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RESUMO 

No nosso trabalho pretendeu-se determinar o efeito do factor estimulador de 

colónias de granulócitos (G-CSF) nas populações linfocitárias e nas células NK dos 

enxertos hematopoiéticos de vinte sete dadores e vinte seis doentes, sendo os parâmetros 

avaliados o fenótipo celular e a produção de citocinas. 

No sangue periférico (SP), o fenótipo dos linfócitos e das células NK foram 

analisados, antes da mobilização com G-CSF, de modo a determinar o padrão normal de 

expressão dos antigénios estudados. Nos dadores e nos doentes, a percentagem das 

populações linfocitárias e das células NK e a relação CD4/CD8 foi normal. Das moléculas 

co-estimuladoras estudadas, apenas o CD28 e o CD 150 foram expressas pelas populações 

linfocitárias. O CD62L e o CD1 la foram expressos pela maioria dos linfócitos, enquanto 

o CD25 foi o único receptor de citocinas expresso. Das diferenças entre grupos, verificou-

se que os doentes possuíam uma maior percentagem de linfócitos CD8+ e CD 150+ e uma 

menor percentagem de linfócitos CD45RA+, comparativamente aos dadores. 

Relativamente às células NK, as células CD56+ apresentaram uma maior 

expressão de receptores NK (NKRs), nomeadamente de CD 16 e de CD 161, do que as 

células CD56++ e estas exprimiram mais CD62L, relativamente à sub-população CD56+. 

O CD 122 foi o único receptor de citocinas expresso nas duas sub-populações de células 

NK. Apesar destas características comuns a dadores e doentes, as células NK do SP dos 

doentes apresentaram uma maior percentagem de células CD56++CD16+, CD56+HLA-

DR+ e CD56+CD94+ do que os dadores. 

A mobilização das células progenitoras hematopoiéticas com G-CSF provocou um 

aumento da concentração das sub-populações leucocitárias no SP, não tendo as 

percentagens destas células sofrido qualquer variação. Na citaferese (Cit) dos dois grupos, 
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a única alteração comum aos linfócitos e às células NK, foi a diminuição da expressão da 

molécula de adesão CD62L, sendo esta diminuição mais acentuada nos dadores do que 

nos doentes. Relativamente às outras moléculas de adesão estudadas, o CDlla e o 

CD 11c, não se observaram diferenças tão acentuadas. Outro efeito relevante nas 

populações linfocitárias foi a diminuição da percentagem de linfócitos CD45RO+ e 

CD45RA+ nos dadores e a diminuição da percentagem de linfócitos CD45RA+ nos 

doentes. 

Nas células NK dos dadores e dos doentes, além da diminuição da expressão de 

CD62L, o G-CSF parece ter provocado uma diminuição da expressão de CD161 nas 

células CD56++ dos dadores e nas duas sub-populações de células NK dos doentes. Nos 

dadores, ocorreu um aumento da percentagem de células CD56++ que exprimiram 

granzima B e CD 16, e nas células CD56+ observou-se uma diminuição da expressão de 

CD57 e NKpi. Nos doentes, verificou-se apenas uma diminuição da percentagem de 

células CD56+CD57+. 

No estudo da produção de citocinas observamos em alguns dadores e doentes, um 

aumento da produção de IL-4 pelas células mononucleares da Cit comparativamente ao 

SP. Quanto ao IFN-y, a produção desta citocina foi idêntica no SP e na Cit. 

Em resumo, os nossos resultados mostram que o G-CSF provocou um aumento da 

concentração leucocitária na Cit. A acção principal do G-CSF, nos linfócitos e nas células 

NK da Cit, foi na expressão da molécula de adesão, CD62L. Nos dadores e nos doentes, a 

relação linfócitos naive/memória (CD45RA/CD45RO) também sofreu alterações. Nas 

células NK dos dois grupos, verificou-se uma diminuição da expressão de CD161. A 

produção de IFN-y e IL-4 pelas células mononucleares do SP e da Cit, parece sugerir um 

efeito imunomodulador do G-CSF no balanço das respostas imunológicas tipo l/tipo 2. 
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SUMMARY 

This work is intended to determine the granulocyte-colony stimulating factor (G-

CSF) effect, used in the mobilization of peripheral blood progenitor cells (PBPC), on 

the lymphocyte populations and the NK cells of the haematopoietic grafts. The 

parameters evaluated were the cell phenotype and the cytokine production of peripheral 

blood (PB) and PBPC grafts from twenty-seven donors and twenty-six patients. 

In peripheral blood, before the mobilization with G-CSF, the phenotype of the 

lymphocytes and the NK cells were analysed to determine the normal pattern of 

expression of the studied antigens. In donors and patients, the percentage of the 

lymphocyte populations, NK cells and the relationship CD4/CD8 was normal. Of the 

co-stimulatory molecules studied, only CD28 and CD 150 were expressed by the 

lymphocyte populations. CD62L and CDlla were expressed by most lymphocytes, 

while CD25 was the only cytokine receptor expressed. However, the patients possessed 

a larger percentage of lymphocytes CD8+ and CD 150+ and a smaller percentage of 

lymphocytes CD45RA+ than donors. 

With regards to the NK cells, the CD56+ cells showed a higher expression of 

NK cells receptors (NKRs), namely CD 16 and CD161, than the CD56++ cells. In 

donors and patients CD56++ cells expressed more CD62L than CD56+ sub-population. 

CD 122 was the only cytokine receptor expressed in the two NK cells sub-populations. 

In spite of these characteristics being common to both donors and patients, the patients 

NK had a larger percentage of CD56++CD16+, CD56+HLA-DR+ and CD56+CD94+ 

than donors. 

The mobilization of haematopoietic progenitor cells (HPC) with G-CSF 

increased the concentration of the leukocyte sub-populations in PB, without variations 
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in the percentages of these cells. In PBPC of the two groups, the only alteration 

common to both the lymphocytes and to the NK cells was the decrease in the expression 

of the adhesion molecule CD62L, this decrease being more accentuated in donors than 

in patients. Relative to the other studied adhesion molecules, CDlla and CD l ie , no 

major differences were observed. Another relevant effect in the lymphocyte populations 

was the decrease of the percentage of lymphocytes CD45RO+ and CD45RA+ in donors 

and the decrease of the percentage of lymphocytes CD45RA+ in patients. 

As well as the expression of CD62L, G-CSF seems to decrease the expression of 

CD161 in donor CD56++ cells and in patients NK cell sub-population. Furthermore in 

donors the percentage of CD56++ cells that expressed granzyme B and CD 16 increased 

whereas in the CD56+ cells, the expression of CD57 and NKJ31 decreased. In patients 

the percentage of cells CD56+CD57+ decreased. 

The cytokine study showed that in some donors and patients there was an 

increased in the IL-4 production by mononuclear cells from PBPC graft in comparison 

with PB. The IFN-y production was identical by mononuclear cells from PB and PBPC 

graft. 

In conclusion, G-CSF increased the leukocyte concentration in PBPC from both 

donors and patients. The main effect of G-CSF, in the lymphocytes and in the NK cells 

from PBPC, was in the expression of the adhesion molecule, CD62L. In donors and 

patients, the relationship between naive/memory lymphocytes (CD45RA/CD45RO) also 

suffered alterations. In the NK cells of both groups, the expression of CD161 decreased. 

IFN-y and IL-4 production by PB and PBPC graft cells may suggest an 

immunomodulatory role for G-CSF in the balance between immune response type 

1/type 2. 
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INTRODUÇÃO 



1. Utilização de células progenitoras hematopoiéticas em transplantação 

O transplante hematopoiético constitui actualmente uma importante arma 

terapêutica nas doenças hematológicas e não hematológicas em que o sistema 

hematopoiético necessita de ser reconstituído. 

Até ao final dos anos 80, a medula óssea foi utilizada como a principal fonte de 

células progenitoras hematopoiéticas (CPH) para transplante. No entanto, outras fontes, 

como o sangue do cordão umbilical e o sangue periférico (SP) têm sido cada vez mais 

utilizadas como alternativa à medula óssea.2,3'4 As CPH são caracterizadas pela sua 

capacidade de auto-renovação e diferenciação, originando as diferentes linhagens 

celulares: eritróide, megacariocítica, mielóide e linfóide. 

A existência de um número reduzido de CPH em circulação obriga à sua 

mobilização da medula óssea para o SP, sendo estas células designadas por células 

progenitoras do sangue periférico (CPSP). Esta mobilização pode ser efectuada de várias 

formas, como por exemplo, utilizando factores de crescimento hematopoiético, tais como; 

Factor Estimulador de Colónias de Granulócitos (Granulocyte Colony Stimulating Factor 

- G-CSF), Interleucina-3 (IL-3), Factor Estimulador de Colónias de Granulócitos e 

Macrófagos (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor - GM-CSF) e Factor de 

Células Estaminais (Stem Cell Factor - SCF).4 O G-CSF, usualmente definido como 

factor de indução da linhagem mielóide, nomeadamente de neutrófilos, possui uma acção 

pleiotrópica em diferentes células do sistema imune do hospedeiro, nas quais induz 

alterações qualitativas e quantitativas.2 Os receptores para esta citocina podem ser 

encontrados em progenitores mielóides, granulócitos maduros, monócitos e alguns 

linfócitos B e T.3'5'6 
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Na transplantação hematopoiética, a utilização de CPSP tem-se revelado vantajosa 

uma vez que o procedimento de recolha das células não requer anestesia e é menos 

invasivo para o doente ou dador do que a colheita de medula óssea. Segundo vários 

estudos o transplante com CPSP permite um melhor e mais rápido arranque do enxerto 

que se traduz; numa recuperação hematológica mais rápida, numa menor frequência de 

infecção pós transplante e num menor tempo de internamento hospitalar. 

Os transplantes hematopoiéticos podem ser autólogos ou alogénicos. No caso dos 

transplantes autólogos, a colheita das CPSP é efectuada ao doente antes de ser submetido 

a quimioterapia e/ou radioterapia de alta dose, sendo posteriormente utilizadas para 

reconstituir o seu sistema hematopoiético. Nos transplantes alogénicos as CPSP são 

provenientes de um dador compatível com o receptor. 
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2. Componentes celulares dos enxertos de células progenitoras do sangue periférico 

Nos adultos a medula óssea contém o maior pool de células progenitoras, as quais 

são caracterizadas pela expressão do antigénio de superfície CD34, que está ausente nas 

demais células sanguíneas.8'9 No sangue periférico a concentração de células CD34+ é 

baixa (< 0,05%), podendo este número ser aumentado através da administração de G-CSF 

combinado ou não com quimioterapia de alta dose.8 A re-infusão das CPSP, após 

quimioterapia ou radioterapia de alta dose acelera a recuperação hematopoiética, uma vez 

que o enxerto de CPSP possui um elevado número de células CD34+, linfócitos T e de 

células NK. Os linfócitos T e as células NK são as principais células efectoras da resposta 

imune anti-tumoral, visto serem capazes de reconhecer e destruir células malignas 

(Fig.l).9,10 Estas duas populações leucocitárias diferenciam-se basicamente pela sua 

morfologia e fenótipo.9 

Fig.l - Célula NK a reconhecer e a destruir uma célula tumoral. Adaptado de 

WWW.osms.otago.ac.nz/immunet/rescente.htm.1 
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2.1. Caracterização morfológica dos linfócitos T e das células NK 

Os linfócitos T maduros são pequenas células, com núcleo bem definido e 

cromatina condensada e com citoplasma pobre em organelos. Após activação antigénica, 

o seu volume aumenta, a cromatina nuclear torna-se menos densa e no citoplasma 

visualizam-se várias mitocondrias e retículo endoplasmático rugoso. No sangue 

periférico observam-se dois tipos de linfócitos T, os pequenos linfócitos e os grandes 

linfócitos, também denominados linfócitos grande granulares. 

As células NK são definidas como células citotóxicas com morfologia de linfócito 

grande granulares, núcleo redondo, cromatina condensada e citoplasma abundante com 

numerosos grânulos. Estes grânulos contêm uma enorme variedade de enzimas 

lisossomais, proteoglicanos e proteínas importantes para a função citotóxica, tais como 

serina-esterases (granzimas) e proteínas formadoras de poros (perforinas).13'1 

A origem das células NK ainda não é totalmente conhecida, uma vez que se 

desconhece o local onde se diferenciam e os rearranjos genéticos envolvidos. Apesar de 

não serem consideradas como uma linhagem celular independente, é possível distinguir 

células NK maduras de outros linfócitos, reconhecer alguns dos seus progenitores e 

constatar o envolvimento da medula óssea e a não dependência do timo no seu 

desenvolvimento.14 No entanto, as células NK e os linfócitos T desempenham funções 

que se encontram interligadas e partilham a expressão de antigénios, sugerindo uma 

relação no seu desenvolvimento e existência de um precursor comum. ' 
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2.2. Caracterização fenotípica dos linfócitos T e das células NK 

A caracterização fenotípica das células é feita pela identificação de antigénios de 

superfície que nos permitem distinguir as várias linhagens celulares. O CD45 possibilita a 

identificação de leucócitos, o CD3 dos linfócitos T, o CD3 e o CD56 das células NK 

(CD3-CD56+) e dos linfócitos T citotóxicos (CD3+CD56+). 

Os linfócitos T maduros são identificados pela presença de CD3 à superfície 

associado ao complexo receptor da célula T (TCR)/CD3. A porção extra-citoplasmática 

das cadeias a e (3 do TCR é constituída por dois domínios semelhantes às 

imunoglobulinas (Ig). A porção transmembranar da cadeia a é formada por dois resíduos 

de aminoácidos carregados positivamente enquanto que a cadeia (3 apenas apresenta um, 

sendo o domínio intracelular de ambas as cadeias pequeno.13 O CD45 é uma glicoproteína 

transmembranar expressa na superfície de todas as células hematopoiéticas nucleadas. As 

isoformas do CD45 permitem distinguir os linfócitos T naive (CD45RA+CD45RO-) dos 

linfócitos T memória/activados (CD45RA-CD45RO+). Após activação dos linfócitos T 

naive, a expressão de CD45RA diminui, sendo esta diminuição acompanhada de um 

aumento da expressão de CD45R0.15 Portanto durante o processo de estimulação, as 

células naive (CD45RA+CD45RO-) convertem-se em células de memória (CD45RA-

CD45RO+). Finda a estimulação antigénica as células de memória adquirem uma baixa 

expressão de CD45RA e de CD45RO, mas não revertem novamente em células naive. 

Fenotipicamente as células NK são caracterizadas pela presença de CD56 e pela 

ausência de CD3 (CD56+CD3-), além de não exprimirem receptores específicos para os 

antigénios tais como Ig e o complexo TCR, do qual faz parte o CD3.9'14'17 De acordo com 

a intensidade de expressão de CD56 na sua superfície, as células NK podem ser divididas 

em duas sub-populações. A maioria das células NK humanas (90%), apresentam uma 
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baixa intensidade de expressão de CD56 e são por isso denominadas de CD56 im (CD56+) 

e exprimem elevados níveis de CD 16 (CD 16++). Os restantes 10% apresentam elevada 

intensidade de expressão do iintigénio CD56 sendo por isso designadas de CD56 ngin 

(CD56++) e não exprimem CD16 (CD16-) ou apresentam baixa expressão de CD16 

(CD16+).18'19'20 

Para além destas características fenotípicas, os linfócitos T e as células NK 

exprimem um elevado número de antigénios de superfície, os quais podem ser usados 

para distinguir estes tipos de células. Estes antigénios pertencem a diferentes famílias, de 

acordo com a sua estrutura molecular. 

2.2.1. Receptores da super-família das imunoglobulinas 

As moléculas pertencentes à super-família das imunoglobulinas incluem um vasto 

grupo de receptores de superfície caracterizado por possuírem uma região semelhante às 

lg. Os membros desta família são responsáveis por diversas funções imunes, 

particularmente no reconhecimento de antigénios de superfície das células. Esta super-

família inclui entre outros, o CD3, CD4, CD8, CD28, CD80, CD86, CD150 e o CD152. 

