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Resumo: A salde fisiologica deve equilibrar a capacidade da resposta imune contra patégenos e
a tolerancia a componentes proprios e comensais, garantindo sua integridade. A quebra desse
equilibrio provoca doencas autoimunes ou inflamacdo crdnica em caso de resposta imune
excessiva. A pouco mais de 20 anos as células T reguladoras ressurgem como células capazes de
suprimir a resposta imune em determinadas condicgdes, estas representam uma subpopulacdo de
células T que contém capacidade para induzir supressdo de células T efetoras, apresentando
assim fungdo essencial no mecanismo de tolerdncia imunoldgica. Além disso demonstram
enorme potencial terapéutico ao revelarem a possibilidade de se obter supressdo antigeno
especifico evitando dessa forma o risco de imunossupressdo sistémica, contudo, ainda ha
aspectos que precisam ser melhor analisados, sendo crucial a realizacdo de estudos que
possibilitem a avaliagdo da manipulacdo das células T reguladoras em humanos, bem como
estabelecer que condi¢des podem influenciar o seu desempenho e por conseguinte sua
viabilidade. Posto isso, o seguinte trabalho foi realizado a partir de uma revisdo narrativa da
literatura onde o0 objetivo foi apresentar os mecanismos de supressdo dessas células e seu papel
na auto-tolerancia, bem como demonstrar o potencial de manipulacdo dessas celulas para fins
terapéuticos.

Palavras-chave: Células T reguladoras (Tregs). Autoimunidade. Tolerancia imunologica.
Foxp3. Regulacdo da autoimunidade.

The importance of regulatory t cells in the control of autoimmunity

Abstract: The physiological health must balance the capacity of the immune reply against
pathogens and the tolerance the proper and you start components, guaranteeing its integrity. The
balance in addition provokes illnesses autoimmune or chronic inflammation in case of extreme
immune reply. Little more than the 20 years regulating cells T resurge as cells capable to
suppress the immune reply in definitive conditions, these represent a subpopulation of cells T
that contains capacity to induce suppression of effector cells T, thus presenting essential function
in the mechanism of immunological tolerance. Moreover they demonstrate to enormous therapy
potential when disclosing the possibility of if to get suppression specific antigen preventing of
this form the risk of systemic immunosuppression, however, still has aspects that they more
good need to be analyzed, being crucial the accomplishment of studies that make possible the
evaluation of the manipulation of regulating cells T in human beings, as well as establishing that
conditions can influence its performance and therefore its viability. Rank this, the following
work was carried through from a revision narrative of literature where the objective was to
present the mechanisms of suppression of these cells e its paper in the auto-tolerance, as well as
demonstrating the potential of manipulation of these cells for therapeutical ends.

Keywords: Regulatory T cells (Tregs). Autoimmunity. Immunological tolerance. Foxp3.
Regulation of autoimmunity.
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1. INTRODUCAO

O sistema imune é uma rede de defesa constituida por células, tecidos, moléculas e
6rgdos e possui como principal funcdo a protecdo do organismo contra agentes externos,
sendo encarregado da preservacdo de sua integridade, além de minimizar a inflamacao
deletéria causada por respostas imunes contra antigenos autdlogos, microrganismos
comensais e distdrbios inflamatdrios metabolicos (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012).
A capacidade do sistema imunoldgico de discriminar entre antigenos proprios e nao-préprios
culmina em tolerancia imunoldgica, a qual é resultante do reconhecimento de antigenos
especificos por linfécitos durante sua fase de desenvolvimento, sendo caracterizada pela falta
de responsividade a determinadas moléculas, a qual é mantida por mecanismos centrais e
periféricos (BACCHETTA; GREGORI; RONCAROLO, 2005).

O mecanismo central ocorre no timo, durante a maturacdo dos linfocitos, sendo
caracterizada por delecdo clonal, neste processo ocorre a eliminagdo de linfocitos que
possuem alta afinidade por antigenos proprios, mecanismo este denominado de “selecdo
negativa”. No entanto, algumas dessas células podem se desenvolver em células reguladoras,
Ou escapar a este mecanismo, por apresentarem afinidade intermediaria por auto-antigenos,
podendo migrar até a periferia. Sendo assim é essencial a operacdo dos mecanismos de
tolerancia periférica, por sua vez este ocorre através de trés métodos principais: morte induzia
por ativacdo (apoptose); inativacdo através do processo de anergia, tornando-as nao
responsivas ao antigeno, ou supressao por intermedio das células T reguladoras (Tregs). A
falha ou colapso desses mecanismos responsaveis pela manutencdo da autotolerancia podem
resultar em processo autoimune, caracterizado pelo desenvolvimento de uma resposta imune
direcionada a componentes autélogos do organismo humano saudavel (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2015; LA CAVA, 2008).

