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PALAVRAS-CHAVE

Rinite alérgica; Resumo _ , . . er ,
CD25 * Treg; Introdugdo: As células reguladoras T, ou Treg, equilibram a resposta imune periférica aos alér-
b

genos na rinite alérgica. Tradicionalmente, a célula Treg (CD25 * Treg) é identificada pela
coexpressdo de Foxp3 e CD25, mas essa estratégia ndo representa a verdadeira funcao ini-
bitéria das células Treg. O fator de transcricdo Helios foi considerado um novo marcador de
Tregs ativadas, com uma importante funcao inibidora. Consequentemente, o Helios foi pro-
posto como um marcador de Treg. Artigos recentes mostraram que a coexpressao de Foxp3 e
Helios (Helios * Tregs) € um importante estagio funcional do Treg.

Objetivo: Comparar a prevaléncia de CD25 * Tregs e Helios* Tregs com um modelo em camun-
dongos modelo de rinite alérgica.

Método: Vinte camundongos foram randomizados em dois grupos. O grupo de teste compre-
endeu 10 camundongos modelo de rinite alérgica expostos a ovalbumina; o grupo controle foi
exposto a solucao salina. As fracdes de CD25 * Tregs, Helios * Tregs, Helios * CD25 e Helios *
Foxp3 * CD25 * Tregs presentes nos dois grupos foram determinadas por citometria de fluxo.
Resultados: CD25 * Tregs e Helios * Tregs foram menos abundantes no baco e nas células da
mucosa nasal do modelo de rinite alérgica em comparacdo com o controle. Também observamos
menos Helios * Tregs do que CD25 * Tregs na mucosa nasal e nas células esplénicas dos grupos
controle e teste. Além disso, observamos menos Helios * Foxp3, Helios * CD25 e Helios * Foxp3
* CD25 * Tregs na mucosa nasal no modelo de rinite alérgica. Hélio foi mais expresso em células
CD4 * CD25 * Foxp3 * células T, seguidas por CD4 * CD25 - Foxp3 " células T. Aproximadamente
75% das células CD25 * Tregs eram Helios no baco de camundongos modelo de rinite alérgica e
dos controles.
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Conclusdo: Este é o primeiro relato das proporcoes de Helios * Tregs na mucosa nasal e no

a coexpressdao de Foxp3 e Helios pode ser mais util do que depender da expressao de CD25.
Este estudo fornece uma nova visao para os estudos de Treg em rinite alérgica e a potencial
utilidade do marcador como alvo terapéutico.

© 2020 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

No sistema imunologico, as células-T reguladoras, ou Tregs,
equilibram a resposta imune periférica aos alérgenos." Elas
inibem as células T efetoras em uma reacao inflamatdria
do fendtipo Th1 ou Th2 e desempenham uma funcao impor-
tante na rinite alérgica. As técnicas usadas para avaliar a
atividade das células Tregs tém sido modificadas. Os estu-
dos iniciais mediam a expressao de CD25 para quantificar as
através da expressao de Foxp3, considerado o marcador mais
especifico.>* Tradicionalmente, Treg (CD25 * Treg) é identi-
ficado através da coexpressao de Foxp3 e CD25. No entanto,
Foxp3 e CD25 sdo up-regulados de maneira transitéria em
algumas outras condicées,’® portanto sua coexpressao pode
nao representar verdadeiramente Tregs supressores. Alguns
acreditam que as células CD4 * Foxp3 * Treg naturais deriva-
das do timo expressam especificamente o membro da familia
de transcricao lkaros, Helios.’ Artigos recentes mostraram
que a coexpressao de Foxp3 e Helios é uma fase funcional
critica de Tregs e recentemente foi levantada a hipotese
de que Helios pode ser um ativador de células Tregs'® e que
Helios * FoxP3 * Treg (Helios * Treg) pode realmente ser mais
pesquisas relacionadas a RA.

Este estudo comparou células CD25 * Treg e Helios * Treg
com citometria de fluxo em um modelo murino de RA.

Método
0 modelo de camundongo

Camundongos fémeas BALB/c de 8 semanas de idade foram
expostos a um ciclo claro/escuro de 12 horas com acesso a
comida e agua ad libitum. Além disso, nao havia ovalbumina
(OVA) nos alimentos. Este experimento foi aprovado pelo
comité de ética do Shengjing Hospital (2018PS96K), China
Medical University.