Todos os linfócitos T maduros exprimem na sua superfície o CD3, o qual está 

associado ao TCR, formando o complexo TCR/CD3. O complexo CD3 é formado por 

três proteínas da super-família das Ig e por um dímero de polipeptideos. As moléculas 

possuem na porção intra-citoplasmática receptores ITAM ("tyrosine base activation 

motifs") que são responsáveis pela transdução de sinais de activação após contacto do 

TCR com os antigénios.13'21 
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As moléculas CD4 e CD8 são glicoproteínas expressas à superfície celular, sendo 

a porção extra­citoplasmática de ambas constituída por domínios imunoglobulínicos. ' 

Com base na expressão de CD4 e CD8, os linfócitos T podem ser divididos em duas sub­

populações funcionalmente distintas, sendo denominados de linfócitos T auxiliares 

(Thelper­ Th) e linfócitos T citotóxicos (Tc). Os linfócitos Th apresentam na sua 

membrana o antigénio CD4 (CD4+) e os linfócitos Tc apresentam na sua membrana o 

antigénio CD8 (CD8+).22'23 

O CD28 é uma potente molécula co­estimuladora na activação dos linfócitos T. 

No sangue periférico este antigénio é expresso em 95% dos linfócitos CD4+ e em mais de 

50 % dos linfócitos CD8+.24"27 Esta molécula de activação possui dois ligandos, o CD80 e 

o CD86, os quais são expressos nos linfócitos T e B activados. ' ' O CD152 (CTL­4) 

partilha os mesmos ligandos com o CD28, mas são funcionalmente distintos. Enquanto o 

CD28 transmite sinais estimuladores aos linfócitos T, a ligação do CTL­4 ao CD80 e ao 

CD86 produz um sinal inibidor da activação dos linfócitos T. Em contraste ao CD28, o 

CD 152 é unicamente expresso em linfócitos T activados.25'31 A molécula de superfície 

CD 150 (SLAM) é expressa em linfócitos T do sangue periférico CD45RO+ CD45RA­ e 
■j'y i i 

está envolvida na activação dos linfócitos T. 

2.2.2. Moléculas de adesão, activação e receptores de citocinas 

Algumas das moléculas de adesão presentes na superfície dos linfócitos e das 

células NK são o CD2, o CD7, antigénios pertencentes à família das integrinas 02 

(CD 1 la/CD 18, CD11 b/CD 18 e CD 11 c/CD 18) e à família da L­selectina (CD62L). 
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A molécula CD2 está presente em cerca de 75% dos linfócitos do SP, sendo um 

ligando para a molécula de adesão o Lymphocyte-function-associated antigens (LFA-3), 

presente nas células alvo. A distribuição de CD2 divide as células NK circulantes em três 

sub-populações distintas: as células NK CD56++ apresentam uma elevada intensidade de 

expressão de CD2, cerca de 80% das células CD56+ exprimem quantidades normais de 

CD2 e os restantes 20% não exprimem este marcador.38' ' 

O antigénio CD7 é expresso nos linfócitos T e nas células NK. O ligando para esta 

molécula é ainda desconhecido, pensando-se que poderá estar envolvido na adesão e na 

activação dos linfócitos T e das células NK. Vários estudos mostraram que a ligação do 

CD7 induz respostas proliferativas, modula a adesão das células T, aumenta a expressão 

dos receptores de interleucina-2 (IL-2) e favorece a secreção de IL-2. Nas células NK, a 

ligação ao CD7 promove a proliferação celular e a produção de interferão gama (IFN-

Y)-4''42 

A molécula de adesão CD62L (L-selectina) é expressa na maioria dos linfócitos T, 

B, neutrófilos, monócitos, células NK e das células hematopoiéticas malignas. ' Das 

sub-populações leucocitárias, as células NK CD56-H- são as que apresentam maior 

intensidade de expressão de CD62L (95%), enquanto só 25% das células NK CD56+ são 

CD62L+.45 A função do CD62L é mediar a migração dos linfócitos e das células NK para 

os nódulos linfáticos periféricos e desempenha um importante papel na migração destas 

células ao longo do endotélio activado. ' 

Os três antigénios pertencentes à família das integrinas p2: CD 11 a/CD 18, 

CD 11 b/CD 18 e CD 11 c/CD 18 são compostos por duas subunidades, uma subunidade p2 

(CD 18) partilhada por todas as integrinas e uma subunidade a que varia de integrina para 

, • 48,49,50 
integrina. ' ' 
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O antigénio CD 11 a, em associação com subunidade CD 18, sem a qual não actua, 

forma a integrina aL(32, um heterodímero também designado LFA-1. A sua função é 

essencialmente de adesão entre leucócitos durante a resposta imune, tendo ainda um papel 

importante na migração leucocitária através do endotélio, por ligação às moléculas de 

adesão intracelular-1 (Intracelular Adhesion Molecule- IÇAM) (CD54), ICAM-2 

(CD102) e ICAM-3 (CD50).48 O CDllb constitui a subunidade a da integrina aMp2, 

formando um heterodímero também designado de receptor do complemento 3 (CR3) e 

que está presente em maior abundância em neutrófilos e em monócitos/macrófagos. 

Como molécula de adesão liga-se essencialmente a proteínas solúveis como o 

fíbrinogénio e a moléculas de adesão endotelial como ICAM-1. Tem, assim, um papel 

importante nos fenómenos de extravasão e quimiotaxia durante o processo inflamatório. 

O CD1 lc corresponde à subunidade a da integrina ax[32, conhecida também por pl50,95. 

Este antigénio é expresso em mais de 80% das células NK e em menos de 20% dos 

linfócitos T. Actua em sinergia com o CR3, pelo que se liga ao mesmo tipo de moléculas 

e tem funções semelhantes, tais como a de receptor fagocítico e molécula de adesão 

envolvida na migração de células mielóides através do endotélio. 

Apesar dos antigénios CD28, CD80, CD86, CD150 e CD152 serem classificados 

como receptores da super-família das imunoglobulinas, funcionam como moléculas co-

estimuladoras dos linfócitos T e das células NK. Uma das moléculas de activação 

estudada foi o HLA-DR que constitui o epítopo monomórfico da molécula do complexo 

leucocitário humano (Human Leucocyte Antigen - HLA) de classe II. É uma glicoproteína 

transmembranar constituída por duas cadeias, uma cadeia a e uma cadeia (3. É expresso 

constitutivamente em linfócitos B, células dendríticas, células endoteliais e, após 

activação, em linfócitos T e em células NK.51 A expressão do HLA-DR é regulada 
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positivamente pela acção de citocinas e pelo contacto célula a célula. A principal citocina 

c 1 

que conduz ao aumento da expressão de HLA-DR é o IFN-y. 

As citocinas participam na regulação do desenvolvimento de uma resposta imune 

efectora, através da sua ligação a receptores específicos existentes nos vários tipos de 

células.52 Os receptores da IL-2 desempenham importantes papéis na diferenciação e 

activação de linfócitos T e de células NK, sendo constituído pelo menos por três 

subunidades: a (CD25), p (CD122) e y (CD132).13 O CD25 corresponde à cadeia a do 

receptor de IL-2 de alta afinidade (IL-2Rctpy), embora quando expresso isoladamente 

demonstra baixa afinidade para a IL-2. O IL-2RaPy é apenas expresso constitutivamente 

em células CD56++, que, na presença de baixas doses desta citocina demonstram 

capacidade proliferativa.18'19 Nas células do SP, o CD25 é expresso em linfócitos T em 

repouso, em linfócitos CD4+ mas não nos linfócitos CD8+. Quando activados, tanto os 

linfócitos CD4+ como os linfócitos CD8+ exprimem CD25.53 O antigénio CD 122 é 

detectado em 5-15% dos linfócitos do sangue periférico e constitui a subunidade p do 

receptor de IL-2 de alta afinidade assim como do receptor de IL-2 de afinidade intermédia 

(IL-2RPy) sendo expresso em células NK, linfócitos T e B, monócitos e em precursores 

mielóides. Os linfócitos CD8+ exprimem significativamente CD 122 mas têm baixa 

intensidade de expressão de CD25, enquanto que os linfócitos CD4+ apresentam baixa 

expressão de CD 122 e nenhuma de CD25. Contudo quando as células CD4+ são 

activadas apresentam elevada expressão deste antigénio. ' 

A molécula CD117 ou c-kit constitui o receptor para o factor de crescimento, stem 

cell factor (SCF), também chamado mast cell growth factor (MGF).56 É constitutivamente 

expresso em células progenitoras hematopiéticas, mastócitos, células germinais e em 

melanócitos, sendo essencial para o seu desenvolvimento.57 Está também presente nas 
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células NK CD56++ conferindo-lhes o carácter de células com elevada capacidade 

proliferativa.19 

2.2.3. Receptores das células NK 

As células NK possuem, na sua superfície, receptores de linhagem NK, bem como 

um conjunto de receptores, conhecidos como receptores das células NK (NK receptors -

NKRs), que se ligam a moléculas HLA de classe I que são fundamentais para distinguir 

células normais de células transformadas e/ou estranhas e, deste modo, inibir ou activar a 

lise da célula alvo. Na sua superfície distinguem-se os receptores de inibição que 

impedem a destruição de células com HLA classe I e os receptores de activação que 

permitem a lise de células com moléculas de HLA classe I alteradas. ' ' 

Os NKRs de acordo com a sua estrutura podem ser classificados em três super-

famílias: a) receptores killer do tipo super-família das imunoglobulinas (Killer cell-Ig-like 

receptor, KIR), que reconhece primariamente HLA-A, -B e -C; b) receptores da super-

família das lectinas de tipo C que reconhece HLA-E e c) receptores de citotoxicidade 

natural (NCRs), classe recentemente descrita e cujos ligandos são ainda 

desconhecidos.59'60 
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2.2.3.1. Receptores de linhagem NK 

Os receptores de linhagem NK, são receptores cujo padrão de expressão permite 

definir a população de células NK, sendo os mais característicos os CD56, CD 16 e o 

CD57. 

A molécula CD56, também designada por N-CAM, é uma isoforma da molécula 

de adesão das células neuronais, pertencente à super-família das Ig e foi primeiramente 

identificada no tecido neuronal. Como este antigénio está presente na superfície de todas 
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as células NK, foi considerado o principal marcador para identificar este tipo celular. ' 

O CD 16 (receptor FCylII) é uma glicoproteína transmembranar e constitui o 

receptor para a região Fe da IgG, estando portanto envolvido numa das vias de activação 

das células NK, devido à formação do complexo oligomérico do receptor das células NK 

que medeia a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). ' Está presente 

na grande maioria das células NK do sangue periférico (90%), mas pode também ser 

encontrado na superfície de outras células, tais como neutrófilos, macrófagos e um 
i o n 

pequeno grupo de linfócitos T. ' 

A molécula de adesão CD57 está presente em pequenas populações de células NK 

e de linfócitos T. O significado funcional de expressão de CD57 na superfície de algumas 

células NK ainda não é conhecido. 
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2.2.3.2. Receptores pertencentes à super-família de receptor killer semelhantes às 

imunoglobulinas - KIRs 

Os KIRs são proteínas de membrana do tipo I (terminal amino extracelular) que 

contêm dois ou três domínios extracelulares do tipo lg. Incluem, entre outros, os antigénios 

CD158 (p58) e NK(31 (p70) que reconhecem, respectivamente, HLA-C e HLA-B. De 

acordo com o comprimento da sua cauda citoplasmática um KIR pode sinalizar a inibição 

(caudas longas) ou activação (caudas curtas) do processo de citotoxicidade quando uma 

molécula de HLA classe I é reconhecida.60'61 Assim, longas caudas citoplasmáticas contêm 

Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITMs) que sinalizam a inibição do 

mecanismo de citotoxicidade quando o KIR está ligado de modo apropriado com a 

molécula de HLA classe I para a qual é específico.64 Estes KIRs de inibição contêm uma ou 

duas sequências ITIM e quando a tirosina desses motivos é fosforilada, recrutam e activam 

a SHP-1 fosfatase conduzindo à inibição do sinal.65 KIRs com caudas citoplasmáticas curtas 

associam-se de modo não covalente a moléculas citoplasmáticas DAP12 que sinalizam a 

activação quando o KIR está ligado.66'67 O DAP 12 é um homodímero ligado por pontes 

dissulfureto, que contém moléculas ITAM e que funciona como unidade de transdução do 

1 7 fit*) 

sinal conduzindo à activação da citotoxicidade. ' 

2.2.3.3. Receptores pertencentes à super-família das lectinas de tipo C - KLRs 

Os KLRs pertencem à família das lectinas de tipo C sendo assim designados por 

possuírem domínios que reconhecem carbohidratos dependentes de cálcio. Os receptores 

são glicoproteínas transmembranares de tipo II (terminal amino intracelular) podendo 
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existir como homodímeros (CD69) ou como heterodímeros (CD94/ NKG2A, -B, -C ou -E) 

ligados por pontes dissulfureto.59 A molécula CD69 constitui um dos primeiros marcadores 

expresso em células NK activadas, após estimulação por agentes mitogénicos, sendo 

rapidamente induzida após estimulação com IL-2.68 Está presente apenas numa pequena 

percentagem de células NK, linfócitos T e B do sangue periférico. A expressão deste 

antigénio representa um dos estádios iniciais no processo de activação de linfócitos e que 

precede a proliferação dos linfócitos sendo por isso considerado um marcador geral de 

linfócitos activados.69 Um outro receptor de activação pertencente a esta família é o 

CD161.70 É uma glicoproteína de membrana expressa nas células NK do sangue periférico 

mas também já foi detectada num pequeno grupo de linfócitos CD4+ ou CD8+ que 

exprimem o receptor TCRa(3. Relativamente à sua função, estudos recentes indicam que 

este receptor tem um papel essencial na regulação da actividade citolítica das células NK 

activada por outras moléculas na sua superfície, nomeadamente o CD 15 8a. 

A família das lectinas de tipo C inclui ainda o heterodímero CD94/NKG2 que é 

composto por duas glicoproteínas, a molécula CD94, marcadora de células imaturas, e uma 
/TC 7 1 

molécula pertencente à família NKG2, ligadas por pontes dissulfureto (Fig.2). ' 

HKRs de inibição específicos para HLA-Classe l 

Ugando: HLA-E HLA-C BLA-AâB 
Receptor: C094WKG2 pSSKIR 

COOH COOH 

Domínio lecitina 
de tipo C 

NKG2A 

NHO 

Domínio 
sup Ig 

COM 

NHO 

pVO KIR 
H HO 

c c c 
COOH 

Fig.2 - Esquema dos NKRs de inibição específicos das moléculas de HLA classe I. Adaptado de Campbell 

KS. Signal transduction by inhibitory receptors on human Natural Killer cells. Eur. J. Immunol 1998; 

28:599-609. 
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Estes receptores podem ser de inibição (NKG2A, NKG2B) ou de activação 

(NKG2C, NKG2E) dependendo do tamanho das suas caudas citoplasmáticas.71'72 Assim, 

os receptores de inibição (CD94/NKG2-A, -B) possuem longas caudas citoplasmáticas 

com duas sequências ITIM. Pela sua ligação a substratos efectores, como fosfatases de 

tirosina SHP-1 e SHP-2, causam a inibição da citotoxicidade das células NK e a secreção 

de citocinas. Em contrapartida, os receptores de activação (CD94/NKG2-C, -E) possuem 

caudas citoplasmáticas curtas e, para transmitirem o sinal de activação, ligam-se à 

molécula dimérica KARAP12/DAP12 com uma sequência ITAM.73'74'75 

2.3. Caracterização funcional dos linfócitos T e das células NK 

2.3.1. Produção de citocinas 

Os linfócitos são as células que reconhecem especificamente e respondem a 

qualquer tipo de antigénios.76 Eles não só localizam como também activam muitos 

mecanismos efectores que são necessários para eliminar os antigénios estranhos ao 

organismo.76'77 Em resposta à estimulação antigénica, os linfócitos e as células NK 

segregam citocinas que promovem a proliferação e a diferenciação dos linfócitos T, bem 

como de outras células leucocitárias. 