As doengas autoimunes englobam um grande espectro de patologias, cuja incidéncia vem
aumentando nos ultimos anos, em paises desenvolvidos estima-se que aproximadamente 5%
da populacédo apresente uma ou mais dessas condicdes. A origem das doencas autoimunes ainda é
discutida, uma hipo6tese envolve uma falha na tolerdncia central e periférica, sendo esta Gltima
associada a um nGmero de Treg reduzido ou a falhas na sua fungdo. Essas doencas geram
repercussdes tanto no nivel de morbidade e mortalidade quanto no nivel socioecondémico, em
virtude da cronicidade dessas patologias, que dispde apenas de tratamentos paliativos
(TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010; PARHAM, 2011).



O interesse nas células T reguladoras ressurge no ano de 1995 quando descritas por
Sakaguchi et al. como tendo fungdo na manutencdo dos mecanismos de autotoleréncia e
regulacdo da resposta imune, posto que estas induzem a supressdo de células T efetoras,
blogueando sua ativacdo e fungdo. Tem sido demonstrado que tanto a remogdo quanto a
interferéncia no desenvolvimento dessas células resultam em alteracbes que induzem
patologias autoimunes e inflamatérias (SCHMETTERER; NEUNKIRCHNER; PICKL, 2012;
ARAUJO et al., 2008). Existe grande variedade de células Treg, porém, as mais estudadas e
com maior destaque e importancia a nivel fisioldgico sdo as Tregs CD4* CD25" Foxp3*
(SAKAGUCHI, 2006). As células Treg constituem uma subpopulacdo de linfécitos T, que
detém a habilidade de induzir supressdo das células T efetoras em resposta a presenca de
autoantigenos, estas representam 5% a 10% do total de células T CD4+, sdo geradas na
medula éssea e maturadas no timo, podendo ser encontradas nos 6rgaos linfoides secundarios
e no sangue periférico (ARAUJO et al., 2008; LA CAVA, 2008; TAAMS et al., 2002).

A supressdo por intermédio das células T reguladoras serve como um mecanismo vital de
regulacdo negativa da inflamacdo, mediada pelo sistema imune, e caracteriza-se de forma
importante em disturbios autoimunes (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Estudos
demonstram que a maioria das doencas autoimunes como diabetes tipo 1, esclerose multipla,
lUpus eritematoso sistémico, miastenia gravis, artrite reumatoide e outras, apresentam defeitos
no ndimero ou na funcdo das células Treg no sangue periférico (VILLAR; HAFLER, 2018).

O sistema imune atribui grande papel na protecdo do organismo e prevencdo de
patologias, sendo essencial na manutencdo da homeostase. Entretanto, sob condicGes ainda
ndo entendidas em sua totalidade, pode haver descontinuacdo da tolerancia imunoldgica
resultando em uma excessiva resposta imune que, ao atacar tecidos proprios, € capaz de gerar
processo patologico (ROMAGNANI, 2006). A elaboracdo de novos tratamentos e
identificacdo de possiveis alvos terapéuticos foi possivel gracas aos recentes avangos obtidos
na area imunoldgica e de biologia molecular, que foram essenciais para o entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos das doencas autoimunes. As células T reguladoras apresentam
um enorme potencial terapéutico ao demonstrarem a possivel capacidade de alcancar
supressdo antigeno-especifico, evitando assim 0s riscos de imunossupressao sistémica,
entretanto ainda existem diversos aspetos que precisam ser entendidos (BLUESTONNE et al.,
2015).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi apresentar os mecanismos biologicos de
supressdo dessas células e sua eficiéncia no controle de processos autoimunes discutindo seu

papel na autotolerancia e na homeostase imunologica. Além disso outros aspectos sdo



mencionados, incluindo terapia imunomoduladora com a indugdo de sinais inibitérios usando
Tregs, abordando o potencial de manipulacdo dessas células para fins terapéuticos como uma
forma atraente de tratamento de doengas autoimunes. A compreensdo do importante papel
dessas células no equilibrio homeostético regulatério nos ajuda a perceber as disfuncdes

geradas pela auséncia dessas células no organismo.

2. METODOLOGIA

A metodologia utilizada para o desenvolvimento do estudo em questéo foi realizada por
meio de uma revisdo narrativa bibliogréfica, que foi produzida mediante contetudo ja
elaborado, fundamentado em livros e artigos cientificos.

Partindo desse principio foram utilizados materiais que apresentaram conteddos
vinculados as células T reguladoras, seu papel e fun¢éo no sistema imune, bem como avancos
cientificos sobre o tema em questédo, obtidos em livros do acervo de bibliotecas e nas bases de
dados Scielo, Google Académico e Pubmed publicados nos altimos 10 anos (2008 a 2018),
porém trabalhos anteriores a esse periodo foram utilizados considerando sua relevancia para a
pesquisa. A pesquisa foi realizada em idiomas inglés e portugués com as palavras-chave:
células T reguladoras (Tregs), autoimunidade, tolerancia imunolégica, Foxp3, regulacdo da

autoimunidade e imunoterapia Treg.