Modelo murino de RA induzida por OVA

Os animais foram divididos em dois grupos de 10 ratos cada.
Nos dias 0, 7 e 14, o grupo OVA foi imunizado com 100 g
de OVA e 2mg de hidroxido de aluminio através de injecao
intraperitoneal. Em seguida, 100 u.g de OVA foram introduzi-
dos nasalmente diariamente por 7 dias consecutivos a partir
do dia 21. O grupo controle foi tratado com solucao salina.

Avaliacado dos sintomas de RA

Espirros e friccao nasal foram registrados no dia 27, 15 minu-
tos apos a introducao intranasal final de OVA. A média das
contagens foi analisada estatisticamente entre o grupo OVA
e o grupo controle.

Avaliacao do tecido da mucosa nasal

Todos os animais foram sacrificados e decapitados 2 horas
apos a provocacao nasal final com OVA. As cabecas dos cinco
animais de cada grupo foram fixadas em paraformaldeido a
4%. As amostras foram descalcificadas em 10% de acido eti-
lenodiaminotetraacético. Amostras embebidas em parafina
foram seccionadas a uma espessura de 4 um e coradas com
hematoxilina e eosina para visualizacdo dos eosinofilos.

Isolamento de células da mucosa nasal e do baco

As células da mucosa nasal e do bagco foram isoladas dos
ratos restantes, trituradas em um moedor de vidro com RPMI
1640 e depois filtradas com um filtro para células. Apds a
centrifugacao da suspensao celular, foram determinadas as
propor¢des de células Tregs nos granulos.

Contagem das propor¢des de células Tregs com
citometria de fluxo

As células foram coradas com anti-CD4 Abs marcado com Iso-
tiocianato de Fluoresceina (FITC) e anti-CD25 Abs marcado
com PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences) e depois fixadas e per-
meabilizadas com uma solucao de fixacao/permanente. As
células foram entao incubadas com anti-Foxp3 Abs marcado
com PE e anti-Helios marcados com aloficocianina (APC) (BD
Biosciences). Os dados foram obtidos com um citémetro de
fluxo BD FACSCanto II.

Analise estatistica

Os resultados sao expressos como média 4 EMP. O software
GraphPad Prism foi usado para as analises estatisticas. As
diferencas entre os dois grupos foram analisadas pelo teste U
de Mann-Whitney; considerou-se p <0,05 como significancia
estatistica.
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Figura 1

friccao nasal e (C) contagem de eosindfilos. **p < 0,01, ***p <0,001.

Resultados

Escore de sintomas no modelo murino de RA

No dia 27 do experimento, a friccao nasal e os espirros foram
contabilizados por 15 minutos apds a provocacao nasal final
com OVA (fig. 1A e B). Os camundongos induzidos por OVA
espirraram significantemente mais vezes do que os animais
controle (8,5+2,1 vs. 2,5+1,0, p <0,05). A frequéncia de
friccdo também foi significantemente maior no grupo OVA
(5,9+1,2vs. 1,8+0,8, p <0,05).

Maior infiltracao de eosinéfilos na mucosa nasal de
camundongos com RA

Ainfiltracdo de eosindfilos na mucosa nasal foi avaliada apds
a coloracao por H&E e foi significantemente maior no grupo
OVA (p <0,05) (fig. 1C).

Numero reduzido de CD25 * Tregs no bago e na
mucosa nasal do modelo de RA

A mucosa nasal e o baco de cinco camundongos do grupo
RA e cinco camundongos do grupo controle foram examina-
dos através de analise imuno-histoquimica, com anticorpos
fluorescentes CD4, CD25 e Foxp3. As CD25 * Tregs nas célu-
las CD4 foram analisadas por citometria de fluxo (fig. 2A-B) e
foram significantemente menos abundantes na mucosa nasal
e no baco de camundongos com RA (fig. 2C).

