synthesis ® (Bioline, London, UK), de acordo com as instru¢bes do
fabricante. De seguida foi feita a quantificacdo relativa da expressdo génica por PCR em
tempo real pelo LightCycler 480 Il (Roche Diagnostic, Rotkreuz, Suica). As reacbes de
PCR em tempo real foram realizadas utilizando 1X QuantiTect SYBR Green PCR Master
Mix (Qiagen), 1X QuantiTect Primer Assay (IL-10: QT00041685; IL-4: QT00012565;
TGF-B: QT00000728; CTLA4: QT01670550; Foxp3: QT00048286) ¢ 2ul de amostra de
cDNA num volume total de 10ul. O perfil térmico foi o seguinte: 15min a 95°C, 40 ciclos
de 15 seg a 94°C, 30 seg a 55°C e 30 seg a 72°C. Os resultados do PCR em tempo real
foram analisados com o software LightCycler (Roche Diagnostics). Foram utilizados os
genes de referéncia B2M e YWHAZ, obtidos atraves do software geNorm (PrimerDesign
Ltd.). Por fim a normalizacdo dos niveis de expressdo dos genes de interesse foi calculada

pelo método delta-Ct.

8. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi usado o Statistical Package for Social Sciences
(IBMSPSS, version 17.0, Armonk, NY, USA), realizando-se os testes Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney para amostras independentes e 0 Wilcoxon de amostras emparelhadas. Os
resultados foram expressos como percentagem da média + desvio padrdo e as diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas quando o p-value < 0,05.

Tabela 111 Caracteristicas socio-democraticas e clinicas dos doentes em estudo

AR Inativa AR Ativa

Feminino (%) 57,1 80
Idade (médiatSD) | 49,1+7,7 56,2+10,9
FR (%) 100 100
Anti-CCP (%) 100 100
DAS 1,9+0,8 4,610,7
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Figura 8 Representacdo grafica da estratégia utilizada para a identificacdo das diferentes
populacdes de células T e dos seus compartimentos funcionais, mediante a utilizacdo dos
anticorpos monoclonais CD3, CD4, CD8, CD27 e CD45RA. Linfécitos T (r0:2), Linfécitos T
CD4" (vermelho), Linfécitos T CD8+ (azul), Células Naive (laranja), Células MC ( ),
Células ME (verde), Células efetoras (preto).
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» Resultados






Para compreender melhor os efeitos reguladores das MSCs sobre as subpopulacfes
de linfécitos T, foram realizadas culturas celulares com MNC estimuladas com PMA e
ionomicina e outras idénticas mas com a adi¢do de MSC.

Abaixo sdo apresentados esses mesmos resultados, onde se pode observar a
frequéncia de células T produtoras de diversas citocinas, como IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-17,
IL-6 e IL-9 com a respetiva percentagem de inibicdo e a expressédo relativa de cada uma,
dada pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF), nos diferentes grupos em estudo:
controlo, doentes com artrite reumatdide (AR), doentes com artrite reumatdide inativa
(DAS<5) (AR Inativa) e doentes com artrite reumatoide ativa (DAS>5) (AR ativa).

1. Quantificacio da frequéncia de células T CD4" ou CD8" produtoras de citocinas e
respetiva expressao (MIF), na auséncia e presenca de MSC, ap6s estimulo com PMA
e ionomicina

A. Interleucina 2

Na Figura 9, observou-se que apds co-cultura com MSC existiu uma diminuicdo da
frequéncia de células T CD4" totais produtoras de IL-2, nos doentes com a doenga inativa e
ativa, o que ndo se verificou nos controlos. Os linfécitos Th dos doentes apresentam uma
maior percentagem de inibicdo, como tal, parecem ser mais sensiveis ao efeito inibidor das
MSCs. Verificou-se também que a frequéncia de células a produzir I1L-2 é superior em
doentes com AR, comparativamente aos controlos saudaveis, em especial nos doentes com
doenca ativa.

Fazendo a andlise dividida pelos diferentes compartimentos funcionais, observou-se
que estes seguem a mesma linha, com uma maior frequéncia de producdo de IL-2 nos
doentes, em particular nos ativos, com significado estatistico quando comparados com o
grupo controlo. Observou-se também que em todos os compartimentos, apos a co-cultura
com MSC, ocorreu uma diminui¢do da producdo da frequéncia de células a produzir esta

citocina, com significado estatistico nos doentes inativos e ativos.
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O grupo dos doentes continuou a ser 0 mais sensivel aos efeitos imunomoduladores
das MSC, apresentando significado estatistico em todos os compartimentos exceto no das
células efetoras.

Em relacdo a quantidade relativa de IL-2, apresentada na Figura 12 1., observou-se
que as células T CD4+, apos a exposi¢do as MSCs, diminuem a producdo da citocina, com
significado estatistico, exceto no grupo controlo.

As células naive, sdo as mais resistentes aos efeitos imunomodulatorios, ndo se
registando diferencas estatisticas, inclusive, havendo até um aumento de producédo de IL-2
quando adicionado MSCs, no grupo controlo. Verificou-se também um aumento da

producdo da citocina nos doentes, com significado estatistico, em relacdo ao grupo
controlo, novamente com excecao das células naive.
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Figura 9 Representacdo gréafica da frequéncia de células T CD4" assim como dos seus
compartimentos, produtores de IL-2, apds estimulo com PMA e lonomicina, no grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢cdo de MSC e respetivas percentagens
de inibicdo. *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR

inativa/AR ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n
(controlo) = 7; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5
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Na Figura 10, pode observar-se os resultados respeitantes as células T CD8".
Relativamente as células totais produtoras de I1L-2, existiu uma diminuicao significativa da
percentagem de células que produzem esta citocina em todos 0s grupos, com uma
diminuicdo mais acentuada nos doentes. O grupo mais sensivel ao efeito das MSCs
continuou a ser o grupo dos doentes com AR, registando uma inibigéo de cerca de 80% da
frequéncia de células T CD8" produtoras de IL-2, tanto na doenca ativa como inativa.

As MSCs exerceram também os seus efeitos imunomoduladores em todos 0s
compartimentos, apesar de no grupo controlo ndo se registar uma diminuicao significativa
nos compartimentos de memoria e efetor. Este grupo seguiu também o mesmo registo e foi
0 mais resistente aos efeitos inibitérios das MSCs.

Ao contrario das células T CD4", neste caso, observou-se uma diminuicdo da
frequéncia de células produtoras de IL-2 nos doentes comparativamente ao grupo controlo,
estatisticamente significativa apenas no compartimento de memaoria efetora e efetor.

Relativamente a média de intensidade de fluorescéncia de IL-2 por parte das células
T CD8" (Figura 12 11.), verificou-se que estas células apresentaram 0 mesmo
comportamento que as células T CD4". Existiu uma diminui¢io da producio de IL-2 ap6s
a co-cultura com MSC, em todos os grupos, com diferencas estatisticas, exceto no grupo
controlo.