3. DESENVOLVIMENTO
3.1 Células Treg — caracteristicas fenotipicas e funcéo

As células T reguladoras antes conhecidas como T supressoras ressurgiram no final da
década de 1990, quando diversas subpopulac@es de células T foram reconhecidas como tendo
capacidade de inibir a proliferacdo de outras células (NAGLER et al, 2004). Mais de 20 anos
apos sua ‘“redescoberta”, as Treg apareceram como um elemento essencial para a
compreensdo dos mecanismos de tolerancia periférica que controlam o desenvolvimento de
doencas autoimunes e alergias (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003).

Tem se observado grande progresso na compreensdo dos mecanismos moleculares e
celulares envolvidos na geracdo de células T reguladoras, sua fun¢do na homeostase
imunolodgica, inflamacdo e autoimunidade, e seu possivel papel terapéutico em doencas
autoimunes (GUPTA, 2008). Essas células compreendem uma linhagem distinta de células T
CD4 que expressa altos niveis de CD25 e apresenta o fator de transcricdo Foxp3, esta
subpopulacdo é primordialmente desenvolvida no timo e pode ser induzida perifericamente
(PARHAM, 2011; LIMA, 2006).



No timo algumas células T CD4" comprometidas, que reconhecem autoantigenos com
grande avidez, podem ser eliminadas por sele¢cdo negativa ou se desenvolver em células T
reguladoras, denominadas como células T reguladoras timicas ou naturais (tTreg), sendo
especificas para antigenos proprios, pois estes sdo principalmente encontrados no timo. Por
sua vez nos tecidos linfoides periféricos, linfocitos T naive na presenca de determinados
estimulos antigénicos favorece a geracdo de células Treg, podendo ser induzidas in vivo
perifericamente (pTreg) como ex vivo (iTreg). As células T reguladoras geradas
perifericamente sdo conhecidas como Treg adaptativas ou induzidas, estas podem ser
especificas para antigenos externos ou autoantigenos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
Essas células T CD4 auto-reativas com atribuicdo imunoreguladora tem como fungédo
primordial suprimir a ativacdo de células T CD4 e T CDS8 auto-reativas imaturas
potencialmente nocivas para tecidos saudaveis (PARHAM,2010).

A saude fisioldgica requer um equilibrio entre responsividade imunoldgica contra
agentes patogénicos e tolerancia a componentes proprios e comensais. O sistema imune deve
assegurar este equilibrio homeostatico, posto que a descontinuidade deste fendmeno pode
acarretar doencas autoimunes e/ou inflamacdo crénica em virtude de uma resposta imune
excessiva (LONG; BUCKNER, 2011).

A autotolerancia periférica e a homeostase imune sdo mantidas, pelo menos em parte,
pelo equilibrio entre Treg e células T efetoras (figura 1). As células T reguladoras auxiliam no
controle da resposta imune para que esta ndo seja exacerbada, por outro lado, a atuagédo
excessiva das células Treg pode reduzir a magnitude da resposta imune, o0 que pode suceder a
um controle ineficaz de um processo infeccioso por exemplo. Assim como 0 excesso da
atividade das Treg pode afetar a homeostase, a auséncia dessas células também culminam no
desequilibrio da estabilidade imunolégica, podendo desencadear processo autoimune. Com
isso pode-se determinar a ideia de que ambas devem coexistir em um delicado equilibrio para
manutencdo da homeostase imunolégica (LIMA, 2006; SAKAGUCHI; WING;
YAMAGUCHI, 2009). A quantidade reduzida de Tregs ou sua disfuncéo esta relacionada a
diversas doencas autoimunes, assim sendo, notavelmente apresentam potencial para
elaboracdo de imunoterapias com o objetivo de reestabelecer a tolerancia imune em pacientes
que apresentam disturbios autoimunes (LONG; BUCKNER, 2011).



Figura 1. A manutencdo da tolerancia imunoldgica é dependente do balanco entre células
Treg e células T efetoras.
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As células T reguladoras apresentam fenotipos diferentes de outras subpopulacfes de

linfocitos, em camundongos e humanos, podem ser diferenciadas de outras células T CD4
principalmente pela expressdo de altos niveis de CD25 (cadeia-a do receptor de IL-2) e
expressdo do fator nuclear de transcricdo Foxp3, responsavel em grande parte por conduzir
sua diferenciacao, sendo que ambos sdo fundamentais para o desenvolvimento, desempenho e
manutencdo dessas células. Alem disso, utilizam IL-2 como fator de crescimento, ao contrario
das celulas T virgens e efetoras que utilizam o fator IL-7 (FONTENOT; GAVIN;
RUDENSKY, 2003; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; YAGI et al., 2004).