Com base no padrão de produção de citocinas os linfócitos CD4+ podem ser 

subdivididos em linfócitos Thl e Th2. Os linfócitos Thl segregam IL-2, factor de necrose 

tumoral (TNF-a) e IFN-y, enquanto que os Th2 libertam interleucina-4 e 10 (IL-4 e IL-

10).78'79 A população ThO é precursora dos linfócitos Thl e Th2, podendo ser considerada 

como uma terceira sub-população, a qual liberta todas as citocinas (Fig.3). ' As 
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citocinas produzidas pelos linfócitos Th desempenham um papel central na activação dos 

linfócitos T, B e de outras células que participam na resposta imune. As citocinas 

produzidas pelas células Thl induzem a inflamação e activam principalmente certo tipo 

de linfócitos T e macrófagos, enquanto as Th2 activam principalmente os linfócitos B e as 

respostas imunes dependentes de anticorpos. ' ' 

IL-2 

i i i t igcmo 

Fig.3 - Esquema da produção de citocinas pelos linfócitos CD4+. Adaptado de Alistair Noble & David M 

Kemeny. Do functional subsets of leukocytes arise by divergent or linear differentiation? Immunology 2002; 

106:443-46.81 

Os linfócitos CD8+, durante muitos anos foram considerados como uma 

população homogénea de células citotóxicas produtoras de um número limitado de 

citocinas. Recentemente, tornou-se claro que os linfócitos CD8+ têm um padrão de 

produção de citocinas idêntico ao dos linfócitos CD4+. Os linfócitos Tc, com base nas 

citocinas que produzem podem também ser divididos em dois grupos, sendo designados 

de células Tel e Tc2.78 De igual modo, as células NK podem ser divididas em NK1 e 
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NK2. As células NK1 produzem IFN-y mas não IL-4, IL-5 e IL-13, enquanto as células 

NK2 não produzem IFN- y mas produzem IL-4, IL-5 e IL-13.85 Portanto, o IFN-y permite 

• 78 

distinguir uma resposta celular do tipo 1 e a IL-4 uma resposta celular do tipo 2. 

O IFN-y é uma citocina com actividade anti-viral e anti-proliferativa, a qual se liga 

a receptores existentes na superfície das células de modo a activar respostas biológicas 

importantes.86 Esta citocina é responsável pela activação dos macrófagos, aumentando 

assim a sua actividade anti-tumoral e pelo controlo da diferenciação dos linfócitos B, 

aumentando ou diminuindo a sua resposta imune.87 A IL-4 é uma citocina pleiotrópica 

que possui um efeito antagonista ao IFN-y. A detecção da produção da IL-4 é muito 

difícil devido à vasta distribuição dos seus receptores (IL-4R) pelos vários tipos de células 

existentes no sangue.88 A IL-4 é produzida em baixas quantidades, contudo as 

quantidades produzidas são biologicamente significativas. Mesmo após estimulação a 

concentração de IL-4 é 100 vezes inferior à concentração de IFN-y.89'90 A quantificação 

de células produtoras destas citocinas requer uma técnica muito sensível, como é o caso 

do ELISPOT (enzyme-linked immunospot) que possui uma sensibilidade 200 vezes 

superior à técnica convencional ELISA e não é radioactivo.90 Com a técnica ELISPOT é 

possível avaliar a concentração de células produtoras de IFN-y e IL-4, permitindo 

diferenciar e descriminar os Thl dos Th2, Tel dos Tc2 e as NK1 das NK2. Nesta técnica 

as células são estimuladas com antigénios ou mitogénios e depois incubadas com 

anticorpos específicos para as citocinas que se pretendem avaliar. As citocinas produzidas 

aparecem como spots coloridos, que podem variar no tamanho e na cor. * 
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2.3.2. Actividade citotóxica das células NK 

O reconhecimento das células alvo pelas células NK pode ser realizado de dois 

modos distintos. As células NK têm a capacidade de reconhecer anticorpos à superfície 

das células alvo e de accionarem o mecanismo ADCC (Fig.4).17'91 A associação do CD 16 

com as cadeias de transdução de sinal CD3Ç e FceRIy formam o receptor ADCC (ADCC-

R), o qual é responsável pela ADCC provocando a lise das células alvo. As cadeias CD3 

e FceRIy exprimem na sua cauda citoplasmática imuno-receptores ITAM que são 

responsáveis pela transdução de sinais de activação. A activação de células NK mediada 

pelo CD 16 promove, além da actividade citolítica, a fosforilação de resíduos de tirosina 

de várias proteínas reguladoras, assim como a libertação de citocinas.92 Na ausência de 

anticorpos, este receptor não é utilizado para iniciar a actividade citotóxica. 

Citotoxicidade celular dependente de 
anticorpos 

(ADCC) 

Fig.4 - Representação esquemática do mecanismo da citotoxicidade celular dependente de anticorpos 

(ADCC). Adaptado de WWW.pathoindia.com/update6.html.91 

Uma segunda forma das células NK reconhecerem as células alvo é através da 

diferente expressão de moléculas de HLA classe I por parte das células alvo. De acordo 
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com o modelo inicialmente proposto por Karre e Ljunggren93 da hipótese do "missing 

self onde a função das células NK é reconhecer e destruir as células que não exprimem 

ou que tenham alterações nas moléculas HLA de classe I. O equilíbrio entre os sinais de 

activação e os de inibição e a sua regulação torna as células NK capazes de distinguir as 

células normais das células malignas. Quando a célula exprime quantidades normais de 

HLA de classe I liga-se aos receptores de inibição existentes nas células NK bloqueando 

as cascatas de sinais que levariam à lise.58 Os receptores possuem na sua cauda 

citoplasmática moléculas ITIM com diferentes estruturas moleculares e especificidade 

para o HLA, gerando um sinal que se sobrepõe ao sinal de activação, impedindo a morte 

da célula.61 Quando a célula alvo é uma célula tumoral que perdeu ou possui baixos níveis 

de moléculas de HLA classe I que não são detectados pelos receptores de inibição, são 

gerados sinais de activação pela ligação aos receptores de activação tais como o CD2, 

CD 16 ou CD28 iniciando a via de transdução de sinal de activação da citotoxicidade, que 

vai culminar na morte da célula alvo (Fig.5). 

Receptor de inibição 

HLA-classe I 

Â fc* y^^<? cé 

Receptor de inibição 
Célula tumoral ou 
infectada por vírus 

Célula Normal 

—» Hão ocorre lise 

w ^ Lise 

Fig.5 - Modelo de omissão do próprio proposto para explicar o mecanismo de citotoxicidade das células 

NK. Adaptado de www.elmo.shore.ctc.edu/biotech/immunology/notes4-4.htm.94 
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Fig.6 - Esquema da destruição de uma célula alvo por uma célula NK pela acção de perforinas e granzimas. 

Adaptado de WWW.bccancer.bc.ca.96 

Após a estabilização da ligação da célula NK/célula alvo, através das moléculas de 

adesão, ocorre uma orientação dos grânulos para o local de contacto e a célula NK liberta 

o conteúdo dos grânulos.95 A perforina libertada forma vários poros na membrana da 

célula alvo que vão permitir a entrada de granzimas, desencadeando-se uma série de 

reacções que irão culminar na morte da célula (Fig.6). ' 
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3. Acção do G-CSF nos linfócitos e nas células NK 

O G-CSF é a citocina mais utilizada na mobilização das CPH da medula óssea 

para o sangue periférico em dadores e em doentes. Contudo, existem estudos que 

demonstram que esta citocina provoca uma supressão da função dos linfócitos e células 

NK.97'98 Algumas hipóteses foram formuladas de modo a explicar os mecanismos de 

indução da imunosupressão pelo G-CSF. Besinger et ai99 verificaram uma diminuição da 

função efectora imune das células mononucleares presentes nos enxertos, sugerindo uma 

imunosupressão generalizada. Joshi et ai2 propõem que a diminuição da função dos 

linfócitos e das células NK se deve à secreção de citocinas secundárias por parte de 

células acessórias do sistema imune. Kitabayashi et ai100 sugerem que o G-CSF pode 

regular a produção de IFN-y por estas células. As interacções dos linfócitos e das células 

NK com células supressoras (granulócitos) constituem a hipótese proposta por Taga et 

ai101 para explicar este fenómeno. Outros estudos indicam que alguns monócitos presentes 

nas CPSP mobilizadas com G-CSF podem ser responsáveis pelas imuno-disfunções 

verificadas.102'103 

Weaver et ai104 analisaram as sub-populações dos linfócitos T em células 

mobilizadas e verificaram um aumento na frequência de linfócitos CD3+, CD4+, CD8+, 

CD 19+ e CD20+ após 3 dias de mobilização, porém estes valores baixaram nos 4 e 5 dias 

de mobilização para valores inferiores aos obtidos antes da administração de G-CSF. 

Reyes et ai98 verificaram que a percentagem de células CD4+ e CD8+ não modificou 

durante o tratamento com esta citocina, embora tenha ocorrido uma expansão das células 

CD4+CD45RO+ associada a uma diminuição das células CD4+CD45RA+. 

Sloand et ai105 sugerem que o G-CSF modula o equilíbrio entre os linfócitos Thl e 

Th2 a favor dos Th2, devido à diminuição da produção de IFN-y e ao aumento da 
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produção de IL-4. De acordo com vários estudos, os doentes alotransplantados com CPSP 

não apresentam um aumento na incidência ou severidade da doença de enxerto contra 

hospedeiro aguda, apesar do número de células CD3+ ter aumentado 10 vezes nas CPSP, 

comparativamente ao transplante de medula óssea clássico. ' 

23 



OBJECTIVOS 



O principal objectivo deste estudo foi avaliar o efeito do G-CSF nas células dos 

enxertos hematopoiéticos, nomeadamente no fenótipo e na produção de IFN-y e IL-4 

pelos linfócitos e pelas células NK. 

Inicialmente caracterizaram-se fenotipicamente as referidas células no SP dos 

dadores e dos doentes, de modo a definir o padrão de expressão dos antigénios de 

linhagem linfocitária, linhagem NK, das moléculas de adesão e de activação e dos 

receptores de citocinas. Comparou-se o fenótipo dos linfócitos e das células NK do SP e 

da Cit nos dadores e nos doentes, de modo a avaliar a possível acção do G-CSF. 

Em ambos os grupos, quantificou-se as células mononucleares produtoras de 

IFN-y e IL-4 do SP e da Cit. 

Com este estudo dos linfócitos e das células NK dos enxertos hematopoiéticos, 

pretendeu-se compreender a possível função destas células quando infundidas nos 

doentes. 
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MATERIAL E MÉTODOS 



1. Grupos estudados 

O sangue periférico (SP) e a citaferese (Cit) foram obtidos de doentes candidatos 

a autotransplante e de dadores de CPSP para alotransplante. O grupo "dadores" integrou 

vinte e sete indivíduos e o grupo "doentes" vinte e seis indivíduos com hemopatias 

malignas, tais como mieloma múltiplo (MM), doença de Hodgkin (DH) e linfoma não 

Hodgkin (LNH) (Quadro 1). 

Quadro 1 - Caracterização dos grupos estudados 

Dadores Doentes 

Idade 
(Mediana) 

35 53 

Sexo 
Masculino 
Feminino 

12 
15 

13 
13 

Diagnóstico — 
11 MM 
8 LNH 
7DH 
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2. Amostras e colheita de CPSP 

As CPH foram mobilizadas para o SP com G-CSF. Aos dadores foi administrada 

uma dose de G-CSF de 12 ug/kg/dia e aos doentes uma dose de 10-16 ^g/kg/dia 

(dependendo do diagnóstico), por via subcutânea durante 5 dias consecutivos. Os SP 

foram colhidos antes da mobilização com G-CSF e as CPSP ao quinto dia de 

mobilização por citaferese. 
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3. Imunofenotipagem 

Na imunofenotipagem utilizaram-se anticorpos monoclonais conjugados com 

fluoresceína (FITC) / ficoeritrina (PE) / "peridinin chlorophill protein conjugate" 

(PerCP) ou PerCP Cy5.5 / aloficocianina (APC). 

No estudo dos linfócitos usou-se o anticorpo anti-CD3 na quarta fluorescência, 

excepto numa combinação em que se utilizou o CD 152. Nas restantes fluorescências os 

marcadores utilizados foram os seguintes: CD3 (PerCP), CD4 (PE, FITC ou PerCP), 

CD8 (PerCP), CD14 (PE), CD19 (PerCP), CD25 (PE), CD28 (PE), CD45 (FITC), 

CD45RO (FITC), CD45RA (PE), CD62L (FITC), CD80 (FITC), CD86 (PE), CD95 

(FITC), CD122 (FITC) e CD150 (PE). 

As células NK foram marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD56 

(PC5-ficocianina) e anti-CD3 (APC) na terceira e na quarta fluorescência 

respectivamente, tendo-se usado os seguintes anticorpos monoclonais para as restantes 

fluorescências: CD2 (PE), CD7 (FITC), CDlla (FITC), CDllb (PE), CDllc (PE), 

CD16 (FITC), CD25 (PE), CD57 (FITC), CD62L (FITC), CD94 (FITC), CD69 (PE), 

CD117 (FITC), CD122 (FITC), CD158a (FITC), CD161 (PE), CDHLA-DR (PE), 

CDNKpl (PE) e Granzima B (PE). 

3.1. Técnica de Marcação 

Os volumes de anticorpo monoclonal utilizados na marcação de células (5 a 

1 Oxl 05cel/ lOOul) foram os aconselhados pelos fabricantes. Após a adição dos 

anticorpos monoclonais, as amostras incubaram à temperatura ambiente e no escuro 
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durante 15 minutos. Posteriormente foram sujeitas a lise eritrocitária com 2 ml de 

FACS™ Lysing Solution (BD- ENZIfarma) durante 10 minutos nas mesmas condições 

de temperatura e obscuridade. Decorrido este tempo, as células foram centrifugadas a 

1500 r.p.m. durante 5 minutos e os sobrenadantes rejeitados. Finalmente fixaram-se as 

células com 300 ul de CELLFix™ (BD- ENZIfarma). 

Para a granzima B utilizou-se um protocolo de permeabilização da membrana 

uma vez que esta é um marcador intracitoplasmático. Após a incubação com os 

anticorpos monoclonais (anti-CD94, anti-CD56 e anti-CD3) e a lavagem das células, 

rejeitou-se o sobrenadante. As células foram fixadas com 100 uL de meio de fixação 

(solução A; Caltag Laboratories) durante 15 minutos, no escuro e a temperatura 

ambiente. Procedeu-se depois à lavagem das células e à rejeição do sobrenadante. As 

células foram então, suspensas em 100 ul de meio de permeabilização (solução B; 

Caltag Laboratories) e incubadas com o anticorpo granzima B durante 15 minutos nas 

mesmas condições de temperatura e obscuridade. No fim deste tempo executou-se nova 

lavagem das células e sua fixação. 

3.2. Citometria de fluxo 

3.2.1. Aquisição 

A aquisição das amostras foi realizada por citometria de fluxo, utilizando-se um 

FACSCalibur (BD- ENZIfarma) equipado com dois lasers, um de Árgon e outro de 

Néon, o que permitiu a visualização simultânea de quatro fluorescências. O software 

usado na aquisição das amostras foi o CELLQuest 3.3 (BD- ENZIfarma). No estudo dos 
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linfócitos adquiriram-se 60.000 eventos e para as células NK 90.000, garantindo-se 

assim a representatividade de cada uma das populações estudadas. 

3.2.2. Análise das populações leucocitárias 

A análise dos eventos adquiridos foi efectuada com o programa BD CellQuest 

Pro (ENZIfarma). As diferentes populações estudadas foram seleccionadas pela sua 

granularidade, tamanho e intensidade de expressão dos antigénios. No "dot plot" 

"Forward Scatter/Side Scatter" (FSC/SSC) fez-se urn gate na região dos linfócitos de 

modo a obter uma percentagem de células CD45+ maior que 95% e de CD 14+ 

(monócitos) menor que 5% (Fig.7a,b). Posteriormente nesta região avaliou-se a 

expressão de CD3 de modo a determinar a percentagem de linfócitos T (CD3+) (Fig.7c) 

e no "dot plot" CD3/CD56 determinou-se a percentagem de células NK (CD3-CD56+) 

e linfócitos Tc (CD3+CD56+) (Fig.7d). Os resultados foram expressos em percentagens 

de células positivas para cada marcador. 
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Fig.7 ­ Exemplo da análise sequencial realizada para o estudo das populações leucocitárias. a) Região dos 

linfócitos b) "dot plot" CD45/CD14 c) "dot plot" CD3/CD19 d) "dot plot" CD3/CD56. 