Apesar da frequéncia de células produtoras de IL-2 diminuir no grupo da AR, a
guantidade de citocina produzida por cada célula é mais elevada neste mesmo grupo,
registando-se diferencas estatisticas exceto no compartimento de células naive. Este

compartimento funcional parece ser o mais resistente aos efeitos imunomodulatorios.
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Figura 10 Representacdo gréafica da frequéncia de células T CD8" assim como dos seus
compartimentos, produtores de IL-2, apds estimulo com PMA e lonomicina, no grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢cdo de MSC e respetivas percentagens
de inibi¢do. *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR
inativa/AR ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n
(controlo) = 7; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) = 5

Analisando a Figura 11, observou-se que existe uma maior variagdo de resultados
no grupo controlo. Apos co-cultura com MSCs existiu até um potenciamento da producao

de IL-2, em alguns casos, 0 que ndo se observou no grupo de AR.
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Figura 11 Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de IL-2 das células T CD4" e
células T CD8", individuo a individuo
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Figura 12 Representacdo grafica da MIF de IL-2 pelas I. células T CD4+ e Il. Células T
CD8" assim como dos seus compartimentos, apds estimulo com PMA e lonomicina, no grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC *) Sem MSC versus Com
MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR Inativa/AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus
Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 7; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7;
n (ativo) =5

B. Interferdo-y

Examinando os resultados das células T CD4+ totais da Figura 13, verificou-se que
existiu uma diminuicdo da frequéncia de celulas a produzir IFN-y depois do contacto com
MSCs, sem significado estatistico no grupo controlo. Sendo que existiu uma maior
frequéncia de células a produzir a citocina nos doentes com AR apesar de ndo existir uma

diferenga significativa relativamente ao grupo controlo.
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A percentagem de inibicdo é de aproximadamente 40%, ndo existindo diferengas
entre 0s grupos.

Pela analise dos compartimentos funcionais existiu um aumento significativo da
producdo de IFN-y nos doentes com AR inativa, enquanto na AR ativa a producdo foi
semelhante ao controlo. As células efetoras apresentaram diferengas estatisticas na
producdo da citocina entre o grupo inativo e ativo, com menor produgdo nos doentes com a
AR ativa.

A inibicdo da producéo de IFN-y foi também semelhante em todos os grupos, ndo
apresentando assim significado estatistico.

Relativamente a expressdo de IFN-y por célula (Figura 16 1.), verificou-se uma
supressdo da mesma, com significado estatistico na maioria das células e grupos, quando
em co-cultura com MSCs. Observou-se uma maior producdo da citocina no grupo da AR,
apesar de ndo existirem diferengas estatisticas relativamente ao grupo controlo.

Dentro do grupo da AR, os doentes com a doenca ativa parecem ser 0 que tém
menor producdo de IFN-y, ao nivel intracelular.

Fazendo a analise dos compartimentos de maturacdo, no geral, as células T efetoras
aparentam apresentar uma maior producdo da citocina e as células T naive correspondem

as células com menor expressdo desta citocina por célula.
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Figura 13 Representacdo grafica da frequéncia de células T CD4" assim como dos seus
compartimentos, produtores de IFN-y, apés estimulo com PMA e lonomicina, no grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adicdo de MSC e respetivas
percentagens de inibic&o. *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus
AR/AR Inativa/ AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-
Whitney. n (controlo) = 8; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5

Pela analise da Figura 14, observou-se que a frequéncia de células T CD8"
produtoras de IFN-y, em co-cultura com MSCs, diminui, sendo, maioritariamente, uma
diminuig&o estatisticamente significativa.

Existiu uma percentagem de células a produzir IFN-y ligeiramente superior no
grupo dos doentes, atingindo significado estatistico apenas nas células totais dos doentes
com AR e nas células naive no grupo dos doentes com DAS> 5.

A percentagem de inibicdo, tal como nas células T CD4" é semelhante, e ndo
apresentou diferencas estatisticas entre os grupos, com excecdo das células efetoras entre
doentes com AR inativa e ativa.

A producdo de INF-y pelas células T CD8" (Figura 16 I1.) apresentou resultados
semelhantes as células T CD4". Apds contacto com MSCs existe uma diminuicdo da
producdo de IFN-y, com diferencas estatisticas, exceto no grupo controlo nas células naive
e memoria central.

O grupo AR apresentou uma maior producdo da citocina comparativamente ao

grupo controlo. Em relacdo a producdo por compartimento funcional, as células naive
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parecem ser as que tém uma menor producdo de IFN-y enguanto os restantes

compartimentos apresentaram valores muito semelhantes.
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B3 Sem MSC E Com MSC

Figura 14 Representacdo gréafica da frequéncia de células T CD8" assim como dos seus
compartimentos, produtores de IFN-y, apos estimulo com PMA e Ionomicina, N0 grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adicdo de MSC e respetivas
percentagens de inibi¢do. *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo
versus AR/AR Inativa/ AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e
Mann-Whitney. n (controlo) = 8; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5

Relativamente a Figura 15, as células T CD4" apresentam uma grande variagdo de
resultados no grupo controlo, verificando-se o efeito imunomodulador das MSCs em 63%
dos individuos. Relativamente ao grupo com AR, ocorre uma inibi¢do da producéo de IFN-
v em todos os individuos.

Por outro lado, nas células T CD8", as MSCs apresentam um efeito potenciador da

producédo de IFN-y em pelo menos um individuo, em todos os grupos.
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Figura 15 Representacdo gréafica da percentagem de inibicédo de IFN-y das células T CD4" e
células T CD8", do grupo controlo e grupo AR, individuo a individuo.
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Figura 16 Representacdo grafica da MIF de IFN-y pelas L. células T CD4+ e II. Células T
CD8" assim como dos seus compartimentos, apds estimulo com PMA e lonomicina, no grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢cdo de MSC *) Sem MSC versus Com
MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus Doentes/Inativo/Ativo, p<0,05; b) Inativo versus
Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 8; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7;
n (ativo) =5

C. Fator de Necrose Tumoral-a

Na Figura 17, observou-se que existiu uma diminuicdo da frequéncia de células
produtoras de TNF-a, quando em contacto com MSCs, com significado estatistico, em
todos o0s compartimentos e grupos estudados. N&o se verificaram diferencas na
percentagem de inibi¢do entre o grupo controlo e o0 grupo AR, sendo esta inibicdo menos
acentuada nas células efetoras.

A frequéncia de células a produzir a citocina é idéntica entre os grupos, realcando
apenas uma diminuicdo da frequéncia, nas células efetoras, entre os doentes com a doenca
inativa e ativa.

Em relacdo aos resultados referentes a quantidade relativa de TNF-a. por célula,
apresentados na Figura 20 1., verificou-se que existiu uma diminui¢do da producdo da
citocina, quando em contacto com MSCs, com diferencas estatisticas em todos o0s
compartimentos de maturacgdo, exceto nas células naive.

As células que ndo tiveram contacto com MSCs, ndo registaram diferencas de
producdo entre os diferentes grupos.