3.1.1 Treg derivadas do timo

O timo normal gera células T auto-reativas potencialmente patogénicas bem como
concebe células T reguladoras maduras, que quando na periferia exercem controle dominante
sobre as células T auto-reativas. A deficiéncia de Treg na periferia € suficiente para evocar
autoimunidade mediada por células T auto-reativas (SAKAGUCHI et al, 2008). Além disso,
de acordo com Singh et al. (2001), o esgotamento de Treg natural ndo sé provoca
autoimunidade mas também gera uma exacerbada resposta imune a antigenos nao préprios
levando a, por exemplo, uma doenca inflamatéria intestinal ocasionada possivelmente por

resposta imune excessiva a bactérias comensais do intestino.



Experimentos realizados por Sakaguchi et al. (1982) demonstraram que timectomia
neonatal de espécimes de camundongos no 3° dia ap6s 0 nascimento resultaram em lesdes
autoimunes de diversos 6rgdos, tais como tireoide, estbmago, ovarios e testiculos. Além disso
também foi observado que timectomia em camundongos adultos saudaveis seguidos por
sessOes de raio-X gerou tireoidite autoimune e diabetes tipo I.

Determinar um marcador especifico capaz de diferenciar esta subpopulacdo de células
tem sido um grande desafio. A principio a molécula CD25 foi considerada um marcador
funcional atil na identificacdo de células T reguladoras, contudo esta também é expressa em
linfocitos T efetores ativados (em niveis mais baixos). No entanto este marcador tem sido
utilizado juntamente com um conjunto de marcadores de superficie, também expressos em
outras células, mas que por outro lado contribuem na identificacdo dessa populacéo celular,
conforme descrito na tabela 1. A molécula CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) é um
receptor expresso em elevados niveis que atua como mediador da funcéo supressiva das Treg,
estimulando e aumentando a sua capacidade supressora (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015). Segundo Walker (2013) CTLA-4 e Tregs representam mecanismos complementares e
amplamente sobrepostos de tolerancia imunologica. A partir de resultados obtidos em estudo
realizado em pacientes com melanoma metastizado tratados com anti-CTLA-4 humanizado
levou a acreditar que o bloqueio dessa molécula possa afetar a funcionalidade das células T
reguladoras, posto que 20% dos pacientes tratados com essa terapéutica apresentaram
desenvolvimento de patologias autoimunes (READ et al., 2006).

O receptor GITR (Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) € outro
marcador encontrado nas células T reguladoras. Em diversos estudos foi tido como regulador
negativo da funcdo dessas células, porém recentemente estudos tem demonstrado que a falta
da expressdo de GITR podera colaborar para o desencadeamento de processo autoimune
(PETRILLO et al., 2015; LIAO et al., 2010). Outros marcadores também podem ser
identificados nas células Treg, tais como COLO (peptideo associado a laténcia), ICOS (co-
estimulador de células indutiveis, CD278), CD28 (co-estimulador necessario para ativacdo de
células T), CD44 (Receptor de acido hialurénico), entre outros (SINGER et al, 2014). O fator
de transcricdo Foxp3 (forkhead transcription factor 3) é majoritariamente expresso em células
CD4" CD25" em humanos, e sua identificacdo possibilitou uma melhor caracterizacdo dessas
células (MELLANBY; THOMAS; LAMB, 2009).



Tabela 1. Marcadores relevantes para identificacdo da populacdo de células T reguladoras.

Marcador Nome Funcéo Relevancia para

imunoterapia Treg

Foxp3 Forkhead Transcription ~ Fator de transcri¢do Identifica a linhagem
Factor 3 regulador do Treg em camundongos;

desenvolvimento e expresso em Tregs
funcdo Treg CD4+

CTLA-4 Antigeno de linfécito Transmite sinal Mecanismo importante
citotéxico, CD125 inibitério para APC’s da fungdo supressora de

(células apresentadoras ~ Treg
de antigenos)

GIRT Membro da familia do Sinalizacéo células Mecanismo importante
receptor do fator de da funcéo supressora de
necrose tumoral 18 Treg
(TNFRS18)

LAG-3 Gene de ativacdo de Homologo de CD4 com  Expresso em Tregs
linfocitos 3 CD233 propriedades de ligacéo
(grupo de diferenciacdo  ao MHC de classe 11
233)

CD3 Complexo co-receptor Transdugé&o de sinal de Estimulagdo necessaria
TCR TCR para expansdo Treg

CD4 Interage com moléculas  Identifica o subconjunto

de MHC de classe Il em  de linfécitos CD4+
APC’s e amplifica os
sinais de TCR

CD25 Corrente a do receptor Componente do receptor  Expresso por CD4+

de IL-2 (interleucina 2)  de IL-2 Foxp3+ Tregs, mas
também por outras
células T

CD45R0O Antigeno comum de Proteina fosfatase Marcador Treg positivo,
leucécitos (isoforma receptor, C também identifica
RO) Células T de memoria