Menos Helios * Tregs na mucosa nasal e no bago do
modelo de RA

Acredita-se que a coexpressao do Foxp3 com o Helios repre-
sente uma fase funcional chave das células Tregs. Para
identificar esse grupo funcional de células Tregs, as células
da mucosa nasal e do baco foram coradas com anticorpos
CD4, Helios e Foxp3. A porcentagem de Helios * Tregs foi
analisada com citometria de fluxo (fig. 2A-B). Havia menos
células Helios * Tregs na mucosa nasal e no baco do modelo
de RA (fig. 2C).
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Comparacao dos sintomas nasais e infiltracao eosinofilica entre os grupos Ovalbumina (OVA) e controle: (A) espirros, (B)

Menos células Helios * Tregs do que CD25 * Tregs
na mucosa nasal e no ba¢o dos ratos do modelo de
RA e controle

A coexpressao do Foxp3 foi analisada com o marcador tra-
dicional CD25 e Helios na camada mucosa nasal e nos
esplendcitos dos camundongos com RA e controle para com-
parar as porcentagens de CD25 * Tregs e Helios * Tregs. Nas
células da mucosa nasal e células esplénicas de ratos com
RA e normais, havia menos Helios * Tregs do que CD25 *
Tregs (fig. 2C). Portanto, havia menos Tregs ao usar o Foxp3
coexpresso com Helios do que com CD25.

Menos células Helios * Foxp3, Helios * CD25 e
Helios * Foxp3 * CD25 * Tregs na mucosa nasal do
modelo de RA; Helios pode nado ser um marcador
especifico de células Tregs

Helios é expresso em um subconjunto de células Foxp3 *
Tregs e foi considerada a possibilidade de que ele fosse um
marcador de Tregs. Para comparar as propor¢oes de células
Helios * Foxp3, Helios * CD25 e Helios * Foxp3 * CD25 na
mucosa nasal entre os camundongos controle e RA, foram
identificadas células Helios-positivas, células CD25-positivas
e células duplas Helios- e CD25-positivas apds a ativacao de
CD4 * T. Havia menos células Helios * Tregs, Helios * CD25 e
Helios * Foxp3 * CD25 * Tregs na mucosa nasal de camundon-
gos com RA (fig. 3). Helios foi mais fortemente expresso em
células CD4 * Foxp3 * CD25 * T, seguidas por células CD4 *
Foxp3 - CD25 T, o que sugere que Helios nao é um marcador
especifico das células Tregs.

Aproximadamente 75% das células CD25 * Tregs eram
Helios nos bacos do camundongos RA e controle. Para deter-
minar a proporcao de células Helios nas células CD25 * Tregs,
as células CD25 * Tregs nos bacos de ratos com RA e con-
trole foram identificadas primeiro, seguidas da identificacao
das células Helios-positivas. Aproximadamente 75% das célu-
las CD25 * Tregs eram Helios-positivas nos esplenocitos dos
camundongos dos grupos RA e controle (fig. 4).

Discussao

Este é o primeiro trabalho a explorar células Helios * Tregs na
mucosa nasal e baco em um modelo murino de RA. Encon-
tramos menos células Helios * Tregs no grupo com RA do
que nos controles, tanto nas células da mucosa nasal quanto
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CD25 * Tregs e Helios * Tregs foram contadas com citometria de fluxo na mucosa nasal e baco de um modelo murino de

RA. A identificacao de populacdes de células CD4 * T (A). Identificando CD25 * Tregs e Helios * Tregs nos grupos controle e OVA. As

estatisticas sao mostradas em (C). **p <0,01.

nos esplenocitos. Comparando as estratégias de ativacao de
CD25 * Tregs e Helios * Tregs, encontramos menos Helios *
Tregs do que CD25 * Tregs nos grupos RA e controle, tanto
para a mucosa nasal quanto para as células esplénicas.