As ceélulas efetoras apresentaram uma maior producdo de TNF-a enquanto as

celulas naive produziram a citocina em menor quantidade.
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Figura 17 Representacdo grafica da frequéncia de células T CD4" assim como dos seus
compartimentos, produtores de TNF-a, apés estimulo com PMA e Ionomicina, N0 grupo
controlo e no grupo de doentes, sem e com adi¢cdo de MSC e respetivas percentagens de
inibicdo. *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR Inativa/
AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo)
= 6; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5

Tal como na figura anterior, as células T CD8" (Figura 18) foram sensiveis aos
efeitos imunomodulatérios das MSCs, observando-se uma diminui¢do da frequéncia de
ceélulas produtoras de TNF-a com diferengas estatisticas em todos os compartimentos e
grupos.

As células de memoria efetora e efetoras do grupo AR inativa foram as mais
sensiveis aos efeitos das MSCs, apresentando diferencas na percentagem de inibicdo,
qguando comparadas com as mesmas do grupo controlo. Para além disso existiu também
uma diminuicdo da percentagem de inibigdo relevante, nas células de memdria efetora,
entre os doentes com AR inativa e ativa.

As células T CD8" dos doentes com a AR ativa aparentaram ser os que tém células
menos sensiveis aos efeitos imunomoduladores.

Na Figura 20 I1., verificou-se uma diminuicdo da producéo de TNF-a por célula T
CD8" ap6s o contacto com MSCs com diferencas estatisticas em todos os grupos e
compartimentos.
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Né&o se registaram alteragcdes na producdo basal da citocina quando comparados 0s
diferentes grupos, apenas uma ligeira diminuicéo nas células naive do grupo AR, mas sem
significado estatistico.

Tal como nas células anteriores, as células T CD8" naive sdo as que apresentaram

uma menor producdo de TNF-o, enquanto as células efetoras exibiram uma maior
produgéo.
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Figura 18 Representacdo grafica da frequéncia de células T CD8" assim como dos seus
compartimentos, produtores de TNF-a, apés estimulo com PMA e Ionomicina, no grupo
controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC e respetivas percentagens
de inibicdo. *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR
Inativa/ AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n
(controlo) = 6; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) = 5

Analisando os resultados obtidos individuo por individuo (Figura 19), verificou-se
que existiu uma maior variacdo de resultados nas células T CD8", com apenas 80% dos
individuos com a AR ativa a responder como esperado ao ensaio in vitro.

No geral, as células T CD4+ sdo as que apresentam resultados mais favoraveis,
sendo mais sensiveis ao efeito das MSCs.
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Figura 19 Representacdo gréafica da percentagem de inibicdo de TNF-o das células T CD4" e
células T CD8", do grupo controlo e grupo AR, individuo a individuo
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Figura 20 Representacdo grafica da MIF de TNF-a pelas L. células T CD4+ e Il. Células T
CD8" assim como dos seus compartimentos, apos estimulo com PMA e lonomicina, no
grupo controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC *) Sem MSC
versus Com MSC, p<0,05, Wilcoxon; a) Controlo versus Doentes/Inativo/Ativo, p<0,05; b)
Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 6; n (doentes) = 12;
n (inativo) = 7; n (ativo) =5
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D. Interleucina 17

Na Figura 21, observou-se que a frequéncia de células T produtoras de IL-17 é
bastante inferior comparativamente as citocinas anteriores. Verificou-se uma maior
frequéncia de células Th1l7 nos doentes com AR inativa, e uma frequéncia bastante
semelhante ao grupo controlo nas restantes células.

Apesar da baixa frequéncia de células a produzir I1L-17, ap6s a adicdo das MSCs,
observou-se um decréscimo desta mesma frequéncia, com significado estatistico em todas
as celulas e grupos.

Né&o existiram diferencas na percentagem de inibicdo do grupo AR relativamente ao
grupo controlo, observando-se apenas uma diminui¢do na percentagem nas células Tcl7
dos doentes com AR comparativamente as Th17.

Em relacdo as células que produziram simultaneamente IL-17 e TNF-a, observou-
se uma diminuicdo da frequéncia celular quando se adicionou MSCs a cultura, com as
células dos doentes ativos a apresentaram uma maior resisténcia aos efeitos
imunomoduladores.

Tal como nos resultados anteriores, ndo existiram diferencas na percentagem de
inibicdo, exceto nas células Tc dos doentes com a doenca inativa.

Relativamente a Figura 23 1., ndo se observaram diferencas na producédo de IL-17
por célula, antes e apds a co-cultura com MSCs. Notou-se até um aumento da producao nas
células T CD8" dos doentes com AR inativa e ativa, 0 que ndo se observou no grupo
controlo.

Existiu um aumento significativo na producéo basal de IL-17 pelas células T CD4"
no grupo com AR inativa comparativamente as mesmas células no grupo controlo, e uma
diminuicdo da producdo da citocina nas células T CD4" do grupo dos doentes com a
doenca ativa, relativamente ao grupo AR inativa.

Em relagdo a producdo simultanea de I1L-17 e TNF-a (Figura 23 I1.) registou-se
uma diminuicdo significativa da producdo de TNF-a por célula, em todas as células e
grupos, ap6s o contacto com MSCs. Ja a producdo sem a presenca de MSCs néo

apresentou variagdes de grupo para grupo nem entre células.
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Figura 21 Representacao gréafica da frequéncia de células T Th17 e Tcl7 produtoras de IL-
17 e TNF-a, apos estimulo com PMA e Ionomicina, no grupo controlo e no grupo de
doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC e respetivas percentagens de inibicdo. *) Sem
MSC versus Com MSC, p<0,05; **) Th versus Tc, p<0,05. Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR
Inativa/ AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n
(controlo 1L-17) = 8; n (controlo IL-17/TNF-a)) = 6; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =
5

Observando a Figura 22, verificou-se que as células produtoras de IL-17
apresentaram oscilagdes nos resultados, em especial nas células T CD8*. Em ambas as
células existe um potenciamento da producédo de IL-17 ap06s o contacto com as MSCs, no
grupo AR inativa nas células T CD4" e no grupo AR ativas nas células T CD8".

Relativamente a frequéncia de células a produzir simultaneamente 1L-17 e TNF-a

verificou-se que nas células T CD4" existiu uma inibigdo em todos os grupos, 0 que nio
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aconteceu nas células T CD8". O grupo AR ativa apresentou 40% dos individuos a
aumentar a frequéncia de células produtoras das citocinas ap6s contacto com MSCs,

enguanto o0s outros grupos apresentaram inibicdes relativamente baixas.
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Figura 22 Representacao gréfica da percentagem de inibi¢do de IL-17 e TNF-a das células T
CD4" e células T CD8", do grupo controlo e grupo AR, individuo a individuo.
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Figura 23 Representacdo grafica da MIF de I. IL-17 e Il. IL-17 e TNF-o pelas células T
CD4+ e células T CD8", ap6s estimulo com PMA e lonomicina, no grupo controlo e no grupo
de doentes com AR, sem e com adicdo de MSC *) Sem MSC versus Com MSC, p<0,05,
Wilcoxon; a) Controlo versus Doentes/Inativo/Ativo, p<0,05; b) Inativo versus Ativo, p<0,05.
Kruskal Wallis e Mann-Whitney. . n (controlo IL-17) = 8; n (controlo IL-17/TNF-a) = 6; n
(doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5

E. Interleucina 6

Analisando a Figura 24, verificou-se que apds co-cultura com MSCs existiu uma
diminuicdo da frequéncia de células T CD4" produtoras de IL-6, com significado
estatistico no grupo de AR inativa, que como consequéncia, foi o grupo que apresentou
uma maior percentagem de inibicdo. As células do grupo controlo foram as mais
resistentes ao efeito imunomodulador das MSCs.