CD45RA Antigeno comum de Proteina tirosina Marcador Treg menor,

leucécitos (isoforma
RA)

fosfatase tipo receptor,
C

também identifica
células T virgens

Legenda: APC’s: células apresentadoras de antigenos; CD: grupo de diferenciagdo; IL: interleucina;
MHC: complexo principal de histocompatibilidade; TCR: receptor de células T. Fonte: Adaptado de
SINGER et al., 2014.
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3.1.2 Tregs induzidas perifericamente

As células Treg induzidas ou adaptativas também dispGe funcdo supressora e apresentam
semelhancas com as Tregs naturais/timicas, entretanto originam-se em o6rgédos linfoides
periféricos, na presenca de estimulo antigénico ou em condi¢des ditas tolerogénicas, a partir
de células T naive (CD4* CD25 ). Sob determinadas condi¢es possuem capacidade de serem
geradas ex vivo a partir de células T CD4" CD25 Foxp3™ (DONS et al., 2012; BACCHETTA,;
GAMBINERI; RONCAROLO, 2007; TAAMS et al., 2006). Estas, por sua vez, executam sua
funcéo por intermédio de citocinas inibitorias como IL-10 e TGF-B (JONULEIT; SCHMITT,
2003; SAKAGUCHI, 2006).

3.2 Foxp3 e sua funcéo no desenvolvimento das células T reguladoras

Foi constatado que as celulas T reguladoras timicas e periféricas expressam
majoritariamente o gene regulador Foxp3, um fator de transcri¢do a qual executa suas funcdes
mediante trechos especificos no DNA aumentando ou suprimindo a transcricdo de genes
especificos, este possui 11 éxons e encontra-se no brago curto (p) do cromossomo X,
(Xp11.23), e sintetiza uma cadeia polipeptidica de 431 aminoacidos (ARAUJO et al., 2008;
KHATTRI et al., 2003; TORGERSON; OCHS, 2007).

A relevancia do fator de transcricdo Foxp3 no desenvolvimento das células T reguladoras
foi estipulada a contar da identificagcdo de uma mutacdo do tipo frameship no gene FOXP3
observada no estudo de Brunkow et al. (2001), a qual é desencadeadora do fenotipo de
camundongos scurfy, uma mutacdo recessiva, ligada ao X que manifesta distarbios
autoimunes significativos com deplecdo completa de células T reguladoras e Obito precoce.
Em humanos mutacGes no gene Foxp3 ocasionam auséncia das células T reguladoras
culminando em uma rara doenca autoimune denominada IPEX (sindrome de desregulacao
imune, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao X), a qual caracteriza-se por patologia
autoimune que prejudica mualtiplos 6rgdos (ARAUJO et al, 2008; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015).

O fator de transcricdo FOXP3 possui fungdes relacionadas a regulacdo e desenvolvimento
das Tregs, a perda de expressdo de Foxp3 reduz a eficiéncia supressora dessas células. A
expressao desse fator de transcricdo é regulada por diversos mecanismos, células T CD4 *
CD25  naive induzidas a expressar 0 gene Foxp3 tornam-se anérgicas passando a desempenhar
mecanismos supressores ex vivo (ARAUJO et al, 2008; CHEN; OPPENHEIM, 2011,
HOFFMANN et al., 2009; TONE; GREENE, 2011).
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3.3 Mecanismo de acdo das células T reguladoras

Esta subpopulacdo celular exerce sua funcdo através de um conjunto complexo de
artificios regulatorios determinados a garantir a modulacdo da resposta imune diante 0s
inimeros antigenos oriundos de agentes infecciosos, auto-antigenos, tumores, alérgenos e
aloantigenos (ARAUJO et al; 2008).

Vem sendo descritos diversos mecanismos diretos e indiretos de supressao que as células
T reguladoras podem exercer sobre células T efetoras, conforme exposto na figura 2, dentre
eles: contato célula-célula com auxilio da co-estimulacdo da via de expressdo do CTLA-4,
inibindo a habilidade de estimulagdo das APC’s (células apresentadoras de antigeno)
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2015; BACCHETTA; GREGORI S; RONCAROLO,
2005); supressdo mediada por citocinas inibitorias, que afetam as células T, como fator de
transformacgédo e crescimento (TGF-B), IL-10, IL-35; inducdo de apoptose por disturbio
metabolico através do consumo de IL-2 (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2015) e supresséo
por meio de adenosina (BORSEELLINO et al., 2007). Além disso, essas células dispde da
liberacdo de granzima e perforina, que danificam a membrana da célula-alvo levando a
apoptose (SINGER et al., 2014).