3.2.3. Análise fenotípica dos linfócitos 

A região dos linfócitos foi definida no "dot plot" FSC/SS, a partir da qual se 

avaliou a expressão dos marcadores de superfície estudados (Fig. 8). 
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Fig.8 ­ Exemplo da análise sequencial realizada para o estudo do fenótipo dos linfócitos. O exemplo aqui 

demonstrado refere­se à expressão do CD45RO, tendo­se procedido de igual modo para a análise dos 

outros marcadores, a) Região dos linfócitos. b) "dot plot" CD3/CD45RO. c) "dot plot" CD45RO/CD4. 

d) "dot plot" CD45RO/CD8. 

3.2.4. Análise fenotípica das células NK 

No "dot plot" FSC/SSC definiu­se a região dos linfócitos (Fig.9a). Como as 

células NK são caracterizadas fenotipicamente como CD3­CD56+ foi construído um 

"dot plot" CD3/SSC onde se seleccionaram as células CD3­ (Fig.9b). A partir desta 

população fez­se um "dot plot" CD3/CD56 no qual se seleccionaram as células CD56 

positivas. De acordo com a intensidade de expressão de CD56 definiram­se duas 
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regiões, uma para as células CD56++ e outra para as células CD56+ (Fig.9c). Nestas 

duas sub­populações de células NK foi estudada a expressão dos restantes marcadores 

(Fig.9d,e). 
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Fig.9 ­ Exemplo da análise sequencial efectuada para o estudo fenotipico das células NK. a) Região dos 

linfócitos. b) Região dos eventos CD3­. c) Selecção das células CD56+ e CD56++. d) Exemplo da 

expressão de dois marcadores nas células CD56+. e) Exemplo da expressão de dois marcadores nas 

células CD56++. RI ­ Região dos linfócitos. R2 ­ Região dos eventos CD3­. R3 ­ Região das células 

NK. R4 ­ Região das células CD56+. R5 ­ Região das células CD56++. 
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4. Quantificação de células mononucleares produtoras de citocinas por ELISPOT 

A técnica de ELISPOT foi montada de acordo com os protocolos estabelecidos 

, • . 90,107-110 
por vários autores. 

4.1. Preparação das células mononucleares 

Os ensaios para a quantificação de células mononucleares produtoras de 

citocinas foram realizados num grupo de cinco dadores e seis doentes (4 MM e 2 LNH). 

4.1.1. Isolamento e criopreservação 

Imediatamente após a colheita, o SP e a Cit foram diluídos 1:2 em RPMI 1640 

com 5% de L-glutamina e posteriormente isoladas em gradiente de Ficoll/Hypaque 

(10ml de amostra em 5ml de Ficoll) por centrifugação a 1600 r.p.m. durante 20 

minutos. A interface foi transferida para 1 tubo e as células foram suspensas em RPMI 

1640 e centrifugadas a 1100 r.p.m. durante 10 minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o 

pellet novamente suspenso. 

As células mononucleares, cuja concentração foi ajustada de modo a obter-se 

20x106 células/ml, foram criopreservadas em azoto líquido a -190°C, até ao dia da sua 

utilização. O meio de congelação consistiu numa solução de 80% albumina humana 

(Albumina Humana 5%, Octapharma) e 20% DMSO (B BRAUN). À suspensão celular 
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a congelar foi adicionado igual volume da solução de congelação sendo a concentração 

final de DMSO de 10% (v/v). 

4.1.2. Descongelação 

As amostras foram retiradas do tanque de azoto e colocadas em água a 37°C até 

descongelar. De seguida transferiu-se as amostras para tubos contendo RPMI 1640, 

centrifugou-se a 1100 r.p.m. durante 10 minutos e o sobrenadante foi rejeitado. 

A viabilidade das amostras foi determinada por citometria de fluxo através da 

marcação com 7 AAD, tendo-se obtido uma viabilidade superior a 80%. 

4.2. Quantificação do número de células produtoras de IFN-y e IL-4 

Um conjunto de placas foi preparado para a quantificação do IFN-y e outro para 

a IL-4, sendo os protocolos utilizados semelhantes. 

4.2.1. Revestimento das placas 

Os anticorpos de captura (IL-4 e INF-y) foram diluídos na solução tampão de 

revestimento*. Posteriormente as placas foram revestidas com lOOul/poço de anticorpo 

e incubaram durante a noite a 4°C. Após a incubação, o tampão de revestimento foi 

* Soluções descritas em anexo. 
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rejeitado e lavou-se os poços uma vez com 200ul/poço com a solução de 

bloqueamento*. De seguida os poços foram bloqueados com 200ul de solução de 

bloqueamento e as placas foram incubadas durante 2 horas à temperatura ambiente. 

Findo este tempo, rejeitou-se a solução de bloqueamento. 

4.2.2. Activação celular 

As células mononucleares foram diluídas de modo a obter-se as seguintes 

concentrações: 5x106, 5x105 e 5x104 células/ml, ajustando a concentração à viabilidade. 

Após a diluição do mitogénio (PHA) e do antigénio (PPD) em RPMI1640 com 10% de 

soro fetal bovino (FBS) e 1% de L-Glutamina (Gibco-BRL), foi colocado um volume 

de 100 ul/poço de PHA e PPD (Fig. 10a). Posteriormente, colocou-se 100 ul/poço de 

células de acordo com a Fig. 10a. As placas foram incubadas a 37°C, 5% de CO2 e 99% 

de humidade durante 48h para o caso do IFN-y e 24h para a IL-4 (Fig. 10b - etapas 1 e 

2). 

Soluções descritas em anexo. 
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Fig. 10 ­ Detecção das células mononucleares produtoras de IFN­y e IL­4 por ELISPOT: a) esquema de 

uma placa; b) técnica de detecção. Adaptado de www.ermm.cbcu.cam.ac.uk. 
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4.2.3. Detecção de spots 

Anticorpo de detecção 

No final da activação celular, as células em suspensão foram aspiradas e as 

placas foram lavadas duas vezes com água desionizada e três vezes com 200 ul/poço de 

solução tampão de lavagem I*, deixando as placas repousar durante 5 minutos entre 

cada lavagem. De seguida adicionou-se lOOul/poço de anticorpo de detecção biotinilado 

diluído em solução tampão de diluição* e as placas incubaram à temperatura ambiente 

durante 2 horas. Posteriormente lavou-se mais três vezes as placas com 200 ul/poço de 

solução tampão de lavagem I* (Fig. 10b - etapa 3). 

Enzima 

Adicionou-se 100 ul/poço de Avidina-HRP diluída em solução de diluição* e as 

placas foram incubadas à temperatura ambiente durante 1 hora. As placas foram 

novamente lavadas quatro vezes com 200 ul/poço de solução de lavagem I* e duas 

vezes com 200 ul/poço de solução tampão de lavagem II* (FiglOb - etapa 4). 

Substrato 

Colocou-se 100 ul/poço de solução final de substrato* e deixou-se desenvolver 

os spots (30 a 60min) (Fig. 10b - etapa 5). Para parar a formação dos spots lavaram-se 

* Soluções descritas em anexo. 
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os poços corn água desionizada e deixou-se as placas a secar ao ar durante 2 horas à 

temperatura ambiente e na obscuridade. As placas foram mantidas na obscuridade até 

posterior análise no Elispot reader. 

4.3. Análise 

As placas de ELISPOT foram lidas pelo Analyzer ImmunoSpot™ Series I na 

empresa CTL Europe LLC (Alemanha). O sistema fornece uma leitura automatizada das 

placas, permitindo deste modo uma análise detalhada. Os dados podem ser reanalisados 

através do programa ImmunoSpot Series I Satellite. 
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Soluções para o ELISPOT 

1. Solução tampão de revestimento (lx Phosphate Buffered Saline [PBS]): PBS 

pH7,2. 

2. Anticorpos de captura (IL-4 e IFN-y): diluir 1:200 em PBS estéril 

3. Solução de bloqueamento: RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 

1% de L-Glutamina (Gibco-BRL). 

4. Solução tampão de lavagem I: lxPBS com 0,05% Tween-20 (0,5ml Tween-20 

por IL de PBS). 

5. Solução tampão de diluição: lxPBS com 10% de FBS. 

6. Anticorpo de detecção biotinilado (IL-4 e IFN-y): diluir 1:250 em solução 

tampão de diluição. 

7. Avidina-HPR (BD): diluir 1:100 em solução tampão de diluição. 

8. Solução tampão de lavagem II: lxPBS 

9. Solução substracto: 



a) Preparação da solução stock de 3-amino-9-etil-carbazol (AEC): adicionar 

lOOmg de AEC (Sigma) a 100ml de N,N-dimetilformamida (DMF - Sigma). 

b) Preparação da solução acetato 0,1 M: adicionar 148ml de ácido acético 0,2M a 

352ml de acetato de sódio 0,2M. Adiciona-se água até perfazer um volume de 

IL de seguida ajusta-se o pH a 5,0. 

c) Preparação da solução substrato final: adicionar 333,3ul da solução stock de 

AEC a 10ml da solução acetato 0,1M. Filtrar através de um filtro de 0,45um. 

Adicionar 5ul de H2O2 (30%) e usar imediatamente. 
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5- Análise estatística 

Neste trabalho os valores das populações e sub-populações celulares, bem como 

dos antigénios expressos são apresentados, salvo indicação do contrário, em 

percentagens das medianas, sendo referido o valor mínimo e máximo. 

Na análise das populações celulares e da expressão de antigénios utilizaram-se o 

teste de Wilcoxon e o teste de Mann-Whitney, respectivamente para dados 

emparelhados e para dados não emparelhados, valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. A expressão dos antigénios foi considerada positiva, 

somente quando expressos em mais de 10% das células. 
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RESULTADOS 



1. Representatividade das populações leucocitárias do sangue periférico e da 

citaferese dos dadores e dos doentes 

Nos grupos estudados, comparou-se as percentagens das diferentes populações 

leucocitárias do SP e da Cit. Para tal foram quantificadas as percentagens dos linfócitos 

T (CD3+), linfócitos T citotóxicos (CD3+CD56+), linfócitos B (CD19+), células NK 

(CD3-CD56+) e das sub-populações de células NK: CD56++ e CD56+ (Quadro 2 e 3). 

Quadro 2 - Percentagens das sub-populações leucocitárias do sangue periférico e da citaferese dos 

dadores e dos doentes. 

Dadores Doentes 

SP Cit SP Cit 

Linf. T 
72 

(66-83) 
72 

(58-84) 
82 

(61-96) 
79 

(61-90) 

Linf. Tc 4 
(1-18) 

4 
(0-12) 

6 
(2-22) 

6 
(2-28) 

Linf. B 11 
(8-29) 

16 
(9-24) 

3 
(1-21) 

4 
(0-23) 

Céls. NK 
6 

(1-18) 
5 

(0-12) 
6 

(2-22) 
6 

(2-12) 

No SP dos dadores, os linfócitos T foram a população linfocitária predominante 

(72%), seguindo-se os linfócitos B com 11%, as células NK com 6% e os linfócitos Tc 

com 4%. Na Cit, os linfócitos T constituíram 72% do total de linfócitos, os linfócitos B 

foram a segunda população mais representada com 16%, seguida pelas células NK com 

5% e pelos linfócitos Tc com 4% (Quadro 2). 

Nos doentes, os linfócitos T representaram 82% dos linfócitos do SP e 79% dos 

linfócitos da Cit. Os linfócitos B corresponderam apenas 3% das células do SP e 4% das 
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células da Cit, enquanto os linfócitos Tc e as células NK estiveram presentes em 6% das 

células do SP e da Cit. Assim, quando comparados os grupos, dadores e doentes, apenas 

se verificaram diferenças estatisticamente significativas na percentagem de linfócitos B 

(p <0,05), a qual foi maior nos dadores do que nos doentes (Quadro 2). 

No SP dos dadores, a sub-população de células NK que esteve presente em 

maior percentagem foi a CD56+ com 95%, enquanto a CD56++ constituiu 5% da 

população total. Na Cit, as sub-populações CD56+ e CD56++ não sofreram alterações, 

relativamente ao SP, mantendo-se constante a proporção entre ambas (Quadro 3). 

Quadro 3 - Percentagens das sub-populações CD56+ e CD56++ do sangue periférico e da citaferese dos 

dadores e dos doentes. 

Grupo SP CIT Grupo 
CD56+ CD56++ CD56+ CD56++ 

Dadores 95 
(82-99) 

5 
(1-18) 

94 
(87-98) 

6 
(2-14) 

Doentes 90 
(79-98) 

10 
(2-22) 

87 
(72-97) 

13 
(4-28) 

No SP dos doentes, a percentagem de células CD56+ e CD56++ foi de 90% e 

10%, respectivamente. Na Cit, 87% das células NK demonstraram ser CD56+ e 13% 

CD56++. Dos resultados obtidos, pode-se concluir que os dadores, comparativamente 

aos doentes, possuíam uma maior percentagem de células CD56+ (p=0,007), quer no SP 

quer na Cit, observando-se o oposto para a sub-população CD56++ (p=0,007) (Quadro 

3). 

No SP e na Cit, uma vez que se conhecia a concentração de leucócitos, foi 

possível determinar o número absoluto das sub-populações leucocitárias (Quadro 4). 
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Quadro 4 - Concentrações das sub-populações leucocitárias do sangue periférico e da citaferese dos 

dadores e dos doentes. 

Dadores Doentes 
SP CU SP Cit 

Leucócitos*106/ml 6,0 
(4,1-8,8) 

588,0 
(208-920) 

5,8 
(2,9-12,4) 

451,0 
(270-764) 

Linf. T*106/ml 1,4 
(0,3-2) 

122,8 
(77,7-239,8) 

0,9 
(0-3,3) 

95,6 
(52,9-231,3) 

Linf. Tc*106/ml 0,09 
(0-0,3) 

7,2 
(0,7-22,1) 

0,06 
(0-0,3) 

7,3 
(1,3-22,7) 

Linf. B*106/ml 0,3 
(0,1 - 1,4) 

31,0 
(4,8-174,0) 

0,1 
(0-0,3) 

13,2 
(0,2-109,9) 

Céls. NK*106/ml 0,2 
(0,03-0,34) 

10,8 
(1,6-30,1) 

0,1 
(0,03-0,4) 

10,3 
(2,7-31,4) 

A comparação das concentrações celulares do SP e da Cit revelou que todas as 

sub-populações leucocitárias foram significativamente maiores na Cit do que no SP. 

Este aumento deveu-se ao facto da mobilização com G-CSF provocar um aumento da 

concentração de leucócitos, linfócitos e de células NK e da colheita das CPSP ter sido 

efectuada por citaferese, na qual se verificou um enriquecimento de células 

mononucleares. Nos dadores, a mobilização com G-CSF, provocou um aumento de 98 

vezes nos leucócitos, 88 vezes nos linfócitos T, 103 vezes nos linfócitos B, 80 vezes nos 

linfócitos Tc e de 54 vezes nas células NK. Este aumento nos doentes foi de 98 vezes 

nos linfócitos, 106 vezes nos linfócitos T, 132 vezes nos linfócitos B, 122 vezes nos 

linfócitos Tc e de 103 vezes nas células NK. 

Tanto no SP como na Cit, a concentração dos linfócitos T e B foi maior nos 

dadores do que nos doentes. Os linfócitos Tc do SP apresentaram uma concentração 

superior nos dadores (0,09xl06/ml) do que nos doentes (0,06x106/ml), já na Cit as 

concentrações foram idênticas nos dois grupos (7,2; 7,3x106/ml, respectivamente). 

Quanto às células NK a concentração foi semelhante nos dadores e nos doentes (Quadro 

4). 
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2. Caracterização fenotípica das populações linfocitárias do sangue periférico e da 

citaferese dos dadores e dos doentes 

2.1. Expressão dos marcadores de linhagem linfocitária 

Nos dadores e nos doentes, foram avaliadas as duas principais sub-populações 

de linfócitos T, linfócitos CD4+ e linfócitos CD8+. Nos dadores, os linfócitos CD4+ 

representaram 45% dos linfócitos do SP e 44 % dos linfócitos da Cit, enquanto os 

linfócitos CD8+ constituíram 27 e 26% dos linfócitos do SP e da Cit, respectivamente 

(Quadro 5 a). 