A rinite alérgica resulta da interferéncia imunoldgica no
corpo, que culmina com a desregulacao de diversos agentes
inflamatorios. As Tregs impedem respostas imunes e desem-
penham um papel crucial na hipossensibilizacao alérgica.
As Tregs inibem as células T efetoras durante a resposta
inflamatoria do fendtipo Th1/Th2 e sao, portanto, essen-
ciais para evitar respostas imunes graves potencialmente
prejudiciais direcionadas contra antigenos estranhos.'> '

Tradicionalmente, CD25 * Foxp3 tem sido inativada como
uma célula Treg. Este trabalho encontrou menos CD25
* Tregs em camundongos RA, consistente com estudos
anteriores.’”>"7 Entretanto, estudos verificaram que essa
estratégia nao representa a verdadeira funcao inibidora das
células Tregs, mesmo em cenarios especificos de inducdo de
células T, porque CD25 e Foxp3 (dois importantes marcado-
res de Tregs) também estdo presentes em células nao Tregs
ativadas.'®"

Em 2006, Sugimoto et al. sugeriram pela primeira vez que
Helios, um membro da familia Ikaros de proteinas dedos de
zinco, era um marcador de Tregs naturais. 2° Naquela época,
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era considerado que o Helios era expresso exclusivamente
em células Foxp3 * Tregs. No entanto, foi demonstrado que
os marcadores Helios-positivos e Helios-negativos existem
nos compartimentos nTreg apds alguns anos.?’?> Entéo, a
expressao do Helios foi observada em 65% a 75% das células
Tregs e identificada como um novo marcador de nTregs ativa-
das, com uma importante funcao de supressao; foi proposto
que o Helios € um marcador de Tregs derivadas do timo.?3-%

Foxp3 é o marcador mais especifico de Tregs e a avaliacao
de Helios pode ajudar a identificar subconjuntos de células
Tregs com atividade supressora consistente. 012326

No trabalho atual, a expressao de Helios nao se restringiu
as células CD4-positivas, mas também foi vista nas célu-
las CD4-negativas (dados ndo mostrados). Além disso, Helios
nao foi expresso em células Foxp3 * Tregs, o que sugeriu que
Helios ndo é um marcador especifico de células Tregs. Por-
tanto, a ativacdo/supressao de células CD4 * Helios somente
nao representa todas as células Tregs.

Identificamos Helios * Tregs nas células da mucosa nasal
e do baco de um modelo murino de RA e encontramos niveis
mais baixos de Helios * Tregs no grupo RA comparado com
o controle. Isso indica que a atividade supressora das Tregs
foi inibida na RA, levou ao aumento da ativacao das células
T auxiliares, como Th2, e ao desenvolvimento da doenca.

0 Helios pode ser um marcador til para identificar Tregs
verdadeiras em condi¢cdes que induzem a ativacdo imune
porque, diferentemente das células CD25, sua expressao
permanece estavel durante a ativacdo das células T.?2 No
presente estudo, o subconjunto Foxp3 * Helios identificou
Tregs marcadamente com menor frequéncia do que a coex-
pressao Foxp3 e CD25, nos grupos controle e de RA e cerca de
75% das células CD25 * Foxp3 * Tregs eram Helios-positivas.

Na RA, um subgrupo de células Tregs tem efeitos ini-
bitorios. Este estudo mostrou que o uso de CD25 poderia
aumentar artificialmente a proporcao de Tregs identificadas
e pode nao refletir completamente sua capacidade inibito-
ria, enquanto a avaliacao da coexpressao de Foxp3 e Helios
€ um método de identificacdo muito mais preciso.

0 presente estudo teve varias limitacoes. Primeiro, rela-
tivamente poucos animais foram estudados. Segundo, nao
considerou as relacdes entre os subgrupos Treg e Th. No
entanto, este estudo foi informativo porque, até onde sabe-
mos, é o primeiro a comparar as proporcoes de Helios * Tregs
e CD25 * Tregs na mucosa nasal e no baco de um modelo
murino de RA.

Sao necessarios mais estudos para definir em detalhes a
importancia funcional e bioldgica do Helios * Tregs na RA
e o potencial uso do marcador como alvo terapéutico. No
entanto, como Foxp3 e Helios sao proteinas intracelulares,
atualmente é impossivel isolar as Helios * Tregs funcionais
vivas e fazer um teste de funcao de supressao para anali-
sar o mecanismo mais detalhadamente; a pesquisa esta em
andamento.

Conclusao

Esta pesquisa é a primeira a identificar Helios * Tregs em RA.
Os resultados sugerem que o processo de ativacao/supressao
e Helios pode ser mais til do que depender da expressao de
CD25. Nossos resultados fornecem uma nova visao para os

estudos de Tregs na RA e o uso potencial do marcador como
alvo terapéutico.
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