Figura 2. Mecanismo basicos de acdo utilizados pelas células T reguladoras.
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Fonte: Adaptado de WORKMAN et al, 2009.
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3.3.1 Citocinas inibitérias:

A interacdo entre células através de citocinas inibitdrias tem como principais elementos o
TGF-p, IL-35 e IL-10, estas apresentam importante capacidade imunoreguladora, controlando
a geracdo de citocinas inflamatérias pelas APCs, tais como, TNF-o, IL-2 ou INF-y
(SCHMITT; WILLIAMS, 2013; READ; POWRIE, 2001). O TGF- B atua através da inibi¢ao
de respostas imunoldgicas e inflamatdrias por meio da supresséo da ativacdo de neutrofilos,
macréfagos e células endoteliais. Fora sua atribuicdo supressora também exerce funcdo na
estimulacdo da expressdo de Foxp3, o fator de transcricdo que leva a diferenciacdo de
linfocitos T para a linhagem reguladora (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). A IL-35
recentemente foi reconhecida como tendo possiveis a¢des na funcdo reguladora das Tregs,
agindo na regulagéo das células T efetoras e na indugdo de Foxp3 culminando na expanséo de
Tregs (SCHMITT; WILLIAMS, 2013; SHEVACH, 2009). Por sua vez a IL-10 tem como
principal fungdo a inibicdo de APCs, macréfagos e células dendriticas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

3.3.2 Citolise (granzima B e perforina)

Este mecanismo requer a presenca de moléculas citoliticas, tendo em vista que as células
T reguladoras CD4+ ndo s&o citoliticas foi de grande importancia a descoberta de que Tregs
de murganhos expressam granzima B, esta por sua vez contribui na inducdo de apoptose de
células que atuam na resposta inflamatoria, fora isso também foi observado que Tregs
deficientes para gramzima B expressam funcdo supressora diminuida in vitro
(SCHMETTERER; NEUNKIRCHNER; PICKL, 2012; SHEVACH, 2009).

3.3.3 Contato célula-célula

Este mecanismo depende do contato das células Treg com as células APCs e necessita da
presenca de moléculas de superficie, como: CTLA-4 e LAG-3 (SCHMITT; WILLIAMS,
2013). O CTLA-4 é uma molécula com atribuicdo inibitéria que pode atuar por dois
mecanismos: de forma direta, através de ligacdo com elevada afinidade ao receptor de
membrana B7 (CD80) expresso em ceélulas dendridicas, inibindo a acdo de linfocitos T
efetores por inibicdo do sinal co-estimulatério. Em contrapartida pode agir de forma indireta
por meio da modulagdo da funcdo das células apresentadoras de antigeno (APC), atribuindo
capacidade tolerogénica (WRIGHT; STAUSS; EHRENSTEIN, 2011). A LAG-3
(Lymphocyte-activation gene 3) é uma cadeia polipeptidica expressa em células T CD4", T

CD8", Treg e células natural killer (NK) e possui dois mecanismos de atuagdo: por meio do
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contato direto entre as células T reguladoras e as células T efetoras e outro por meio da
modulacdo de APC, sendo que nas duas formas de atuacdo ocorre através da ligacdo com
MHC de classe Il, que inibe a maturacdo de células dendridicas e, assim, sua capacidade de
ativar células T efetoras (CHEN; OPPENHEIM, 2011; READ; POWRIE, 2001).

3.3.4 Disturbios metabdlicos

Este mecanismo pode ser caracterizado por basicamente duas formas de a¢do: Consumo
de IL-2 pelas células T reguladoras, devida sua elevada expressdo de CD25, privando as
células T efetoras, resultando em apoptose pois este € um fator de crescimento das células T.
Em contrapartida o outro mecanismo se da pela supressdo mediada por adenosina que ira
inibir as células T efetoras ou ativar o receptor A2 da adenosina (SCHMITT; WILLIAMS,
2013; SHEVACH, 2009). A expressao de CD39 medeia a conversdo de ATP para adenosina e
AMP e reduz a proliferacdo de células T efetoras (SINGER et al., 2014).

3.5 Terapia imunomoduladora

Diversos estudos revelam numero diminuido de Tregs no sangue periférico de pacientes
com distarbios autoimunes assim, correlacionando que o déficit dessas células se associa ao
desenvolvimento da doenca. Além do mais, determinadas condi¢Ges autoimunes modificam a
atividade funcional das células T reguladoras, a exemplo na artrite reumatoide e esclerose
multipla (TRZONKOWSKA, M. N., et al. 2014; VALENCIA et al, 2006; VIGLIETTA et al,
2004).

O controle falho das células T convencionais especificas das ilhotas pancreaticas culmina
em diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Em uma pesquisa financiada pela JDRF foi possivel
evidenciar o desequilibrio entre os dois tipos celulares imunes: Tregs e Teffs. Em pessoas
com DML as Teffs sdo abundantes, resultando assim em ineficiente controle das Tregs por sua
minoria, impedindo que essas possam restringir as Teffs, que ficam livres para acometer as
células beta. Pesquisas anteriores em ratos demonstraram que uma infusdo de Tregs pode
restaurar o equilibrio em camundongos (JDRF, 2014).