No SP dos dadores, o CD45RO foi expresso em 38% dos linfócitos, 35% dos 

linfócitos T, 26% dos linfócitos CD4+ e os linfócitos CD8+, não exprimiram este 

antigénio (8%) (Quadro 5a). Nos linfócitos da Cit, o CD45RO passou a ser expresso em 

29% dos linfócitos, 27% dos linfócitos T, 21% dos linfócitos CD4+ e os linfócitos 

CD8+ continuaram a não exprimir CD45RO (6%). Quanto ao CD45RA, foi expresso 

em 53% dos linfócitos, 31% dos linfócitos T, 13% dos linfócitos CD4+ e em 17% dos 

linfócitos CD8+. As populações linfocitárias da Cit exprimiram menos CD45RA do que 

as do SP, passando este antigénio a ser expresso em 44% dos linfócitos, 21% dos 

linfócitos T e em 13% dos linfócitos CD8+ (Quadro 5a). Dos resultados obtidos 

verificou-se que as populações linfocitárias da Cit exprimiram menos CD45RO e 

CD45RA do que as populações linfocitárias do SP. 
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Quadro S - Expressão dos marcadores de linhagem linfocitária, do sangue periférico e da citaferese dos 

(a) dadores e dos (b) doentes. 

a) b) 

SP Cit P 

CD4+ 
45 

(32-52) 
44 

(37-54) ns 

CD8+ 
27 

(13-40) 
26 

(13-33) ns 

CD45RO 
38 

(17-52) 
29 

(11-42) 0,001 

CD3+CD45RO 35 
(16-49) 

27 
(11-41) 0,000 

CD4+CD45RO 
26 

(13-36) 
21 

(6-28) 0,000 

CD8+CD45RO 
8 

(2-22) 
6 

(2-10) 0,000 

CD45RA 
53 

(38-73) 
44 

(31-69) 0,002 

CD3+CD45RA 
31 

(18-44) 
21 

(9-45) 0,000 

CD4+CD45RA 13 
(7-21) 

9 
(4-29) 0,002 

CD8+CD45RA 
17 

(11-30) 
13 

(5-23) 0,001 

SP Cit P 

40 
(15-62) 

40 
(13-78) ns 

34 
(20-60) 

34 
(20-53) ns 

38 
(29-54) 

38 
(16-46) ns 

33 
(22-53) 

37 
(15-44) ns 

25 
(13-34) 

24 
(9-30) ns 

11 
(2-37) 

10 
(2-25) ns 

39 
(24-55) 

38 
(22-49) 0,026 

25 
(11-39) 

16 
(9-39) 0,006 

8 
(2-24) 

4 
(1-19) 0,002 

18 
(10-29) 

12 
(5-26) 0,004 

Legenda: ( ) - marcadores de linhagem linfocitária; p- valor de p obtido para a comparação entre SP e 

Cit; ns- não significativo. 

No SP dos doentes, 40% dos linfócitos foram CD4+ e 34% foram CD8+. Na Cit, 

a percentagem de linfócitos CD4+ e de linfócitos CD8+ não sofreu qualquer variação, 

relativamente ao SP (Quadro 5b). O CD45RO foi expresso em 38% dos linfócitos do SP 

e da Cit, enquanto os linfócitos T exprimiram este antigénio em 33% das células do SP 

e em 37% das células da Cit. A percentagem de linfócitos CD4+ e CD8+ que 

exprimiram CD45RO foi aproximadamente igual no SP e na Cit. No SP, o CD45RA foi 

expresso em 39% dos linfócitos, em 25% dos linfócitos T e em 18% dos linfócitos 

CD8+. Enquanto na Cit, este antigénio foi expresso em 38% dos linfócitos, 16% dos 

linfócitos T e em 12% dos linfócitos CD8+ (Quadro 5b). Assim, comparando as 
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populações linfocitárias do SP com as da Cit, verifícou-se uma diminuição da expressão 

de CD45RA. 

2.2. Expressão das moléculas de activação, adesão e dos receptores de citocinas 

As populações linfocitárias dos dadores e dos doentes não exprimiram CD80, 

CD86, CD 122 e CD 152, estando estes antigénios presentes em percentagens inferiores a 

3% (dados não apresentados). 

No SP dos dadores, a maioria dos linfócitos e linfócitos T exprimiram CD28 

(62%), enquanto nos linfócitos CD4+ e CD8+ a expressão deste antigénio foi de 43% e 

de 16%, respectivamente. As populações linfocitárias na Cit exprimiram mais este 

antigénio do que as mesmas populações no SP (Quadro 6a). O CD 150 foi expresso em 

18% dos linfócitos e em 17% dos linfócitos T, enquanto nos linfócitos e linfócitos T da 

Cit, a expressão deste antigénio diminuiu para 11% e 10%, respectivamente. O CD62L 

foi expresso em 60% dos linfócitos, 46% dos linfócitos T, 32% dos linfócitos CD4+ e 

em 14% dos linfócitos CD8+ (Quadro 6a). Na Cit, ocorreu uma diminuição significativa 

da expressão de CD62L, passando as populações linfocitárias a não exprimirem este 

antigénio. No SP, 98% dos linfócitos e 72% dos linfócitos T exprimiram CD1 la, tendo-

se obtido os mesmos valores para estas células da Cit (Quadro 6a). O CD25 foi expresso 

em 26% dos linfócitos e em 21% dos linfócitos T, enquanto nos linfócitos da Cit a 

expressão deste antigénio não sofreu qualquer alteração (Quadro 6a). 
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Quadro 6 - Expressão das moléculas de activação, adesão e receptores de citocinas nas populações 

linfocitárias do sangue periférico e da citaferese dos (a) dadores e dos (b) doentes. 

a) b) 

SP Cit P 

62 
(27-81) 

67 
(28-80) ns 

62 
(27-81) 

66 
(27-80) ns 

40 
(0-58) 

34 
(0-57) ns 

18 
(11-36) 

19 
(7-37) ns 

28 
(2-64) 

28 
(5-56) ns 

26 
(2-64) 

26 
(5-54) ns 

55 
(34-70) 

18 
(1-57) 0,000 

43 
(18-66) 

13 
(0-53) 0,000 

27 
(8-46) 

8 
(0-30) 0,000 

14 
(8-24) 

4 
(0-22) 0,000 

99 
(97-99) 

99 
(98-99) ns 

77 
(62-90) 

78 
(61-91) ns 

24 
(3-53) 

18 
(3-53) ns 

20 
(1-50) 

16 
(3-49) ns 

SP Cit P 

CD28 62 
(47-72) 

64 
(53-79) 0,011 

CD3+CD28+ 62 
(45-72) 

64 
(53-79) 0,007 

CD4+CD28+ 43 
(30-52) 

43 
(31-51) ns 

CD8+CD28+ 16 
(8-28) 

18 
(9-32) 0,000 

CD150 18 
(6-34) 

11 
(1-30) 0,031 

CD3+CD150+ 17 
(4-31) 

10 
(1-29) ns 

CD62L 60 
(28-80) 

6 
(2-26) 0,000 

CD3+CD62L+ 46 
(20-60) 

4 
(0-21) 0,000 

CD4+CD62L+ 32 
(12-43) 

2 
(0-16) 0,000 

CD8+CD62L+ 14 
(6-21) 

2 
(0-10) 0,000 

CDlla 99 
(97-99) 

99 
(97-99) ns 

CD3+CDlla+ 72 
(55-84) 

73 
(57-87) ns 

CD25 26 
(14-45) 

29 
(1-17) ns 

CD3+CD25+ 21 
(1-34) 

20 
(12-42) ns 

Legenda: (»') - moléculas de activação e de adesão; ( ) - receptores de citocinas; p- valor de p obtido 

para a comparação entre SP e a Cit; ns- não significativo. 

No SP dos doentes, 62% dos linfócitos e linfócitos T foram CD28+, enquanto que 

40% dos linfócitos CD4+ e 18% dos linfócitos CD8+ exprimiram este antigénio. Nas 

populações linfocitárias da Cit, não se observou nenhuma variação estatisticamente 

significativa na expressão deste antigénio. O CD 150, tanto no SP como na Cit, foi 

expresso em 28% dos linfócitos e em 26% dos linfócitos T (Quadro 6b). O CD62L foi 
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expresso em 55% dos linfócitos, em 43% dos linfócitos T, em 27% dos linfócitos CD4+ 

e em 14% dos linfócitos CD8+. Na Cit, a expressão do CD62L diminuiu 

significativamente, passando a ser expresso unicamente pelos linfócitos e linfócitos T 

(18 e 13%, respectivamente). No SP, o CD1 la foi expresso em 99% dos linfócitos e em 

77% dos linfócitos T, enquanto na Cit, 99% dos linfócitos e 78% dos linfócitos T, 

exprimiram este antigénio (Quadro 6b). Quanto ao CD25 foi expresso em 24% dos 

linfócitos e em 20% dos linfócitos T, nos linfócitos da Cit não ocorreu qualquer 

variação na expressão deste antigénio (Quadro 6b). 

2.3. Análise comparativa das populações linfocitárias no sangue periférico e na 

citaferese dos dadores e dos doentes 

No SP, os dadores apresentaram uma maior percentagem de linfócitos 

CD45RA+ e de linfócitos CD4+CD45RA+ do que os doentes, tendo-se verificado o 

oposto para a percentagem de linfócitos CD8+ e CD150+ (Fig. 11). 
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Fig. 11 ­ Diferenças fenotípicas das populações linfocitárias do sangue periférico dos dadores e dos 

doentes. 

Nas populações linfocitárias da Cit, ocorreram diferenças significativas na 

expressão de CD8, CD45RA, CD45RO, CD28, CD 150 e CD62L. Os doentes, possuíam 

um maior número de linfócitos CD8+, de linfócitos e de linfócitos T CD150+, do que os 

dadores (Fig. 12a e Fig. 12b). Nos dadores, os linfócitos do SP exprimiram mais 

CD45RO do que os linfócitos da Cit, não se tendo verificado esta diminuição nos 

doentes. Quanto ao CD45RA, os dadores apresentaram uma maior percentagem de 

linfócitos CD45RA+ do que os doentes, contudo nos linfócitos da Cit, de ambos os 

grupos, verificou­se uma diminuição da expressão de CD45RA (Fig. 12a). 

A percentagem de linfócitos CD4+ que exprimiram CD28 foi mais elevada nos 

dadores do que nos doentes (Fig. 12b). Nos dois grupos estudados, a percentagem de 
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linfócitos CD62L+ e CD3+CD62L+ na Cit diminuiu relativamente ao SP, contudo esta 

diminuição foi, mais acentuada nos dadores do que nos doentes (Fig. 12b). 
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Fig. 12 ­ Diferenças na expressão dos (a) marcadores de linhagem linfocitária e das (b) moléculas de 

activação e adesão nas populações linfocitárias da citaferese dos dadores e dos doentes. 
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3. Caracterização fenotípica das células NK 

3.1. Expressão dos NKRs nas sub­populações de células NK do sangue periférico e da 

citaferese dos dadores e dos doentes 

No SP dos dadores, o CD 16 e o CD57 estiveram presentes respectivamente em 

94 e 45% das células CD56+ e em 13 e 5% das células CD56++. Somente 18% das 

células CD56+ exprimiram o antigénio CD158a na sua superfície e 14% exprimiram 

NKpi, enquanto nas células CD56++ não houve expressão destes dois antigénios. A 

granzima B foi expressa pela maioria das células CD56+ (95%) e em 17% das células 

CD56++ (Quadro7a). 

Quadro 7 ­ Expressão de NKRs nas sub­populações CD56+ e CD56++ do (a) sangue periférico e da (b) 

citaferese dos dadores. 

a) 

CD16 CD57 CD158a NKB1 GranzB CD69 CD94 CD161 

CD56+ 94 
(82­98) 

45 
(20­76) 

18 
(12­20) 

14 
(6­28) 

95 
(80­99) 

4 
(1­7) 

52 
(32­81) 

92 
(82­98) 

CD56++ 13 
(7­21) 

5 
(1­13) 

6 
(1­13) 

3 
(0­6) 

17 
(8­21) 

2 
(1­8) 

96 
(79­100) 

58 
(24­77) 

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 ns 0,000 0,000 

b) 

CD56+ 95 
(89­99) 

33 
(13­73) 

16 
(6­37) 

12 
(0­10) 

99 
(83­100) 

4 
(2­10) 

56 
(13­77) 

93 
(71­98) 

CD56++ 28 
(12­54) 

4 
(1­13) 

4 
(1­9) 

5 
(2­9) 

23 
(12­32) 

3 
(1­7) 

95 
(83­100) 

30 
(10­68) 

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 ns 0,000 0,000 

Legenda: ( ) ­ antigénios de linhagem NK; ( ) ­ KIRs; (■) ­ GranzB; ( ) KLRs; p ­ valor de p obtido 

para a comparação entre as células CD56+ e CD56++; ns ­ não significativo. 
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No SP dos dadores, nenhuma das sub-populações de células NK exprimiu CD69 

(menos de 10%). O CD94 foi mais expresso nas células CD56++ (96%) do que nas 

células CD56+ (52%), tendo-se verificado o oposto para o CD 161. Na sub-população 

CD56++, 58% das células demonstraram ser CD161+, enquanto que na sub-população 

CD56+ mais de 90% das células foram CD161+. Assim, observou-se que, com 

excepção do CD94, todos os NKRs foram expressos numa maior percentagem de 

células CD56+ do que de células CD56++ (Quadro 7a). 

Na Cit dos dadores, as moléculas de linhagem NK continuaram a ser mais 

expressas nas células CD56+ verificando-se, no entanto, um aumento de expressão do 

CD 16 nas células CD56++ (28%). O CD57 continuou a não ser expresso nas células 

CD56++, estando presente em 33% de células CD56+. Relativamente aos KIRs, o 

CD 15 8a e o NK01, foram expressos, respectivamente em 16% e 12% das células 

CD56+, enquanto as células CD56++ não exprimiram nenhum destes antigénios. A 

granzima B foi expressa na maioria das células CD56+ (99%) e em 23% das células 

CD56++ (Quadro 7b). Quanto aos KLRs, nenhuma das sub-populações dos dadores 

exprimiu CD69, enquanto o CD94 foi expresso em metade das células CD56+ (56%) e 

quase na totalidade das células CD56++ (95%). O CD161 encontrou-se presente numa 

maior percentagem de células CD56+ (93%) do que de células CD56++ (29%). Na Cit, 

tal como no SP, todos os antigénios foram mais expressos nas células CD56+ do que 

nas CD56++, com a excepção do CD94, que foi mais expresso nas células CD56++ 

(Quadro 7b). 
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A Fig. 13 ilustra as diferenças significativas encontradas na expressão destes 

antigénios nas células CD56++ e nas células CD56+ do SP e da Cit. 

a) b) 

r'B~sp ■õt~i 

Fig.13 ­ Diferenças nos padrões de expressão dos NKRs entre as sub­populações (a) CD56++ e (b) 

CD56+ do sangue periférico e da citaferese dos dadores. 

Assim, comparando o padrão de expressão antigénica da sub­população 

CD56++ verificou­se, na Cit, um aumento significativo da expressão do CD 16 e da 

granzima B, comparativamente ao SP. Os KIRs e os KLRs das células CD56++, não 

sofreram alterações, apenas o CD161 foi expresso em menor percentagem de células da 

Cit do que do SP. Nas células CD56+, observaram­se diferenças na expressão dos 

antigénios CD57 e NKpl, cujas expressões foram menores na Cit do que no SP. O 

padrão de expressão dos restantes antigénios não sofreu alterações após a administração 

do G­CSF. 
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No SP dos doentes, o CD 16 foi expresso em 94% das células CD56+ e em 46% 

das células CD56++ (Quadro 8a). De salientar a expressão de CD 16 nas células 

CD56++ (46%) a qual diferiu das percentagens observadas no SP dos dadores (13%) 

(Quadro 7a). Na sub­população CD56+, 43% das células demonstraram ser CD57+, 

enquanto que na sub­população CD56++ não houve expressão de CD57. Dos KIRs 

estudados, o CD158a foi expresso em 20% das células CD56+ e em 10% das células 

CD56++ e o NK(31 foi expresso em 12% das células CD56+ (Quadro 8a). A granzima 

B esteve presente em 96% das células CD56+ e em 17% das células CD56++. Dos 

KLRs, o CD69 não foi expresso nas sub­populações de células NK, o CD94 foi mais 

expresso nas células CD56++ (99%) do que nas CD56+ (70%) e o CD161 foi expresso 

em 88% das células CD56+ e em 14% das células CD56++ (Quadro 8a). 