Antes do contacto com MSCs, a frequéncia de celulas a produzir IL-6 aumentou no
grupo da AR inativa, e baixou para valores semelhantes ao controlo nos doentes com AR

ativa.
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Figura 24 Representacdo gréafica da frequéncia de células T CD4" produtoras de IL-6, ap6s
estimulo com PMA e lonomicina, no grupo controlo e no grupo de doentes com AR, sem e
com adicdo de MSC e respetivas percentagens de inibigdo. *) Sem MSC versus Com MSC,
p<0,05. Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR Inativa/ AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus Ativo,
p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 8; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n
(ativo) =5
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Na Figura 25 observou-se alguma variabilidade de resultados, observou-se que nas
células T CD4" existiu inibicdo da frequéncia de células produtoras de IL-6 em todos os
individuos testados, exceto no controlo onde 13% dos individuos ndo sofreu qualquer
inibic&o.
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Figura 25 Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de IL-6 das células T CD4" do
grupo controlo e grupo AR, individuo a individuo.

F. Interleucina 9

A frequéncia de células T CD4" produtoras de 1L-9 (Figura 26) seguiu 0 mesmo
padrdo dos resultados anteriores relativos a producdo de IL-6. Registou-se um aumento da
frequéncia de células produtoras de IL-9 (antes do contacto com MSCs) no grupo de
doentes com AR inativa e uma producdo bastante semelhante nos controlos e doentes com
AR ativa. Observou-se igualmente uma diminuicdo depois do contacto com MSCs, de
células produtoras de 1L-9, em todos 0s grupos, com o grupo controlo a ser mais resistente
a MSC e os doentes com a AR inativa a serem 0s mais sensiveis.

Em relacdo as células T CD8", existiu uma diminuicdo da frequéncia de células
produtoras de IL-9, apds co-cultura com MSCs. O grupo AR ativa ndo apresentou
diferencas significativas, registando apenas uma inibicdo de 10%, tornando-se assim o
grupo menos sensivel.

Neste caso, ambos os subtipos de AR apresentaram uma maior frequéncia de
células a produzir IL-9 relativamente ao grupo controlo, antes do contacto com MSC.

O grupo que melhor reagiu a imunomodulacdo das MSC, tal como nas células T

CD4", voltou a ser o grupo de AR inativa.
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Figura 26 Representacéo grafica da frequéncia de células T CD4" e CD8" produtoras de IL-
9, apds estimulo com PMA e lonomicina, no grupo controlo e no grupo de doentes com AR,
sem e com adicdo de MSC e respetivas percentagens de inibigdo. *) Sem MSC versus Com
MSC, p<0,05. Wilcoxon; a) Controlo versus AR/AR Inativa/ AR Ativa, p<0,05; b) Inativo versus
Ativo, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 8; n (doentes) = 12; n (inativo) =
7;n (ativo) =5

Relativamente aos resultados individuais da inibicdo de IL-9 pelas MSCs (Figura
27), verificou-se que as células T CD4", do grupo controlo, foram inibidas em apenas 75%
dos individuos testados. Ja o grupo de doentes com AR inativa e ativa, sofreu sempre
inibicdo por parte das MSCs.
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A frequéncia de células T CD8" foi inibida 100% no grupo controlo e no grupo AR

inativa, e os doentes com AR ativa sofreram uma inibicao de 80%.
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Figura 27 Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de IL-9 das células T CD4" e
células T CD8", do grupo controlo e grupo AR, individuo a individuo.

2. Estudo da expressdo génica de citocinas produzidas pelas células T CD4", CD8 e T

reguladoras

A. Interleucina 10

Na Figura 28, resultados relativos a expressdo de mRNA de IL-10, observou-se
que depois do estimulo com PMA e ionomicina ocorreu um aumento da expressao de
MRNA de IL-10 pelas células comparativamente as que ndo receberam estimulo.

Relativamente as células T CD4", ndo se registaram variacdes na expressio de
MRNA de IL-10 entre o grupo controlo e 0 grupo AR, ap0s estimulo celular. Dentro do
grupo de AR, observou-se uma diminui¢cdo da expressdo de mRNA de IL-10 no grupo de
AR ativa, com significado estatistico, quando comparado com o grupo de AR inativa. Apos
co-cultura com MSCs verificou-se um aumento da expressdo de MRNA de IL-10 em todos
0S grupos exceto no grupo de doentes com AR ativa.

Em relagdo a expressdo de mRNA de IL-10 pelas células T CD8", também ndo se
verificaram diferencas entre os diversos grupos, apés estimulagdo com PMA e ionomicina.
Depois do contacto com MSCs, verificou-se um aumento do mRNA da citocina, em todos

0s grupos, apesar de ndo se observarem diferencas estatisticas.
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Nas células Treg, novamente ndo foram observadas diferencas na expressao de
mMRNA de IL-10 entre grupos, apos estimulo celular. Ap6s contacto com MSCs observou-
se uma diminuicdo do mRNA de IL-10 em todos 0s grupos.

Célula T CD4"* Célula T CD8"*

Expressao mRNA
Expressdao mRNA

Célula Treg

Expressao mRNA

C1 MNC @@ MNC+MSC E3 MNC+PMA+lonomicina E& MNC+MSC+PMA+lonomicina

Figura 28 Representacdo grafica da expressdo de mRNA de IL-10 pelas células T CD4",
células T CD8" e células T reguladoras, antes e apds estimulo com PMA e lonomicina, no
grupo controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC. *) Diferencas
estatisticas contra MNC, p<0,05; x) Diferengas estatisticas contra MNC+MSC, p<0,05; )
Diferencas estatisticas contra MNC+PMA-+lonomicina, p<0,05; Friedmann e Wilcoxon; a)
Diferencas estatisticas contra grupo controlo, p<0,05; b) AR Inativa versus AR Ativa, p<0,05.
Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 5; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5
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B. Fator de Crescimento Transformante-3

Na Figura 29 sdo apresentados os resultados relativos a expressdo de TGF-p.
Relativamente as células T CD4", observou-se um aumento significativo da expressdo
basal de mMRNA de TGF- (MNC) no grupo de doentes com AR inativa, comparativamente
ao grupo de individuos saudaveis. Apds estimulo com PMA e ionomicina ndo se
observaram diferencas, entre grupos. Na condicio MNC+MSC+PMA+ionomicina,
registou-se um aumento da expressdo de mMRNA em todos 0s grupos, apesar de sO se
atingir significado estatistico no grupo de AR inativa.

Nas células T CD8" a expressdo basal de mMRNA de TGF-B manteve-se constante
em todos 0s grupos, mas apds estimulo celular houve um aumento significativo no grupo
de AR inativa, quando comparada com o grupo controlo e uma diminuicdo significativa
grupo de AR ativa quando comparada com o estado inativo da doenca.