Em 1975 Gershon prop6s o uso terapéutico de Tregs, entretanto a elaboracédo clinica de
protocolos que empregam a imunoterapia com Treg demonstrou ser um desafio, no entanto,
ainda assim a infusdo terapéutica de células Tregs aut6logas ou provenientes de doadores
configura uma proposta instigante. In vivo uma variedade de estratégias induz o nimero e
potencial de Tregs, tanto a expansdo de nTregs quanto a conversdo de células T naive em

iTregs (JUNE; BLAZAR, 2006). Células T naive sdo capazes de originar diferentes subtipos
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de células efetoras (Thl, Th2 e Th17), que atuam na protecdo do organismo contra patdgenos,
bem como se diferenciar em células T reguladoras, responsaveis por garantir a homeostase
imune, isso é possivel a partir de estimulos a qual sdo submetidas, controlada pela expressao
de fatores de transcri¢do distintos (GUPTA et al., 2008; ROMAGNANI et al., 2009; ZHOU,;
CHONG; LITTMAN, 2009). A conversdo de células T CD4 + CD25 — (células T naive) em
iTregs com funcdo supressora representa uma estratégia alternativa para ex vivo, através da
exposicdo de células T CD4* CD25 virgens a estimulacdo antigénica de TGF-p ou IL2 por
exemplo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

De maneira geral, os protocolos para imunoterapia exigem isolamento de Treg do
hospedeiro ou doador, enriquecimento, expansdo e re-infusdo (SINGER; KING; ALESSIO,
2014). A maior parte dos estudos pré-clinicos obtém as células Tregs a partir de sangue
periférico (SP) ou sangue do corddo umbilical (SCU). No ano de 2006 um estudo pioneiro por
Hoffmann et al. descreveram pela primeira vez um procedimento com Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) para o isolamento de células T CD4 * CD25 * a partir do produto de
leucaférese padrdo elaborado pela CliniMACS. Esse método foi realizado em dois estagios;
em primeiro lugar, deplecdo de células CD19 + e CD8+ seguida de um enriquecimento de
células que expressam moléculas CD25+. Todavia apesar da CliniMACS ter sido amplamente
utilizada para isolar Tregs sob as condi¢cbes BPF, a pureza das celulas obtidas representa
grande limitacdo. Segundo Di lanni et al., apenas 80% das células eram FOXP3 + devido a
presenca de contaminantes celulares, como células de linhagem ndo reguladora, que podem
levar a agravar o quadro autoimune (PETERS et al., 2008; PATEL et al., 2015; Di IANNI et
al., 2012).

Essa limitacdo tem dificultado a geracdo de Tregs antigeno especifico para os quais é
necessaria alta pureza de Tregs. Um método alternativo para o isolamento de Tregs é a
purificacdo baseada em citometria de fluxo, onde as células podem ser isoladas de acordo com
a expressdo de marcadores celulares selecionados: CD4, CD25 e CD127, oferecendo assim
um produto celular altamente puro (>99%) (BRUNSTEIN, 2011).

Devido as limitacdes encontradas nos métodos existentes, nos Ultimos anos, diversas
empresas tem se empenhado em desenvolver outra metodologia de isolamento compativel
com BPF utilizando anticorpos fluorescentes, que ira possibilitar o isolamento de T CD4+,
CD25+, CD45RA +, CD127 baixo, um subconjunto mais adequado para expansao de longo
prazo em decorréncia da estavel expressdo epigenetica de FOXP3, aumentando a resisténcia a

conversao para Thl7. Fora isso, esse método evita o isolamento de células T efetoras que
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expressam niveis intermediérios de CD25, que por sua vez encontram-se aumentadas nas
doencas autoimunes (ROMANO, 2019).

Considerando o baixo nivel de Tregs presentes no SP (5-7,5 x 10%) e no SCU (5-7,5 X
10°) este tem sido outro desafio enfrentado pelos grupos de pesquisa. No sangue periférico as
células Tregs representam 5-10% do total de células T CD4" circulantes; embora no timo
estejam presentes em maior quantidade, obter a infusdo de um grande numero de Tregs
recém-isoladas tem sido desafiador. Visando aumentar o nimero de células para infusdo um
novo protocolo foi desenvolvido, através de ciclos repetidos de estimulagdo ex vivo com
esferas anti-CD3 / CD28 na presenca de alta dose de IL-2 recombinante humana, favorecendo
a expansdo policlonal (FRASER et al.,, 2018). Este protocolo também envolve o uso de
rapamicina, que adicionada durante o curso da cultura inibe exclusivamente a proliferacdo de
células T efetoras, aléem disso a rapamicina favorece a regulacdo positiva de Foxp3 e a
expansdo de Tregs in vivo e ex vivo (THOMSON; TURNQUIST; RAIMONDI, 2009). Essas
por sua vez possuem reatividade policlonal devido a estimulacdo TCR ndo especifica. Em
outro protocolo, as Tregs sdo expandidas na presenca de células apresentadoras de antigenos
(APCs), estas sdo mais especificas que as Tregs policlonalmente reativas (GOLSHAY AN et
al., 2007; SAGOO et al., 2011), sendo demonstrado em estudos que as Tregs antigeno
especifico sdo mais poderosas na supressdo de respostas aloimunesex Vivo e in
vivo comparadas com as Tregs expandidas policlonalmente (PUTNAM et al, 2013).