Quadro 8 ­ Expressão dos NKRs nas sub­populações CD56+ e CD56++ do (a) sangue periférico e da (b) 

citaferese dos doentes. 

a) 

CD16 CD57 CD158a NKB1 GranzB CD69 CD94 CD161 

CD56+ 
94 

(77­99) 
43 

(22­69) 
20 

(3­56) 
12 

(1­33) 
96 

(78­99) 
6 

(1­17) 
70 

(32­94) 
88 

(32­91) 

CD56++ 
46 

(7­88) 
2 

(0­7) 
10 

(1­16) 
5 

(3­11) 
17 

(7­51) 
4 

(0­10) 
99 

(70­100) 
14 

(3­42) 

P 0,000 0,000 0,001 0,003 0,000 0,019 0,000 0,000 

b) 

CD56+ 
95 

(87­99) 
37 

(16­61) 
13 

(5­23) 
12 

(0­33) 
93 

(74­99) 
7 

(1­19) 
66 

(32­84) 
53 

(7­91) 

CD56++ 
38 

(21­67) 
1 

(0­4) 
6 

(1­19) 
5 

(1­10) 
18 

(4­49) 
2 

(0­6) 
97 

(81­100) 
7 

(2­14) 

P 0,000 0,000 0,004 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 

Legenda: ( ) ­ antigénios de linhagem NK; ( ) ­ KIRs; (■) ­ Granzima B; ( ) ­ KLRs; p ­ valor de p 

obtido para a comparação entre as células CD56+ e CD56++. 
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Na Cit dos doentes, 95% das células CD56+ e 38% das células CD56++ foram 

CD 16+ (Quadro 8b). De referir, a diminuição da percentagem de células CD 16+ na 

população CD56++ relativamente à mesma sub­população de células NK no SP (46%). 

O CD57 e os KIRs, só foram expressos nas células CD56+ (Quadro 8b). A granzima B 

foi expressa em 93% das células CD56+ e em 18% de células CD56++. Relativamente 

aos KLRs, nenhuma das sub­populações de células NK exprimiu CD69, enquanto o 

CD94 esteve presente num maior número de células CD56++ (97%) do que de células 

CD56+ (66%), tendo­se verificado o oposto para o CD161 (Quadro 8b). 

A única diferença significativa que ocorreu nas células CD56++ foi na 

percentagem de células CD56++CD161+, a qual foi menor na Cit do que no SP, 

passando este antigénio a não ser expresso (Fig. 14a). As células CD56+ da Cit 

exprimiram menos CD57 e CD161 do que as mesmas células do SP (Fig.Hb). 

a) b) 

í B_SP ■ Cit [ 
■ SP B C i t l 

Fig.14 ­ Diferenças nos padrões de expressão dos NKRs entre as sub­populações (a) CD56++ e (b) 

CD56+ do sangue periférico e da citaferese dos doentes. 
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3.2. Expressão das moléculas de adesão, activação e dos receptores de citocinas nas sub-

populacões de células NK do sangue periférico e da citaferese dos dadores e doentes 

No SP dos dadores, o CD2, CD7, CDlla e o CDllc foram expressos pela 

maioria das células CD56+ e CD56++ (Quadro 9a). O CD2 foi expresso em 80% das 

células CD56+ e em 93% das células CD56++. O CD7 e o CDlla foram expressos, 

respectivamente, em 98 e 99% das células CD56+, enquanto nas células CD56++ o 

CD7 foi expresso em 93% e o CD1 la na totalidade das células. O CD1 lc foi expresso 

em 69% das células CD56+ e em 92% das células CD56++ (Quadro 9a). 

Quadro 9 - Expressão das moléculas de adesão, activação e dos receptores de citocinas nas sub-

populações CD56+ e CD56++ do (a) sangue periférico e da (b) citaferese dos dadores. 

a) 

CD2 CD7 CDlla CDllc CD62L 
HLA-

DR CD117 CD25 CD122 

CD56+ 
80 

(52-95) 
98 

(79-100) 
99 

(91-100) 
69 

(46-99) 
23 

(17-40) 
10 

(0-37) 
2 

(0-6) 
2 

(1-6) 
96 

(91-99) 

CD56++ 
93 

(77-96) 
93 

(77-98) 
100 

(92-100) 
92 

(78-99) 
86 

(71-100) 
31 

(0-63) 
4 

(1-8) 
6 

(3-8) 
98 

(90-100) 

P 0,000 0,002 ns 0,000 0,005 0,001 0,000 0,000 ns 

b) 

CD56+ 
77 

(54-93) 
98 

(91-100) 
95 

(66-100) 
73 

(53-89) 
13 

(0-27) 
21 

(5-42) 
2 

(0-5) 
3 

(1-8) 
96 

(82-98) 

CD56++ 
93 

(86-97) 
93 

(87-98) 
100 

(94-100) 
94 

(78-100) 
90 

(85-96) 
30 

(12-59) 
5 

(1-10) 
5 

(1-14) 
97 

(91-100) 

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 ns 0,000 0,014 ns 

Legenda: ( ) - moléculas de adesão e de activação; ( ) - receptores de citocinas; p - valor de p obtido 

para a comparação entre as células CD56+ e CD56++; ns - não significativo. 
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Uma maior percentagem de células CD56++ (86%) do que de células CD56+ (23%), 

exprimiram CD62L. O HLA-DR foi expresso num maior número de células CD56++ 

(31%) do que de células CD56+ (10%). Quanto aos receptores de citocinas, o CD 122 

foi expresso em mais de 96% das células CD56+ e CD56++, o CD25 e o CDU7 não 

foram expressos nas sub-populações das células NK (Quadro 9a). 

Na Cit dos dadores, as duas sub-populações de células NK também exprimiram 

todas as moléculas de adesão e de activação. Assim, as moléculas CD2, CD7, CD1 la e 

CDllc foram expressas em mais de 73% de células CD56+ e em mais de 90% de 

células CD56++ (Quadro 9b). Quanto ao CD62L, foi mais expresso nas células 

CD56++ do que nas CD56+, sendo 90% das células CD56++CD62L+ e 13% das 

CD56+CD62L+. O HLA-DR foi expresso em 21% de células CD56+ e em 30% de 

células CD56++. Dos receptores de citocinas estudados apenas o CD 122 foi expresso na 

Cit e com uma distribuição semelhante nas duas sub-populações de células NK (Quadro 

9b). 

Comparando a sub-população CD56++ do SP com a da Cit, não se verificou 

diferenças significativas no padrão de expressão das moléculas de adesão, activação e 

dos receptores de citocinas. Quanto à sub-população CD56+, ocorreram diferenças na 

expressão das moléculas CD lia, CD62L e HLA-DR. O CD62L foi expresso numa 

menor percentagem de células CD56+ da Cit do que de células CD56+ do SP, tendo-se 

verificado o oposto para o HLA-DR (Fig. 15). Apesar da percentagem de células 

CD56+CDlla+ ter sido significativamente menor na Cit do que no SP, este antigénio 

continuou a ser expresso em 95% das células (Fig. 15). 
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CDlla CD62L HLA­DR 

| B SP ■ Cit j 

Fig. 15 ­ Diferenças nos padrões de expressão das moléculas de adesão, activação e dos receptores de 

citocinas na sub­população CD56+ entre o sangue periférico e a citaferese dos dadores. 

No SP dos doentes, O CD7 foi expresso em 99% das células CD56+ e em 98% 

das células CD56++, enquanto o CDlla foi expresso na totalidade das células NK. 

Quanto às moléculas CD2, CD62L, CDllc e HLA­DR, estiveram presentes numa 

maior percentagem de células CD56++ do que de células CD56+ (Quadro 10a). O CD2 

foi expresso em 75% das células CD56+ e em 93% das células CD56++, enquanto o 

CD62L foi expresso em 18% das células CD56+ e em 93% das células CD56++. A 

percentagem de expressão do CDllc e do HLA­DR foi, respectivamente, de 77% e 

19% nas células CD56+ e de 87% e 36% nas células CD56++. Relativamente aos 

receptores de citocinas, o CD117 e o CD25 não foram expressos em nenhuma das sub­

populações das células NK, enquanto o CD 122 foi expresso em 98% das células 

CD56+ e em 100% das células CD56++ (Quadro 10a). 
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Quadro 10 - Expressão das moléculas de adesão, activação e dos receptores de citocinas nas sub-

populações CD56+ e CD56++ do (a) sangue periférico e da (b) citaferese dos doentes. 

a) 

CD2 CD7 CDlla CDllc CD62L HLA-
DR CD117 CD25 CD122 

CD56+ 75 
(52-92) 

99 
(92-100) 

100 
(98-100) 

77 
(53-97) 

18 
(9-38) 

19 
(4-39) 

2 
(1-6) 

3 
(0-12) 

98 
(94-100) 

CD56++ 93 
(85-99) 

98 
(87-100) 

100 
(93-100) 

87 
(77-99) 

93 
(73-99) 

36 
(13-59) 

4 
(0-10) 

6 
(1-29) 

100 
(95-100) 

P 0,001 ns ns 0,002 0,001 0,004 0,016 0,020 0,015 

b) 

CD56+ 
75 

(51-91) 
99 

(95-100) 
99 

(93-100) 
68 

(48-79) 
14 

(0-30) 
17 

(1-48) 
1 

(0-7) 
3 

(1-5) 
97 

(95-99) 

CD56++ 
93 

(84-98) 
98 

(92-100) 
100 

(99-100) 
90 

(32-100) 
95 

(86-99) 
23 

(3-70) 
3 

(1-9) 
4 

(1-12) 
99 

(97-100) 

P 0,001 ns 0,001 0,004 0,001 ns ns 0,003 0,001 

Legenda: ( ! ) - moléculas de adesão e de activação; ( ) - receptores de citocinas; p - valor de p obtido 

para a comparação entre as células CD56+ e CD56++; ns - não significativo. 

Na Cit dos doentes, o CD2 foi expresso em 75% das células CD56+ e em 93% das 

células CD56++, enquanto o CD7 e o CDlla foram expressos na totalidade das células 

de ambas as sub-populações NK (Quadro 10b). O CDllc foi expresso em 68% das 

células CD56+ e em 90% das células CD56++, enquanto o CD62L foi expresso em 14% 

das células CD56+ e em 95% das células CD56++ (Quadro 10b). Somente 17% das 

células CD56+ e 23% das células CD56+ exprimiram HLA-DR. Quanto aos receptores 

de citocinas, o CD117 e o CD25 não foram expressos pelas sub-populações de células 

NK, embora o CD 122 tenha sido expresso na totalidade das células CD56++ e CD56+ 

(Quadro 10b). 
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Nos doentes, comparando o fenótipo das duas sub­populações de células NK do 

SP com o da Cit, as células CD56+ foram a única sub­população que sofreu variações 

significativas. A percentagem de células CD56+CD62L+ foi menor na Cit do que no 

SP. Quanto ao CD1 la e ao CD1 le, a expressão destas duas integrinas foi menor na Cit 

do que no SP, contudo continuaram a ser expressas pela maioria das células (Fig. 16). 

■ SP ■ Cit 

Fig. 16 ­ Diferenças nos padrões de expressão das moléculas de adesão, activação e dos receptores de 

citocinas na sub­população CD56+ entre o sangue periférico e a citaferese dos doentes. 

3.3. Análise comparativa das sub­populações de células NK do sanfiue periférico e da 

citaferese dos dadores e dos doentes 

Quando comparada a expressão antigénica das células CD56++ do SP dos 

dadores com a dos doentes, verificaram­se diferenças significativas na expressão do 

CD 16, CD161 e do CD7. O CD16 foi expresso em 46% das células CD56++ dos 

doentes e em 13% das células CD56++ dos dadores. O CD 161 foi expresso em 58% de 
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58% de células CD56++ dos dadores, enquanto nos doentes esteve presente em apenas 

14% das células CD56++. Os doentes apresentaram uma maior percentagem de células 

CD56++CD7+ relativamente aos dadores, contudo o CD7 foi expresso em mais de 90% 

das células CD56++ de ambos os grupos (Fig. 17a). 
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Fig.17 ­ Diferenças fenotípicas entre as células (a) CD56++ e (b) CD56+ do sangue periférico dos 

dadores e dos doentes. 

Relativamente à sub­população CD56+ do SP, as principais diferenças 

significativas observadas foram na expressão do CD94, CD161, HLA­DR e do CD 122 

(Fig. 17b). Os doentes, possuíam um maior número de células CD56+ a exprimirem 

CD94 (70%), do que os dadores (52%). A percentagem de células CD56+CD161+ foi 

maior nos dadores do que nos doentes, tendo­se verificado o oposto para o CD 122, 

contudo em ambos os grupos este antigénio foi expresso em mais de 90% das células 

NK CD56+. Quanto ao HLA­DR, foi apenas expresso em 10% das células CD56+ dos 

dadores e em 19% das células CD56+ dos doentes (Fig. 17b). 
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Na sub­população CD56++ da Cit, verificaram­se diferenças com significado 

estatístico na expressão do CD 16, CD161, CD7, CD62L e do CD 122 (Fig. 18a). 

Enquanto nos dadores, 28% das células CD56++ exprimiram CD 16, nos doentes a 

expressão deste antigénio foi superior (38%). Nos dadores, 29% das células CD56++ 

exprimiram CD161, enquanto as células CD56++ dos doentes não exprimiram este 

antigénio. As células CD56++, dos dadores exprimiram menos CD7 e menos CD62L 

do que as células CD56++ dos doentes. Na Cit dos doentes, observou­se uma maior 

percentagem de células CD56++CD122+ comparativamente aos dadores (Fig. 18a). 

Apesar das diferenças observadas na expressão de CD7, CD62L e de CD 122, entre 

dadores e doentes, todos estes antigénios foram expressos em mais de 90% das células 

CD56++. 

a) b) 

100 

•a 60 

o\<* 
CD16 CD161 CD7 CD62L CD122 GranzB CD94 CD161 CDlla CDllc 

I dadores O doentes D dadores □ doentes 

Fig. 18 ­ Diferenças fenotípicas entre as células (a) CD56++ e (b) CD56+ da citaferese dos dadores e 

dos doentes. 
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Na Cit, ocorreram diferenças significativas na expressão do CD94, sendo este 

antigénio mais expresso nas células CD56+ dos doentes, do que nas células CD56+ dos 

dadores. Assim, nos dadores, 56% das células CD56+ foram CD94+, enquanto nos 

doentes 66% das células CD56+ foram CD94+ (Fig. 18b). Também ocorreram 

diferenças estatisticamente significativas na expressão de CD161, os doentes 

apresentaram uma menor percentagem de células CD56+CD161+, do que os dadores. 

Quanto à granzima B e ao CD 11c, as células CD56+ dos dadores exprimiram mais 

estes antigénios do que as células CD56+ dos doentes, tendo-se verificado o oposto 

para o CDlla (Fig. 18b). Apesar das diferenças de expressão da granzima B, CD 11c e 

do CDlla, entre dadores e doentes, terem dado significativas, estes antigénios foram 

expressos em mais de 90% das células CD56+. 
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4. Quantificação das células mononucleares produtoras de IFN-y e IL-4 

Em todos os ensaios utilizaram-se três concentrações (5x105, 5x104 e 

5x10 /poço) de células mononucleares estimuladas e células não estimuladas que 

serviram de controlo. Os resultados apresentados correspondem à média dos triplicados 

efectuados para cada concentração e foram expressos em número de células secretoras 

de citocinas por lxlO6 e lxlO5 células mononucleares. Na maioria dos dadores e em três 

doentes, não foi possível testar a concentração máxima de células mononucleares 

(lxlO6), dado o número de células da amostra ter sido insuficiente. 