Apbs contacto com MSCs, as células T CD8" apresentaram 0 mesmo
comportamento que as células anteriores, registando um aumento da producdo mRNA de
TGF-B em todos os grupos, com significado estatistico no grupo de AR inativa.

A expressdo basal de mRNA de TGF-p nas células Treg, quando comparada com o
grupo de individuos saudaveis, atingiu um aumento significativo no grupo de doentes com
a doenca inativa. Apds estimulo observou.se um aumento nédo significativo também neste
mesmo grupo.

Por fim, apds co-cultura com MSCs, observou-se um aumento da expressao de

MRNA de TGF-f no grupo controlo ¢ no grupo de doentes com AR ativa e uma
diminuigéo no grupo de AR inativa.
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Figura 29 Representacédo grafica da expressdo de mRNA de TGF-§ pelas células T CD4",
células T CD8" e células T reguladoras, antes e apds estimulo com PMA e lonomicina, no
grupo controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC. *) Diferencas
estatisticas contra MNC, p<0,05; x) Diferencas estatisticas contra MNC+MSC, p<0,05; ¢)
Diferencas estatisticas contra MNC+PMA-+lonomicina, p<0,05; Friedmann e Wilcoxon; a)
Diferencas estatisticas contra grupo controlo, p<0,05; b) AR Inativa versus AR Ativa, p<0,05.
Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 5; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5

C.CTLA-4

Na Figura 30, pode observar-se um aumento significativo da expressdo basal de
MRNA de CTLA-4 (MNC) no grupo AR inativa, relativamente ao grupo controlo.
Relativamente a condicdo MNC, apos estimulo com PMA e ionomicina, verificou-se um
aumento constante com todos os grupos. NA condigdo MNC+MSC+PMA-+ionomicina, no
grupo controlo e grupo de AR inativa registaram um aumento da expressdo de CTLA-4 e
no grupo de AR ativa, observou-se uma diminuicdo dessa mesma expressao.

Nas células T CD8", ndo se verificou diferencas na expressdo basal da proteina
entre os diferentes grupos em estudo. Apos estimulo celular, observou-se um aumento em
todos os grupos, mas mais pronunciado no grupo dos doentes com AR. Apds co-cultura
com MSCs, em todos 0s grupos, foi observado um aumento da expressdo de mRNA de
CTLA-4, novamente mais acentuado no grupo dos doentes com AR.

Em relacdo as células Treg, observou-se um aumento da producéo basal da proteina
relativamente ao grupo controlo, mas sem atingir significado estatistico. Apos estimulo

celular, comparativamente a condigdo MNC, registou-se um aumento da expressdo, e
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também neste caso, mais marcado no grupo de doentes com AR. Na condi¢do de MNC

estimuladas e na presenga de MSC, observou-se um aumento da expressdo de mRNA de
CTLA-4 em todos 0S grupos.

Célula T CD4* Célula T CD8*

Expressdao mRNA

Expressdao mRNA
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Figura 30 Representacdo grafica da expressdo de mRNA de CTLA4 pelas células T CD4",
células T CD8" e células T reguladoras, antes e apds estimulo com PMA e lonomicina, no
grupo controlo e no grupo de doentes com AR, sem e com adigdo de MSC. *) Diferencas
estatisticas contra MNC, p<0,05; x) Diferencas estatisticas contra MNC+MSC, p<0,05; ¢)
Diferengas estatisticas contra MNC+PMA-+lonomicina, p<0,05; Friedmann e Wilcoxon; a)
Diferencas estatisticas contra grupo controlo, p<0,05; b) AR Inativa versus AR Ativa, p<0,05.
Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n (controlo) = 5; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5
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D. Interleucina 4

Na Figura 31, ndo se observou expressdo basal de IL-4 em ambas as células T.
Relativamente a expressdo de mRNA de IL-4 pelas células T CD4", apds estimulo com
PMA e ionomicina, esta manteve-se constante entre os diferentes grupos. Com a presenga
de MSCs, verificou-se um aumento da expressdo de mMRNA de IL-4 em todos 0s grupos
exceto o grupo de AR ativa.

As células T CD8" apresentaram um ligeiro aumento da expressio de mRNA de IL-
4 na condicdo MNC+PMA-+ionomicina no grupo de doentes com AR, relativamente ao
grupo controlo, mas ndo foi atingido significado estatistico. Ap6s contacto com MSCs
observou-se uma diminuicdo da expressdo de mRNA de IL-4 no grupo controlo e AR

ativa, e um aumento no grupo AR inativa.
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Figura 31 Representacdo grafica da expressdo de mRNA de 1l-4 pelas células T CD4" e
células T CD8’, antes e ap6s estimulo com PMA e lonomicina, no grupo controlo e no
grupo de doentes com AR, sem e com adi¢do de MSC. *) Diferengas estatisticas contra MNC,
p<0,05; x) Diferencas estatisticas contra MNC+MSC, p<0,05; #) Diferengas estatisticas contra
MNC+PMA-+lonomicina, p<0,05; Friedmann e Wilcoxon; a) Diferencas estatisticas contra grupo
controlo, p<0,05; b) AR Inativa versus AR Ativa, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n
(controlo) = 5; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5
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E. Foxp3

Na Figura 32, expressao de mRNA de Foxp3 nas células Treg, observou-se uma
diminuicdo da expressdo basal de Foxp3 (MNC) no grupo dos doentes com AR quando
comparados com o grupo controlo. Apés estimulo com PMA e ionomicina e
comparativamente as células ndo estimuladas, observou-se uma diminuigdo da expressdo
de mRNA de Foxp3, em todos os grupos estudados. Depois do contacto com MSCs,
verificou-se um aumento de Foxp3 no grupo controlo e AR ativa e uma diminui¢do no

grupo AR inativa.
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Figura 32 Representacdo grafica da expressdo de mRNA de 1lI-4 pelas células T
reguladoras, antes e ap6s estimulo com PMA e lonomicina, no grupo controlo e no grupo
de doentes com AR, sem e com adicdo de MSC. *) Diferencas estatisticas contra MNC,
p<0,05; x) Diferencas estatisticas contra MNC+MSC, p<0,05; #) Diferengas estatisticas contra
MNC+PMA-+lonomicina, p<0,05; Friedmann e Wilcoxon; a) Diferencas estatisticas contra grupo
controlo, p<0,05; b) AR Inativa versus AR Ativa, p<0,05. Kruskal Wallis e Mann-Whitney. n
(controlo) = 5; n (doentes) = 12; n (inativo) = 7; n (ativo) =5
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» Discussao






Desde que as MSCs derivadas de medula 6ssea foram identificadas, tém suscitado
grande interesse e crescente popularidade, particularmente na Gltima década. (54)

Atualmente, a investigacdo baseada nas MSCs, para aplicacbes clinicas obteve
grande atencdo, ndo sO devido a sua capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo, mas
também devido ao seu efeito anti-inflamatorio e imunomodulador em linfdcitos, células
dendriticas e outras células pro-inflamatorias. (45, 54)

As doencas autoimunes, como a AR, sdo grandes candidatas a terapia celular com
MSCs, uma vez que é caracterizada pela presenca de citocinas pro-inflamatérias que
destroem as articulagbes. (40) Como esta doenca apresenta um grupo heterogéneo de
células T entre os seus compartimentos funcionais, torna-se urgente entender como as
MSCs regulam estes compartimentos e em especial na AR, uma vez que 0s ensaios sobre
esta doenga sdo escassos.