Na altima década foram realizados ou iniciados diversos ensaios clinicos de fase | e 1l
que pretendem testar a seguranca, eficacia e viabilidade da infusdo de Tregs no cenario de
orgaos solidos e autoimunidade (BLUESTONE et al., 2016; VAIKUNTHANATHAN et al.,
2017). O primeiro ensaio clinico usando a transferéncia adotiva de Tregs em pacientes com
DML de inicio recente produziram resultados promissores. Oito dos doze pacientes atendidos
apresentaram critérios de remissdo para a suplementacdo reduzida de insulina e um paciente
se tornou insulina independente (MAREK et al., 2014). Em outro ensaio clinico realizado
recentemente (NCT01210664) em pacientes com DM1 confirmou estabilidade de Tregs mais
de um ano apos a transfusdo e melhorou os niveis de peptideo ¢ nesses pacientes, esses niveis
indicam quanta atividade das células beta existe (BLUESTONE et al., 2015). Outro estudo
clinico de fase | em andamento (NCT02772679) esta avaliando a seguranca e a dosagem ideal
de uma Unica infusdo de Tregs aut6logas policlonais expandidas ex vivo (CD4 + CD25 +
CD127 baixo), seguida de injecdo de IL-2 em pacientes com DM1 (ROMANO et al., 2019).

Atualmente, outro ensaio clinico (NCT02428309) de terapia com Treg adotivo no lUpus
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eritematoso cuténeo estd em andamento (TODO et al., 2016). Além desses supramencionados
h& outros estudos que foram concluidos ou estdo sendo realizados conforme tabela 2.

Até o momento, diversas questbes para 0 uso terapeutico de Tregs em transplantes e
autoimunidade permanecem sem resposta. Os resultados obtidos nos ensaios clinicos em
curso serdo cruciais para melhor compreender a dose de Treg tolerada, 0 momento da infuséo
e 0 regime imunossupressor para preserva-las (ROMANDO et al., 2019).

Tabela 2. Ensaios clinicos em andamento adotando Tregs em autoimunidade.

ID do estudo Estdgio  Indicacao Produtos — Tregs Status
expandidas
ISRCTN06128462 | Diabetes tipo 1 Policlonal aut6logo Concluido
NCT02691247 I Diabetes tipo 1 Policlonal autélogo Ativo nédo
recrutando
NCT02772679 | Diabetes tipo 1 Policlonal aut6logo Recrutamento
NCT02428309 | LGpus Cutaneo Policlonal aut6logo Ativo, ndo
recrutando
NCT03239470 | Pénfigo Policlonal autélogo Recrutando
NCT03011021 I Diabetes tipo 1 Policlonal de SCU Recrutando
NCT02932826 I Diabetes tipo 1 Policlonal de SCU Recrutando
NCT02704338 I Hepatite auto- Policlonal autélogo Desconhecido
imune
NCT03185000 I/ Doenca de Crohn Tregs ingénuos Ainda ndo
expandidas policlonal recrutando
autélogo

Fonte: Adaptada de ROMANO et al, 2019.

4. CONSIDERACOES FINAIS

As células Tregs demonstraram ser um dos mecanismos principais para regulacdo da
resposta imune, prevenindo a ativacdo irrestrita do sistema imune, que leva a distarbios
clinicos. Faz-se essencial a inducdo da tolerdncia imunoldgica com o intuito de melhorar
condicBes provocadas pela exacerbada resposta imune, como as autimunidades. Atualmente
0s mecanismos disponiveis para induzir a tolerancia imunologica incluem farmacoterapias
imunossupressoras que culminam na delegdo funcional ou anergia de células T convencionais
reativas.

Como os Tregs modulam a imunidade inata e adaptativa, a comunidade biomédica

desenvolveu um interesse intenso no uso de Tregs para imunoterapia. Atualmente, tem sido
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testado diversos métodos diferentes para isolar, preservar, expandir e infundir as Tregs.
Embora promissoras, relativamente poucos ensaios clinicos de infusdo de células Treg em
humanos foram iniciados. Protocolos para manipular popula¢des Treg in vivo também foram
considerados.

As barreiras a imunoterapia com Treg clinicamente viavel incluem estabilidade Treg,
efeitos ndo celulares e demonstracdo da pureza e poténcia da preparacdo celular. Trabalhos
futuros precisardo confirmar a seguranca da imunoterapia com Treg e estabelecer a eficacia de
subgrupos especificos de Treg para o tratamento da doenca imunomediada.
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