Nos dadores e nos doentes, o número de células produtoras de IFN-y do SP e da 

Cit foi idêntico (Quadro 1 la e Quadro 12a). No dador D e no doente I, verificou-se que 

as células sem estímulo produziram uma maior quantidade de IFN-y do que as células 

estimuladas (Quadro 1 la e Quadro 12a). A Fig. 19 ilustra o plano geral de produção de 

IFN-y pelas células mononucleares do SP e da Cit, não se tendo verificado grandes 

alterações no número de células produtoras desta citocina. 

Quadro 11 - Número de células secretoras de (a) IFN-y e (b) IL-4 por IO5 e IO6células mononucleares 

do sangue periférico e da citaferese dos dadores. 

a) b) 

Dadores Sem 
Estímulo lxlO6 lxlO5 

A SP 
Cit 

8 
4 

— 3 
2 

B SP 
Cit 

4 
4 

— 5 
3 

C SP 
Cit 

4 
4 4 

2 
4 

D SP 
Cit 

2 
166 

2 
126 

2 
2 

E SP 
Cit 

6 
6 4 

2 
6 

Sem 
Estímulo lxlO6 1x10s 

4 
6 

— 2 
5 

2 
2 

— 3 
1 

2 
2 

2 
250 

4 
8 

2 
4 4 

3 
4 

2 
4 8 

3 
2 
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Fig.19 ­ Produção de IFN­y pelas células mononucleares do SP e da Cit; a) plano geral da placa; b) 

exemplo de um par SP/Cit com o número de spots/5x\05 células mononucleares. 



Em todos os dadores, excepto o B, o número de células produtoras de IL-4 foi 

superior na Cit, do que no SP (Quadro 1 lb). O dador C foi o que apresentou uma maior 

produção de IL-4 pelas células mononuclears da Cit do que as do SP, tendo aumentado 

de 2 no SP para 250/106 células mononuclears na Cit (Quadro 1 lb e Fig.20). 

Nos doentes F, I e K observou-se um aumento da produção de IL-4 pelas células 

mononuclears da Cit, relativamente ao SP, embora nos doentes I e K, não tenha sido 

possível testar as células mononucleares do SP à mesma concentração das células 

mononucleares da Cit (Quadro 1 lb, Fig.21 e Fig.22). 

Quadro 12 - Número de células secretoras de (a) IFN-y e (b) IL-4 por IO5 e IO6 células mononucleares 

do sangue periférico e da citaferese dos doentes. 

a) b) 

Doentes Sem 
Estimulo lxlO6 1x10s 

F SP 
Cit 

2 
4 

2 
4 

2 
4 

G SP 
Cit 

4 
2 

2 
2 

2 
2 

H SP 
Cit 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

I SP 
Cit 

6 
46 16 

5 
2 

J SP 
Cit 

6 
4 4 

2 
4 

K SP 
Cit 

4 
16 16 

3 
4 

Sem 
Estímulo lxlO6 1x10s 

2 
2 

2 
22 

2 
2 

2 
2 

6 
2 

2 
2 

2 
4 

2 
4 

2 
4 

4 
4 80 

1 
2 

2 
6 6 

3 
2 

2 
2 108 

5 
2 
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Fig.20 - Produção de IL-4 pelas células mononucleares do SP e da Cit; a) plano geral da placa; b) 

exemplo de um par SP/Cit com o número de spots/5x\05 células mononucleares. 
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a) 

IL4-1 

2 3 
I ^ M k 1. 

C.T.L. Cellular Technology Ltd. 

6 7 8 9 10 11 12 

/ controlo 

Fig.2I - Produção de IL-4 pelas células mononucleares do SP e da Cit; a) plano geral da placa; b) 

exemplo de um par SP/Cit com o número de spots/5x\05 células mononucleares. 
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Fig.22 ­ Produção de IL­4 pelas células mononucleares do SP e da Cit; a) plano geral da placa; b)exemplo 

de um par SP/Cit com o número de spots/5x\05 células mononucleares. 
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DISCUSSÃO 



1. Actualidade e importância do trabalho 

Nos últimos anos, vários estudos demonstraram que as CPSP diferem 

qualitativamente das CPH da medula óssea, uma vez que possuem um ciclo celular 

diferente, bem como alterações no padrão de expressão antigénica, tais como a 

diminuição da expressão de moléculas de adesão.112 Parte destas alterações são 

induzidas pelo G-CSF, citocina utilizada na mobilização das CPH da medula óssea para 

o SP.112 A avaliação do efeito desta citocina nos outros componentes celulares do 

enxerto, nomeadamente nos linfócitos e nas células NK é de extrema importância. 

Vários estudos realizados sobre o efeito do G-CSF nos linfócitos e nas células NK 

documentam a supressão da actividade destas células após a mobilização. 

Neste trabalho, procedeu-se à avaliação do efeito do G-CSF no fenótipo dos 

linfócitos e das células NK, bem como nas células mononucleares produtoras de IFN-y e 

IL-4 presentes nos enxertos de CPSP. 
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2. Fenótipo das populações linfocitárias e das células NK do sangue periférico e da 

citaferese 

Inicialmente avaliamos as populações linfocitárias do sangue periférico dos 

dadores e dos doentes e procedemos à sua comparação. Pudemos constatar que os dois 

grupos apresentaram percentagens semelhantes das populações linfocitárias, linfócitos 

T e células NK e respectivas sub-populações, e que essas percentagens são semelhantes 

às descritas na literatura.113 Contudo, verificou-se uma diferença na percentagem de 

linfócitos CD8+, a qual foi significativamente maior nos doentes do que nos dadores. 

No SP a razão CD4/CD8 obtida nos dadores foi aproximadamente 2, enquanto nos 

doentes foi inferior, tendo-se obtido um valor de 1,2. Os nossos resultados são idênticos 

aos descritos por vários autores. ' ' 

Nos dadores, a percentagem de linfócitos CD45RO+, CD45RA+ e de CD62L+ 

do SP, obtidas no nosso trabalho estão de acordo com os descritos na literatura. Tayebi 

H et ai103 verificou que 40% dos linfócitos T exprimiram CD45RO e 54% exprimiram 

CD45RA. No nosso estudo, 33% e 25% dos linfócitos T do SP dos doentes, 

exprimiram CD45RO e CD45RA, estes valores diferiram dos resultados do Mills KC et 

ai114, o qual constatou que 25% dos linfócitos T eram CD45RO+ e 35% dos linfócitos T 

eram CD45RA+. A expressão de CD62L, em ambos os grupos estudados, foi 

semelhante à descrita por Sugimori et ai, o qual obteve 68% de linfócitos CD62L+. 

No SP dos dadores e dos doentes, as populações linfocitárias não exprimiram CD80, 

CD86, CD 152 e CD 122, estando os nossos resultados de acordo com os descritos por 

Rondelli et ai , os quais também não observaram a expressão destes antigénios. 

Nos linfócitos do SP, observaram-se diferenças, entre os dadores e os doentes, 

na expressão de CD45RA e de CD 150. Os dadores possuíam uma maior percentagem 
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de linfócitos CD45RA+ e de CD4+CD45RA+ do que os doentes. No caso do CD150 

verificou-se que os doentes possuíam uma maior percentagem de linfócitos CD 150+ do 

que os dadores. Na expressão dos restantes antigénios estudados, não se verificou 

nenhuma diferença significativa. 

As células NK são usualmente divididas em duas sub-populações caracterizadas 

pela distinta intensidade de expressão do antigénio CD56. Assim, no SP dos dadores, 

95% das células NK demonstraram ser CD56+, enquanto 5% foram definidas como 
C 1 Q 

CD56++, sendo estes valores semelhantes aos descritos na literatura. ' Nos doentes, as 

sub-populações CD56+ e CD56++ constituíram, respectivamente, 90% e 10% das 

células NK. Da comparação dos dois grupos verificou-se que os dadores possuem uma 

maior percentagem de células CD56+ do que os doentes, enquanto a percentagem de 

células CD56++ foi maior nos doentes do que nos dadores. 

Tal como descrito por Cooper et al20 e Lima et al116 e observado no nosso 

estudo, as duas sub-populações de células NK são fenotipicamente distintas, tendo 

apresentado diferentes padrões de expressão antigénica. Assim, observou-se que todos 

os NKRs, com excepção do CD94 foram expressos numa percentagem muito maior de 

células CD56+ do que de células CD56++. As células CD56+ exprimiram mais CD 16 

do que as células CD56++, este antigénio pela sua ligação à IgG, tem um papel 

importante na activação da ADCC.17'18'117 Nas células CD56+, a elevada expressão de 

CD 16 pode estar associada a uma maior actividade citotóxica, comparativamente às 

células CD56++. O facto do CD57, um oligossacárido possivelmente envolvido na 

adesão celular, ser expresso apenas nas células CD56+ não tem ainda uma explicação 

clara na literatura.62 De um modo geral, a maior expressão de KIRs e KLRs nas células 

CD56+ relativamente às células CD56++ confirma a maior capacidade citotóxica 
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natural da sub-população CD56+. A elevada percentagem de células CD56++CD94+ 

sugere a existência de capacidade citotóxica nestas células, mas com padrões de 

actividade diferentes, nomeadamente com uma maior especificidade para se ligar a 

HLA-E expresso nas células alvo.9'15'100 Além disso trata-se de um marcador típico de 

Q 1 7 

células imaturas o que pode ser indicativo da natureza das células CD56++. ' Os KIRs 

e os KLRs são marcadores importantes na medida em que o balanço entre os sinais de 

activação e de inibição fornecidos pelos seus ligandos medeiam os fenómenos de 

citotoxicidade.9'17'65 A granzima B foi expressa na quase totalidade das células CD56+ e 

em 17% das células CD56++. Este facto vem reforçar a ideia de que as células CD56+ 

são mais citotóxicas do que as células CD56++, já que se trata de uma enzima existente 

dentro dos grânulos das células NK e que são libertados quando estas exercem a sua 

acção efectora sobre as células alvo. 

A maioria das sub-populações de células NK exprimiu CD2, CD7 e as 

integrinas 02, CDlla e CD 11c. No caso do CD7 e do CD 11c, observamos, tal como 

Lima et ai116, que o CD7 é mais expresso na sub-população CD56+ do que na CD56++ 

e que o CD11c é mais expresso na CD56++ do que na CD56+, sendo estas diferenças 

estatisticamente significativas no nosso grupo de dadores. Tendo em conta a acção 

citotóxica das células NK contra células tumorais, estas moléculas parecem ajudar 

nessa função, tendo um papel importante na adesão das células NK às células alvo. ' 

As células NK dos dois grupos, exprimiram CD62L, contudo este antigénio foi mais 

expresso nas células CD56++ do que nas células CD56+. Estes resultados são idênticos 

aos descritos por Frey M et ai45, que obtiveram 95% das células CD56++CD62L+ e 

24% das células CD56+CD62L+. 

Relativamente aos receptores de citocinas verificou-se que todas as células 

CD56+ e CD56++ exprimem o receptor de IL-2 de afinidade intermédia (CD122). 
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Nenhuma sub-população de células NK exprimiu CD25, contradizendo o que está 

descrito na bibliografia que indica que as células CD56++ são as únicas células que 

exprimem constitutivamente este receptor.19 Segundo estes autores, a presença deste 

receptor nas células CD56++ induz uma elevada resposta proliferativa a baixas doses 

de IL-2, representando células NK pouco diferenciadas. Segundo Carson WE et al as 

células CD56++ exprimem constitutivamente o receptor c-kit (CD 117), que potencia o 

sinal proliferativo resultante da ligação de IL-2 ao IL-2R de elevada afinidade. Contudo 

no nosso estudo este receptor não foi expresso nas células CD56++ dos grupos 

estudados. 

No nosso trabalho, os doentes apresentaram uma maior percentagem de células 

CD56++CD16+ e uma menor percentagem de células CD56++CD161+, relativamente 

aos dadores. Dado que a expressão de CD 16 está relacionada com a maturação das 

células NK, este marcador de linhagem NK é normalmente pouco expresso nas células 

CD56++. Este aumento pode então indicar que, nos doentes, as células CD56++ se 

encontram numa fase de maior diferenciação relativamente aos dadores. A baixa 

percentagem de células CD56++CD161+ pode estar associada com a reduzida 

actividade citotóxica desta sub-população de células NK. 

Na sub-população CD56+ do SP, as diferenças que ocorreram entre dadores e 

doentes, foram uma maior expressão de CD94 e HLA-DR nas células CD56+ dos 

doentes. 

Na Cit, verificamos algumas diferenças, quando comparamos a expressão 

antigénica dos linfócitos dos dadores com a dos doentes. Os doentes, tal como no SP, 

possuem uma maior percentagem de linfócitos CD8+ do que os dadores. A expressão de 

CD45RO diminuiu nos dadores, não se tendo verificado qualquer alteração na 

expressão deste antigénio nos doentes. A expressão da molécula de adesão, CD62L, nos 
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linfócitos diminuiu em ambos os grupos, contudo esta diminuição foi mais acentuada 

nos dadores do que nos doentes. A percentagem de linfócitos CD 150+ e de 

CD3+CD150+ foi maior nos doentes do que nos dadores. 

Da comparação da sub-população NK CD56++ das CPSP dos dadores e dos 

doentes, verificou-se que haviam diferenças significativas entre os dois grupos. Tanto as 

células CD56++ como as células CD56+ dos dadores exprimiram mais CD161 do que 

as células CD56++ e CD56+ dos doentes. Para além desta diferença, verificou-se que as 

células CD56++ dos doentes exprimiram mais CD16 do que as células CD56++ dos 

dadores. Mais de 90% das células CD56++ dos dadores e dos doentes exprimiram CD7, 

CD62L e CD 122, embora se tenha observado diferenças significativas. A mesma 

comparação nas células CD56+ revelou que os doentes exprimiram mais CD94 e 

CDlla e menos granzima B e CD 11c, relativamente à mesma sub-população nos 

dadores. As alterações que ocorreram na expressão de granzima B, CDlla e CD 122, 

apesar de significativas, foram pouco relevantes uma vez que estes antigénios 

continuaram a ser expressos em mais de 90% das células CD56+. 
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3. Quantificação das células mononucleates produtoras de IFN-y e IL-4 

Nos dois grupos estudados, as células mononucleates do SP produziram pouco 

IFN-y, não se tendo observado qualquer variação na produção desta citocina pelas 

células mononucleares após a administração do G-CSF. Quanto à IL-4, as células 

mononucleares da Cit produziram mais IL-4 do que as do SP. Este aumento foi superior 

nos quatro doentes com MM, aos quais foi administrada uma dose de 16pg/Kg/dia de 

G-CSF, pelo facto dos doentes com este diagnóstico serem considerados maus 

mobilizadores. Os nossos resultados estão de acordo com os de vários autores, os quais 

não observaram qualquer variação na produção de IFN-y e verificaram um aumento da 

produção de IL-4. Reyes et ai98, não observou diferenças na produção de IFN-y pelas 

células mononucleares estimuladas, antes e após a administração de G-CSF. Verificou 

ainda uma diminuição da resposta das células mononucleares do SP a mitogénios após a 

primeira injecção de G-CSF, continuando a diminuir até ao quarto dia de mobilização, 

tendo revertido no fim do tratamento.98 No entanto, Sloand et al105 e mais recentemente 

Franzke et ai120, observaram uma diminuição da produção de IFN-y e um aumento da 

produção de IL-4 pelas células mononucleares estimuladas com PHA, resultando numa 

diminuição da razão TH1/TH2. De acordo com o modelo de Ferrara, o G-CSF reduz a 

aloreactividade através do aumento da produção de IL-4 e da inibição da secreção de 

IFN-y, tendo proposto que a diminuição da produção de IFN-y se deve ao aumento do 
1 AT 

número de células não produtoras desta citocina. 