Assim, neste estudo, foi avaliada a influéncia das MSCs no perfil de expresséo de
citocinas, nos compartimentos naive, ME, MC e efetor das células T CD4" e CD§8",
presentes no sangue periférico de individuos saudaveis e doentes com AR.

Depois da estimulacdo das células com PMA e ionomicina, a frequéncia de células
T CD4" produtoras de IL-2 aumentou nos doentes com AR comparativamente ao grupo
controlo, enquanto a frequéncia de células T CD8" produtoras de IL-2 apresentou uma
diminuicdo no grupo dos doentes com AR. Este aumento também foi observado nos
diferentes compartimentos funcionais, apesar de ndo serem observadas diferencas
estatisticas nas células T CD4" efetoras e nas células T CD8" naive e MC. A producio da
citocina teve também um aumento nos doentes com AR comparativamente aos individuos
saudaveis.

A frequéncia de células e a producgdo de IFN-y, tanto nas células T CD4" como nas
células T CD8" apresentaram um aumento no grupo AR em comparagio ao grupo controlo.
E de realcar uma ligeira diminuigio da frequéncia de células T CD4+ dos doentes com AR
ativa em relagéo aos doentes com AR inativa, com significado estatistico nas células T
efetoras.

Relativamente a0 TNF-a, a sua producdo e a frequéncia de células T CD4" e CD8",
mantiveram-se semelhantes tanto no grupo controlo como no grupo de doentes com AR.

Seria de esperar um aumento da frequéncia de células T produtoras de IL-2 e IFN-y

na AR, uma vez que segundo a literatura, a AR € caracterizada por um infiltrado de células
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T produtoras de citocinas pro-inflamatorias nas articulagdes. (22, 24) E que apresenta um
desequilibrio entre células Th1/Th2, o que pode ser responsavel pelo desenvolvimento e
progressdo da doenca. (13, 21, 30) Para além disso, o IFN-y é importante na ativacdo de
macrofagos e poténcia a atividade das células NK estimulando a reacdo inflamatdria na
AR. (55, 56) A IL-2 estimula também a proliferacdo das células NK induzindo a sua
atividade citolitica e estimula a proliferacdo de células B e a producao de anticorpos.

Uma vez que as principais citocinas produzidas pelas células Thl séo IL-2, IFN-y e
TNF-a (21), seria de esperar que a percentagem da frequéncia de células T produtoras de
TNF-o estivesse aumentada nos doentes com AR, em vez de estar equiparada aos
individuos saudaveis. A producdo ode TNF-a por parte dos doentes pode estar afetada
devido a terapéutica usada, que interfere assim com a producdo desta citocina. (57)

Os resultados mostraram que as MSCs inibiram tanto a frequéncia de células T
CD4" e CD8" produtoras de IL-2, IFN-y e TNF-a, como a produgio destas citocinas, em
MNC estimuladas com PMA e ionomicina. O que vai ao encontro de outros ensaios ja
realizados, onde as MSCs mostraram induzir uma diminuicdo destas citocinas no meio
extracelular. (18, 40, 43, 45) Esta inibicdo foi também visivel nos diferentes
compartimentos funcionais das células T, quer em CD4" quer em CD8", e nos diferentes
grupos em estudo.

As células T CD4" e CD8" produtoras de IL-2 dos doentes com AR sdo as mais
sensiveis aos efeitos inibitérios das MSCs, relativamente as mesmas dos individuos
saudaveis, enquanto as células T produtoras de IFN-y ¢ TNF-a do grupo AR ndo
mostraram variacOes relativamente ao grupo controlo, registando-se uma inibicdo
acentuada em todos 0s grupos.

Apesar de ndo existirem variacdes relativamente ao grupo controlo, a percentagem
de inibicdo da frequéncia de células T CD4" e CD8" produtoras de IFN-y dos doentes com
DAS>5 diminuiu relativamente as mesmas células dos doentes com DAS<5, com
significado estatistico no compartimento efetor das células T CD8*, o mesmo foi
observado no compartimento MC das células T CD8" produtoras de TNF-a. Estes
resultados podem significar que as MSCs sdo menos eficientes em estados mais avangados

da doenca, onde existe a presenca exuberante de citocinas pro-inflamatdrias.
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Esta capacidade de imunomodulagdo, é em parte, mediada por fatores sollveis
produzidos pelas MSCs, como o TGF-B, PGE2, IDO, HLA-G5, iNOS, HO-1 (43, 44, 48,
58) e/ou contacto celular e interacdo entre proteinas de superficie das MSCs.(44, 47)

Relativamente as outras citocinas pro-inflamatdrias, as MSCs mostraram ter a
capacidade de inibir a frequéncias de células T CD4" e CD8" produtoras de IL-17 e IL-9 e
células T CD4" produtoras de IL-6, tal como também ja foi descrito por outros autores.
(18, 59)

A frequéncia basal de células T CD4" produtoras de IL-17 sofreu um aumento no
grupo de doentes com AR inativa e baixou para niveis semelhantes ao grupo controlo no
grupo de doentes com AR ativa. Ja as células T CD8" apresentaram frequéncias idénticas
em todos os grupos estudados. A producdo de IL-17 por célula também ndo apresentou
variagdes entre grupos, tanto nas células T CD4" como CD8".

As células T CD4" produtoras de IL-6 e IL-9 apresentaram um comportamento
semelhante, observou-se um aumento da frequéncia celular nos doentes com AR inativa, e
uma diminuicdo para os niveis analogos ao do grupo controlo, nos doentes com AR ativa.
Por fim as células T CD8" produtoras de 1L-9 aumentaram a sua frequéncia no grupo AR
relativamente ao grupo de individuos saudaveis.

Comparativamente as citocinas do tipo Thl, citadas anteriormente, a percentagem
destas citocinas (IL-17, IL-6 e 1L-9) apresenta valores bastante inferiores.

Mais recentemente, a identificacdo de células T produtoras de IL-17 e células Treg
presentes na AR, trouxe um novo paradigma caracterizado por um desequilibrio
Th17/Treg.(30)

Estudos ja realizados, mostraram que as células Th17 aumentam em doentes com
AR comparativamente a controlos saudaveis, apesar de ndo verificarem diferencas nas
diferentes fases da doenca (21). Além da IL-17 estimular macréfagos e outros linfécitos T
a segregar mediadores inflamatérios, pode também induzir a expressdo de RANKL, que é
um requisito necessario para a ativacdo de osteoclastos e reabsorcdo dssea. As Thl7
produzem principalmente IL-17, IL-6 e TNF-a, onde a IL-17 desempenha um papel
importante na indugdo da inflamagdo por mediar a producdo de outras citocinas e
quimiocinas. (21, 30, 60)

A presenca de uma maior percentagem de células Th17 nos doentes com DAS<5

relativamente aos doentes com DAS>5 pode ser devido a associacdo desta citocina a