As células mediadoras da resposta do tipo 1 (produtoras de IFN-y) parecem 

modular a doença de enxerto contra hospedeiro aguda, visto o IFN-y ser a citocina 

marcadora destas células e responsável pela demorada recuperação hematopoiética. Em 

contraste, as células mediadoras da resposta do tipo 2 parecem ser favoráveis à doença 
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de enxerto contra hospedeiro aguda, visto estas células segregarem IL-4, citocina 

responsável pela inibição da produção de outras citocinas pró-inflamatórias (IFN-y) e 

pela tolerância imunológica. 
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CONCLUSÕES 



1. Avaliação global do efeito do G-CSF nas populações linfocitárias e nas células 

NK dos dadores e dos doentes 

O estudo comparativo do fenótipo dos linfócitos e das células NK do SP e da 

Cit permitiu-nos avaliar o possível efeito do G-CSF utilizado na mobilização das CPH 

da medula óssea para o SP. 

Na Cit, a percentagem das populações linfocitárias dos dois grupos estudados, 

foi idêntica à do SP, sendo os linfócitos T a população predominante. O nosso estudo 

está de acordo com Joshi et ai2 que demonstrou que o G-CSF não provocava variações 

significativas nas percentagens de linfócitos T e de células NK. Nos grupos estudados, 

não se verificaram alterações na percentagem das sub-populações linfocitárias (CD4+ e 

CD8+) e das células NK (CD56++ e CD56+), após mobilização com G-CSF. Weaver et 

al104 e de Reyes et ai98, observaram que o G-CSF não induz variações significativas na 

percentagem de linfócitos CD4+ e de linfócitos CD8+ quer nos dadores quer nos 

doentes, o que está de acordo com os nossos resultados. Dos resultados obtidos, pode-

se concluir que a mobilização com G-CSF não alterou a percentagem das sub-

populações leucocitárias. Contudo, toda as concentrações das sub-populações 

leucocitárias da Cit aumentaram significativamente em relação ao SP, chegando a haver 

aumentos superiores a 100 vezes. O G-CSF contribuiu para a mobilização deste elevado 

número de leucócitos para a periferia. Os nossos resultados estão de acordo com outros 

estudos, que sugerem que o G-CSF induz aumento do número de leucócitos1041 6 e de 

linfócitos.98 Porém este aumento foi mais acentuado do que o obtido noutros 

estudos.103'104 

Nos linfócitos e nas células CD56+ dos dois grupos estudados, a mobilização 

com G-CSF provocou uma diminuição da expressão de CD62L, tendo sido esta 
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diminuição mais acentuada nos dadores do que nos doentes (resultados a apresentar no 
i n i 

American Society Haematology Meeting em Dezembro de 2003 - Anexo I). As 

alterações na expressão do CD62L poderão estar associada com uma maior ou menor 

mobilização das células da medula óssea para o SP. Os doentes maus mobilizadores, 

possuíam uma menor percentagem de células CD62L- relativamente ao bons 

mobilizadores. No SP dos dadores, 60% dos linfócitos foram CD62L+ tendo diminuído 

para 6% ao quinto dia de mobilização, enquanto nos doentes 55% dos linfócitos foram 

CD62L+, tendo diminuído para 18% após a mobilização. Tanto nos dadores como nos 

doentes, o efeito do G-CSF não se fez sentir na outra molécula de adesão, o CD lia, 

sendo este antigénio expresso na totalidade dos linfócitos. Sugimori et ai115, também 

observaram que no SP, 68% dos linfócitos são CD62L+ diminuindo significativamente 

para 17% ao quarto dia de mobilização com G-CSF.115 A diminuição da percentagem 

de linfócitos CD62L+, verificada no nosso estudo foi mais acentuada, passando este 

antigénio a não ser expresso nas populações linfocitárias da Cit. Esta diferença pode 

estar associada ao facto de Sugimori et ai115 ter colhido as CPSP ao quarto dia de 

mobilização e no nosso trabalho termos colhido ao quinto dia. Segundo Sugimori et al a 

diminuição do número de células CD62L+ não se deve provavelmente à supressão da 

expressão do gene do CD62L, já que os linfócitos T CD62L- após mobilização 

recuperaram o elevado nível de expressão de L-selectina na superfície celular. A 

diminuição do CD62L deve ser causada pela modulação deste antigénio durante o 

tratamento com G-CSF. Esta citocina, como já foi previamente demonstrado, também 

induz a modulação de L-selectina nos neutrófilos e monócitos. ' 

Como já foi referido anteriormente, em ambos os grupos, o G-CSF provocou 

uma diminuição na percentagem de células NK CD56+CD62L+. A percentagem de 

células CD56++CD62L+, não sofreu qualquer alteração significativa com a 
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mobilização. Nas células CD56++, o CD62L parece não ser regulado ou apresentar um 

diferente tempo de resposta ao G-CSF, comparativamente às células CD56+. ' Dos 

resultados obtidos pode-se concluir que a L-selectina é modulada e que, 

independentemente da expressão de CD62L, ambas as sub-populações de células NK 

migram para o SP em resposta ao G-CSF. Nos dadores e nos doentes, as células CD56+ 

da Cit exprimiram menos CDlla e CDllc do que estas células do SP. Apesar destas 

diminuições serem significativas, estes antigénios foram expressos na maioria das 

células (>90%). 

Nas populações linfocitárias, o outro efeito relevante do G-CSF foi no padrão de 

expressão do CD45RO e do CD45RA. Nos dadores, o G-CSF provocou uma 

diminuição da expressão de CD45RO e CD45RA em todas as populações linfocitárias, 

enquanto nos doentes apenas observamos uma diminuição na expressão de CD45RA 

nos linfócitos. Os nossos resultados estão de acordo com os do Rutella et ai , os quais 

observaram uma diminuição da expressão de CD45RO e de CD45RA nos linfócitos dos 

dadores. No entanto, Tayebi et ai103 verificou que a administração de G-CSF aumentou 

a percentagem de linfócitos CD45RA+ e que a percentagem de linfócitos CD45RO+ 

diminuiu, embora não significativamente. Este autor sugere que o G-CSF tende a 

reduzir a activação dos linfócitos das CPSP.103 Reyes et ai98 constatou que 24 horas 

após a quarta dose de G-CSF houve uma redução significativa na percentagem de 

linfócitos T naive CD4+CD45RA+ associada com o concomitante aumento dos 

linfócitos T de memória CD4+CD45RO+ quando comparado com os valores do pré-

tratamento.98 Esta variação na expressão das isoformas CD45RA/RO pelos linfócitos 

CD4+ reverteu catorze dias após a quinta dose de G-CSF, o que levou a concluir que o 

G-CSF provoca uma diminuição reversível na activação dos linfócitos T. Tal como já 

foi referido anteriormente, nos nossos resultados observou-se, em todas as sub-
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populações linfocitárias, uma diminuição da percentagem de linfócitos CD45RA+ nos 

dadores e doentes, e uma diminuição da percentagem de linfócitos CD45RO+ apenas 

nos dadores. Este resultado pode estar relacionado com a diminuição da activação dos 

linfócitos T induzida pelo G-CSF. Uma vez que o CD45RO é expresso pelos linfócitos 

T de memória e activados, é natural que se observe uma diminuição da percentagem de 

linfócitos CD45RO+, embora esta redução deva estar associada ao aumento da 

percentagem de linfócitos CD45RA+, o que não ocorreu neste estudo. 

Nos dadores, a expressão de CD28 nos linfócitos, linfócitos T e linfócitos CD8+, 

aumentou após a administração do G-CSF, sendo expresso em mais de metade dos 

linfócitos. Os nossos resultados estão de acordo com os obtidos por Rondelli et ai , que 

obtiveram 61% dos linfócitos a exprimirem CD28. Nos doentes, não se verificou 

nenhuma alteração na expressão deste antigénio após a mobilização com o G-CSF. O 

CD28 é uma molécula co-estimuladora e que está envolvida na expansão clonal dos 

linfócitos T, bem como na produção de IL-2. Este papel do CD28 sugere que a 

modulação dos níveis da expressão deste antigénio pode alterar a função dos linfócitos 

T. Nos dadores, a percentagem de linfócitos CD 150+ da Cit, diminuiu relativamente ao 

SP. As populações linfocitárias dos dadores e dos doentes, não exprimiram CD80, 

CD86 e CD 152, o que está de acordo com os resultados obtidos por Rondelli et ai. 

Nos linfócitos dos dois grupos, a expressão de CD25 e de CD 122 não sofreu 

qualquer alteração significativa após a administração do G-CSF. Os nossos resultados 

estão de acordo com os obtidos por Sugimori et al"5 e por Reyes et ai93, os quais 

verificaram que a expressão de CD25 e de CD 122 nos linfócitos não sofreu modificação 

após mobilização com G-CSF. Contudo, estes resultados foram diferentes dos obtidos 

por Rondelli et ai, que verificou que nos dadores após a mobilização com G-CSF havia 

uma diminuição da expressão de CD25 e de CD 122 nos linfócitos.3 
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Além do efeito provocado na expressão do CD62L, verificou-se nas células NK 

CD56++, uma alteração comum aos dadores e doentes na expressão do CD161. Nos 

dadores, a percentagem de células CD56++CD161+ diminuiu após a administração de 

G-CSF. Relativamente às células CD56+, não se observou qualquer efeito do G-CSF na 

expressão do CD161. Nos doentes, nas duas sub-populações de células NK, ocorreu 

uma diminuição da percentagem de células NK CD161+. Azzoni L et ai119 demonstrou 

que o CD161 estava relacionado com a actividade citotóxica das células NK. Os nossos 

resultados poderão sugerir que o G-CSF provoca uma diminuição da capacidade 

citotóxica das células NK. 

Nos dadores, para além da alteração do CD161, observaram-se ainda variações 

no padrão de expressão de CD16 nas células CD56++, e de CD57 e HLA-DR nas 

células CD56+. Na Cit, as células CD56++ exprimiram mais CD 16 relativamente à 

mesma sub-população no SP. Estas alterações poderão estar relacionadas com a 

maturação das células CD56++. O aumento da expressão do CD 16 nas células CD56++ 

pode sugerir que estas células se encontram num estado de maior maturação 

relativamente à mesma sub-população no SP, possivelmente devido ao efeito do G-

CSF. Nas células CD56+ não ocorreu nenhuma alteração significativa na expressão 

destes antigénios. A elevada percentagem de células CD56+CD16+ e a baixa 

percentagem de células CD56++CD16+, indica que as células CD56+ possivelmente 

apresentam uma maior actividade citotóxica do que as células CD56++. 

Apenas as células CD56+ dos dadores exprimiram CD57, tendo ocorrido uma 

diminuição da percentagem de células CD56+CD57+ após mobilização com G-CSF. 

Quanto ao HLA-DR, a percentagem de células CD56+ que exprimiram este antigénio 

foi maior na Cit do que no SP, não se tendo observado qualquer alteração na sub-
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população CD56++. Na Cit, tal como no SP, a expressão de HLA-DR foi maior nas 

células CD56++ do que nas células CD56+. 

Nos doentes, a mobilização com G-CSF provocou algumas alterações fenotípicas 

nas células CD56++ e CD56+. A única diferença observada nas células CD56++ foi a 

diminuição da percentagem de células CD56++CD161+, referida anteriormente. Na sub-

população de células NK CD56+, em simultâneo com a diminuição da percentagem de 

células CD56+CD62L+, observaram-se variações na expressão do CDlla e CDllc. 

Apesar da diminuição da expressão de CD1 la ser significativa, a percentagem de células 

CD56+CD11SL+ manteve-se superior a 99%. Nos doentes, tal como nos dadores, 

verificou-se que as células CD56+ exprimiram mais NKRs do que as células CD56++, 

com a excepção do CD94. 

Em resumo, o principal efeito do G-CSF, nos linfócitos e nas células NK dos 

enxertos, foi a diminuição da expressão da molécula de adesão CD62L. As outras 

moléculas de adesão estudadas, nomeadamente o CDlla e CDllc não sofreram 

alterações tão acentuadas, como as que ocorreram no caso do CD62L. Nos linfócitos dos 

dadores e dos doentes, a administração de G-CSF alterou a relação CD45RO/CD45RA 

nos linfócitos. Nas células NK de ambos os grupos, observou-se uma diminuição da 

expressão de CD161. Os restantes KLRs e KIRs e receptores de citocinas estudados, não 

sofreram qualquer alteração significativa, com a mobilização. 

No pequeno grupo de dadores e doentes testado, verificou-se que as células 

mononucleares da Cit produziram mais IL-4 do que as do SP. Não se observaram 

alterações na secreção do IFN-y. Os nossos resultados sugerem que o G-CSF pode 

exercer um efeito imunomodulador nos linfócitos e nas células NK e que poderão ser 

terapeuticamente explorados em condições associadas com o balanço TH1/TH2, tais 

como na falência do enxerto e da doença de enxerto contra hospedeiro aguda. 
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2. Perspectivas futuras 

A continuação deste estudo permitirá a avaliação de um maior número de 

doentes e analisar os dados de acordo com o diagnóstico. Possibilitará ainda determinar 

se existe correlação entre as alterações no fenótipo e na produção de citocinas que 

ocorrem nos linfócitos e nas células NK e a dose de G-CSF administrada na 

mobilização. A continuidade deste trabalho permitirá analisar a modulação do CD62L 

nos linfócitos e nas células NK e o seu papel na mobilização celular para a periferia. 

A realização de ensaios de quantificação de citocinas por ELISPOT, usando 

populações celulares isoladas permitirá distinguir uma resposta celular do tipo 1 de uma 

resposta celular do tipo 2, através da produção de IL-4 e de IFN-y. O estudo da 

actividade citotóxica das células NK através da quantificação da granzima B por técnica 

de ELISPOT, será um importante parâmetro de avaliação funcional destas células. 

Estes estudos permitirão avaliar o efeito selectivo do G-CSF nas várias 

populações celulares dos enxertos hematopoiéticos. 
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ANEXO I 



Selective effect of granulocyte-colony stimulating factor on CD62L expression on leucocytes present 

on PBPC grafts 

Isabel L Barbosa, PhD \ Patricia A Benevides, BSc l, Fernanda I Gomes, BSc ', Cláudia C Sousa, BSc \ 

Fernando Campilho, MD2, Susana R Sousa, MD ', Pedro Pimentel MD 2 and AlziraCarvalhais MD '. 

1 Imuno-Hemoterapia, Instituto Português de Oncologia Porto SA, Porto, Portugal, and 2 Serviço de 

Transplante de Medula Óssea, Instituto Português de Oncologia Porto SA, Porto, Portugal. 

Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) is currently used to mobilize peripheral blood progenitor 

cells (PBPC) to be used in haematopoietic transplantation. It has been shown that adhesion molecules 

play an important role in the migration of leukocytes from BM to the periphery 

In this study we compared the expression of CD 1 la/CD 18 and CD62L on lymphocytes and NK cells of 

non-mobilization peripheral blood (PB) and PBPC grafts collected on the 5th day of G-CSF mobilization 

from healthy donors (n=22) and patients candidates to autologous transplantation (n=19). 

Figure 1 summarizes the expression of CD62L and CD1 la on PB cells and PBPC grafts. PB lymphocytes 

from donors and patients expressed CD62L (60% and 55% respectively) and this expression was mainly 

on T lymphocytes. Following G-CSF mobilization there was a significant decrease in the percentage of 

lymphocytes and T cells CD62L+. The expression of CDlla on PB and PBPC lymphocytes from the 

study groups did not change and was similar (median value 99%). 

As previously reported by others we observed a differential expression of CD62L on NK cell 

subpopulations CD56++ (immature NK cells) and CD56+ (mature NK cells). Both for donors and 

patients the majority of CD56++ cells from PB and PBPC grafts express CD62L. Only a small number of 

PB CD56+ from donors (25%) and patients (18%) express CD62L. In the PBPC grafts there was a 

significant decrease in the percentage of CD56+CD62L+ for both groups (12 and 14% for donors and 

patients respectively), in comparison with the same cells previously to mobilization. As for lymphocytes, 

CDlla was expressed on the majority of all NK cell populations of PB and PBPC from the two study 

groups. Thus, G-CSF induced a selective shedding of CD62L from lymphocytes and NK CD56+ cells 

present on PBPC grafts. These results suggest that integrins and selectins expressed on lymphocytes and 

NK cells may have a different roles on G-CSF mobilization of leucocytes from BM to the periphery. 
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