79



inflamac&o cronica, onde Ferraccioli et all defedem o envolvimento das células Th17 na
evolugéo de uma inflamacdo base, inicial, mediada por imunidade inata, para a inflamagéo
cronica, auto-imune e dificilmente reversivel da AR. (61)

A IL-6 é uma citocina conhecida por apresentar propriedade pro e anti-
inflamatorias. O papel desta citocina na inflamacéo foi confirmado por varios modelos
animais em doengas autoimunes, onde o bloqueio da IL-6 prevenia 0 processo
inflamatdrio. (62, 63) Na AR, a IL-6 em conjunto com o recetor a da IL-6 induz um largo
espectro de eventos inflamatdrios, envolvidos no aparecimento e progressdo da doenca,
como a iniciagdo da fase aguda hepética, recrutamento de células inflamatérias para as
articulacdes e promocao da destruicdo do osso e da cartilagem, sendo responsavel também
por algumas manifestacdes sistémicas. (30, 34) A IL-6 em combinacdo com outras
citocinas € responsavel pela diferenciacdo de células T naive em células Thl7. (33)

Os efeitos bioldgicos de IL-9 ainda estdo pobremente descritos. Esta citocina é
produzida por Th9, Th2, Treg e subconjuntos de células Th17, desempenhando um papel
importante na resposta imune contra helmitos e na inflamacao alérgica. (17, 64) Apesar de
ainda ndo terem sido realizados estudos em AR, o papel da IL-9 em Lupus Eritematoso
Sistémico, outra doenca autoimune, ja foi estudado e verificou-se que esta citocina
apresenta efeitos pré-inflamatoérios na doenga, uma vez que tem a capacidade de expandir
populacbes de Thl7 e promover assim a inflamacgdo. Por outro lado, tém também a
capacidade de promover a producdo de citocinas do tipo Th2, melhorar a funcao
reguladora das células Treg e suprimir a expressdo de citocinas pré-inflamatorias. (65, 66)

Assim a percentagem da frequéncia de células T produtoras de IL-6 e IL-9 nos
diferentes estadio da doenca, pode ser influenciada por outras células, como as Th17.

Apbs co-cultura com MSCs, os resultados mostraram que a percentagem de
inibicdo das células T CD4+ produtoras de IL-17 foi idéntica em todos 0s grupos em
estudo. Enquanto as células T CD8" produtoras da mesma citocina, foram mais resistentes
no grupo de doentes com AR relativamente ao grupo de individuos saudaveis. De uma
forma geral, as Th17 foram mais sensiveis aos efeitos inibitérios das MSCs quando
comparadas com as Tc17. Quando se observou a producédo de IL-17 por célula verificou-se
uma diminuicio da mesma nas células T CD4" em todos os grupos em estudo, mas por

outro lado, as MSCs potenciaram a producéo de IL-17 nas células T CD8".
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Relativamente as células T CD4" produtoras de IL-6, observou-se uma inibigdo em
todos os grupos, mas as células dos doentes com AR foram as mais sensiveis ao efeitos
inibitorios das MSCs.

As células T CD4" produtoras de 1L-9 seguiram a mesma linha que as células
produtoras de IL-6, com uma inibi¢cdo em todos os grupos, em especial no grupo de AR,
com significado estatistico no grupo de AR inativa, comparativamente ao grupo controlo.
A percentagem de inibicdo nas células T CD8+ produtoras de IL-9 foi semelhante nos
diferentes grupos, apesar de se registar uma diminuicdo com significado estatistico, no
grupo de doentes com AR ativa comparativamente ao grupo de doentes com AR inativa.

Apesar de ndo existirem ensaios relativos a inibi¢do de IL-17 na AR, a diminuigdo
da expressdo de IL-17 e inibicdo da diferenciacdo das Th17, ja foi observada em células T
de ratinhos e humanos, um efeito atribuido a PGE2 e IL-10. (18, 67-69) No entanto, o
efeito das MSCs nas células T que expressam IL-17 é controverso e alguns estudos
mostraram que as MSCs promovem a expanséo de Th17. (70-72)

A reducdo mediada pelas MSCs, da expressdo de células T CD4" produtoras de IL-
6, esta de acordo com a diminuicdo da expressdo de outras citocinas pro-inflamatorias
avaliadas neste estudo, como, a percentagem de células T produtoras de IL-17. (36)
células T produtoras de IL-9 em AR, mas em ensaios efetuados em inflamacdes alérgicas,
verificou-se que administracdes sistémicas de MSCs eram benéficas devido ao aumento da
IL-10 e diminuicdo de IL-4, IL-5 e IL-13. (73, 74)

Desta forma, este estudo teve resultados promissores, uma vez que as MSCs
promoveram a diminuicdo das células T CD4" e CD8" produtoras de IL-9, tanto no grupo
controlo como no grupo AR, abrindo assim novas possibilidades na investigacdo do uso de
MSCs em terapia celular.

De uma forma geral, a producgdo das citocinas pré-inflamatérias e a frequéncia das
células T que as produzem, s@o mais elevadas nos doentes com AR comparativamente aos
individuos saudaveis, o que seria de esperar uma vez que como foi referido anteriormente,
a AR é caracterizada por uma infiltracdo de células T autorreativas na membrana sinovial,
que consequentemente, liberta uma quantidade excessiva de citocinas pro-inflamatdrias.
(22, 30)
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Relativamente a expressdo de mRNA de 1L-10 pelas células T CD4", CD8" e Treg,
observou-se um aumento de mRNA ap6s estimulo com PMA e ionomicina, em todos os
grupos, comparativamente as células que nédo receberam estimulo (MNC).

Comparativamente ao grupo controlo, verificou-se uma diminuicéo da expressao de
mMRNA de 1L-10 na condicdo MNC+PMA+lonomicina, nas células T CD4" do grupo dos
doentes com AR, enquanto a expressdo nas células T CD8+ e Treg aumentou no grupo
AR.

A IL-10 foi identificada pela primeira vez, como um fator inibidor soltvel expresso
pelas células Th2, que poderia inibir a ativacdo e secre¢do de citocinas por células Thl. As
suas fungBes na regulacdo do sistema imune sdo vérias, como, modulacdo de APCs,
diminuicdo da secrecdo de mediadores inflamatérios e inducdo da anergia de células T.
(19) Mas mais recentemente, descobriu-se que também as células T CD8" podem expressar
IL-10, regulando os seus efeitos inflamatérios durante as infecdes agudas e assim
minimizar a doenga imunopatoldgica. (75) Para além destas células, a IL-10 é expressa
principalmente pelas células Treg, exercendo assim o0s seus efeitos supressivos.

Apbs co-cultura com MSCs, nas células T CD4" observou-se um aumento da
expressdao de mMRNA de IL-10 no grupo dos doentes com AR exceto no grupo AR ativa,
comparativamente ao grupo controlo. Nas células T CD8", verificou-se um aumento da
expressdo nos doentes com AR e nas células Treg observou-se o inverso, uma diminuicdo
da expressao de mMRNA de IL-10 no grupo AR.

Tal como descrito na literatura, as MSCs promovem o desenvolvimento de um
fendtipo anti-inflamatorio, através capacidade de aumentar a expressao de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, e assim limitar a expansédo de células T, (18, 43) inclusive em
doentes com AR. (76)

A diminuicdo da expressdo de IL-10 apds contacto com MSCs pode ser explicada
pois a literatura descreve que estas potenciam a diferenciacdo de células Treg e ndo um
aumento das citocinas por elas produzidas, indicando assim que as células Treg podem
desempenhar um papel importante de imunossupressdo por meio de interacdo célula a
célula e ndo por citocinas. (18, 21, 77)

Relativamente a expressao de mRNA de TGF-p, todas as células T se comportaram
da mesma forma. Comparando a condicdo MNC com MNC+PMA-+lonomicna, observou-

se que as celulas estimuladas aumentaram a expressdo de TGF-f a excegdo das células do
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grupo de AR ativa. N&o se obtiveram diferencas na expressdao de mRNA pelas células T
CD4" estimuladas, nos diferentes grupos, enquanto as células T CD8" e Treg apresentaram
um aumento com excecao das células do grupo de doentes com AR ativa.

Tal como a IL-10, 0 TGF-p ¢é também uma citocina anti-inflamatoria, expressa
principalmente pelas células Treg. (17, 19) Esta citocina pode induzir as células T CD4+
inativas a diferenciarem-se em células Treg e estudo recentes sugerem que 0 TGF-f pode
também ser essencial para a diferenciacdo de células Th17. (21)

O aumento da expressao desta citocina em doentes com AR inativa e uma
diminuicdo em doentes com AR ativa, pode estar relaciona com o facto de o TGF- ajudar
a manter o equilibro entre a diferenciagdo de Th17 e Treg numa fase precoce da doenca,
mas num estado avancado, a IL-6 estimula uma maior diferenciacdo de Th17 e inibe a
diferenciacédo das Treg, fazendo assim decrescer a expressao de TGF-f. (21, 30)

Apbs contacto com MSCs, as células T CD4" e CD8" aumentaram a expressdo de
MRNA de TGF-f e as células Treg diminuiram a expressao no grupo de doentes com AR
inativa e aumentaram nos doentes com AR ativa. Esta inibicdo ja foi descrita em diversos
estudos, onde as MSCs apresentam a capacidade de diminuir a expressdo de TGF-B (18,
59, 77)

A expressdo de mMRNA de CTLA-4 aumentou nas células estimuladas com PMA e
ionomicina comparativamente as células sem estimulagéo, em todos os grupos estudados.

ApGs estimulagdo, células T CD4" ndo apresentaram variacdes na expressio de
CTLA entre os diferentes grupos, enquanto as células T CD8" e Treg aumentaram a
expressao no grupo de AR relativamente ao grupo controlo.

O CTLA-4 é uma proteina imunorreguladora responsavel pela reducdo da ativacdo
das células T de memoria e impede as células T de induzirem a diferenciacdo de células B
em plasmacitos. (78) Esta proteina é tipicamente expressa na superficie das células Treg, e
a sua auséncia faz diminuir as capacidades supressoras das células Treg (13, 19)

Na condicio MNC+MSC+PMA+lonominica observou-se um aumento da
expressao de mMRNA de CTLA-4 em todas as células estudadas e grupos, exceto nas
células T CD4" do grupo AR ativa.

Ja foi descrito que MSCs podem favorecer a diferenciacdo de células T CD4" com
presumivel atividade regulatoria, co-expressando a molécula CTLA-4. (51) O aumento da

expressdo desta molécula nas células T CD8", significa que as MSCs tém a capacidade de
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alterar o fendtipo das células para células CD8" Treg, que apresentam capacidades
reguladoras. (18, 19)

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatdria, potente inibidor da diferenciacdo das
células Th17, produzida principalmente pelas células Th2 (17, 30) A diminuicdo da
producéo de IL-4 nas células T CD4" estimuladas dos doentes com AR vai ao encontro do
que é descrito na literatura, onde se vé o desequilibrio entre Thl/Th2, com uma
predominancia de células do tipo Thl. (30) Contrariamente aos resultados das células
anteriores, a expressdo de mRNA de IL-4 pelas células T CD8" sofre um aumento no
grupo de AR, facto que também j& foi descrito por Baek H. et al.. Segundo este estudo,
estas células podem ser precursoras das células CD8" Treg e 0 aumento destas células pode
representar uma resposta a inflamacéo créonica das articulacdes. (79)

Como seria previsto, depois da co-cultura com MSCs, as células T CD4"
aumentaram a expressdo de mRNA de IL-4, alterando o perfil Thl para Th2. (18, 77)

Por fim, estudou-se a expressao de MRNA de Foxp3 pelas células Treg. Neste caso
observou-se uma diminuicdo da expressdo nas células estimuladas em relacdo as nao
estimuladas, em todos os grupos. Apds co-cultura com MSCs verificou-se um aumento da
expressao de Foxp3 no grupo controlo e uma diminuigdo no grupo de AR.

O fator de transcricdo Foxp3 é expresso pelas células Treg e é necessario para
manter a atividade supressora das mesmas. (17) Nos doentes com AR a funcdo destas
células parece ser diminuida, dai ocorrer uma diminuicdo de Foxp3 pelas células
estimuladas, nos doentes comparativamente aos individuos saudaveis. (30) Ao contrario do
que esta descrito na literatura, as MSCs ndo potenciaram 0 aumento da expressdo de
Foxp3. (18, 43)

84



» Conclusdo






Este estudo mostrou que as MSCs inibiram a producdo das citocinas pro-
inflamatorias, 1L-2, IFN-y, TNF-a, pelas células T CD4" e CD8", em todos os
compartimentos funcionais, apesar de apresentarem padrdes inibitorios distintos para os
diferentes compartimentos.

As MSCs inibiram também a percentagem de células T CD4" e T CD8" produtoras
de IL-17 e IL-9.

De uma forma geral os doentes com AR comparativamente aos individuos
saudaveis, sdo 0s que apresentaram maior frequéncia e células T produtoras das citocinas
pré-inflamatorias, e estes parecem ser 0s mais sensiveis ao efeito imunomodulador das
MSCs.

Relativamente as citocinas anti-inflamatérias, como 1L-10, TGF-p ¢ IL-4, as MSCs
apresentaram a capacidade de potenciar a expressdo destas citocinas pelas células em
estudo. Também a expressdo do marcador de ativacdo, CTLA-4, que promove a
capacidade de supressao das células Treg, foi aumentada depois da co-cultura com MSCs.
Por outro lado, as MSCs nédo apresentaram a capacidade de aumentar a expressao do fator
de transcricdo Foxp3 nos doentes com AR.

Desta foram, pode-se concluir que as MSCs constituem uma possivel abordagem
terapéutica para doencas autoimunes, embora estas patologias sejam bastante heterogéneas
no que diz respeito aos subtipos de células T e compartimentos presentes. Assim, este
estudo permite um conhecimento detalhado sobre o efeito das MSCs em cada
compartimento funcional e nas células T CD4" e CD8", para uma melhor utilizacdo destas
como terapia celular.

A influéncia da MSC na IL-9 pode também abrir novas possibilidades de pesquisa

sobre o uso clinico destas células na inflamacéo alérgica.
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