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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a revisao bibliografica dos principais avangos no
conhecimento e compreensdo dos mecanismos de ac¢do das células T reguladoras e do seu
papel na fisiopatologia das doencas autoimunes, particularmente da Artrite Reumatoide.

As células T reguladoras sdo uma pequena populacédo de células T que apresenta
capacidade para induzir supressdo das células T efectoras, desempenhando um papel
fundamental no processo de tolerancia imunoldgica. Alguns estudos demonstraram que
estas células influenciam, de facto, o desenvolvimento destas doengas, nas quais
apresentam uma funcéo deficiente.

No caso da Artrite Reumatoide, verificou-se que apesar do aumento do nimero
de células T reguladoras (Tregs) nos locais de inflamagdo, esta persiste, sugerindo a
existéncia de um compromisso a nivel da funcéo das Tregs. Confirmou-se efetivamente
que estas células apesar de apresentarem capacidade para suprimir a proliferacdo de
células T efectoras sdo, contudo, incapazes de suprimir a producdo de citocinas
inflamatorias, como 0 TNF-a ou a IL-6.

Apesar de se apresentarem como células com um enorme potencial terapéutico ao
abrirem a possibilidade de obter Tregs antigénio-especificas, ultrapassando assim 0s
riscos da imunossupressao sistémica, existem ainda varios aspetos que necessitam de
maior investigacdo. Uma das grandes dificuldades verificadas diz respeito & manipulagao
destas células pelo facto de ndo serem ainda conhecidos marcadores totalmente
especificos. Sao necessarios mais estudos que permitam avaliar a manipulagéo das Tregs
em humanos, bem como determinar quais as condi¢cdes que poderdo influenciar o seu
comportamento e consequentemente a sua viabilidade.

PALAVRAS-CHAVE: sistema imune, células T reguladoras (Tregs), tolerancia
imunoldgica, inflamagéo, autoimunidade, Artrite Reumatoide.



ABSTRACT

This work aims a literature review about the main advances in knowledge of
the mechanisms of action of regulatory T cells and their role in patophysiothology of
autoimmune diseases.

Regulatory T cells represents a small T cell population, playing a key role in
immune tolerance. Some studies have shown the influence of these cells in the
development of autoimmune diseases, which exhibit an impaired function.

It was found in Rheumatoid Arthritis that inflammation persists despite the
increased number of Tregs at the site of inflammation. This suggests that there is a
compromised regulatory T cell function.

Despite the ability to suppress the proliferation of effector T cells, Tregs cells
are unable to suppress the production of inflammatory cytokines, such as TNF-a or
IL-6.

Although they are cells with a large therapeutic potential, opening the
possibility to obtain antigenic specific Tregs and this way overcoming the risks of
systemic immunosuppression, there are still several issues that need further
investigation. One of the biggest problem is the lack of specific markers which
difficult Tregs manipulation.

KEY WORDS: immune system, regulator T cells (Tregs), immune tolerance,
inflammation, autoimmunity, rheumatoid arthritis



MATERIAIS E METODOS

A revisdo bibliografica de artigos realizada foi feita segundo o modelo dos 5S de
Haynes, (1) tendo sido utilizadas as bases de dados PubMed e o index de Revistas
Médicas Portuguesas.

A pesquisa foi feita utilizando os termos MeSH (Medical Subject Headings)
regulatory T lymphocytes”, “autoimmune diseases”, “rheumatic diseases”, “rheumatoid
arthritis” seguida de pesquisa em texto livre, bem como como os termos “autoimmunity”,
“therapeutic strategies”, “Foxp3 and regulatory T lymphocytes”, “TNF-a and regulatory
T lymphocytes”, “IL-6 and regulatory T lymphocytes”. Nesta revisdo foram incluidos
artigos de reviséo e estudos experimentais, nos quais foram feitos ensaios in vitro e
ensaios in vivo, utilizando modelos animais. Além disso foram também consultados livros

e as normas da Direcdo Geral de Saude.

A pesquisa, feita entre maio de 2014 e marco de 2015, incluiu artigos em lingua
portuguesa e lingua inglesa publicados entre 2000 e 2015, tendo sido selecionados um
total de 89 artigos.



INTRODUCAO

As células T reguladoras (Tregs) correspondem a uma subpopulacdo minoritaria
de células T que possui a capacidade de induzir supressdo das células T efectoras. Séo,
deste modo, células que desempenham um papel fundamental na manutencdo da
tolerancia imunoldgica, a qual € essencial para que exista uma resposta controlada das
células T efectoras aos autoantigénios e sem que dai resulte, em principio, prejuizo para
o individuo na protegdo contra agentes externos. As Tregs sdo, de facto, células
fundamentais na prevengao da autoimunidade.(2)

Varios estudos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos no sentido de
compreender o papel das Tregs em diversas patologias, nomeadamente no
desenvolvimento de doengas autoimunes. Com efeito, a fisiopatologia destas doencas tem
despoletado cada vez mais interesse, por se tratarem de doencas crénicas cuja incidéncia
tem vindo a aumentar. (3) Os enormes avangos tecnol6gicos nos ultimos anos,
nomeadamente nas areas da imunologia e da biologia molecular, tém contribuido de
forma extraordinaria para a melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos das
doencas autoimunes, que apesar de ainda ndo estarem totalmente claros, tém permitido a
identificacdo de possiveis alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos tratamentos
para estas doencas.

As doengas autoimunes englobam mais de uma centena de doengas, de que sdo
exemplos a Diabetes Mellitus tipo I, a patologia autoimune da tirdide (Tiroidite de
Hashimoto) e a Artrite Reumatoide. Esta ultima constitui, de facto, uma das mais comuns,
sendo responsavel por uma elevada morbilidade dada a sua evolucdo altamente
incapacitante, com sérias repercussdes a nivel social e econémico. Assim, tendo em conta
a sua relevancia e também a existéncia de um vasto nimero de artigos cientificos, por
vezes contraditdrios, sobre a patologia, é de grande utilidade a realizagcdo de uma reviséo
bibliografica mais direcionada para esta doenca, e em particular para o papel das Tregs
na sua fisiopatologia.

A Artrite Reumatoide é uma doenga inflamatdria crénica de natureza autoimune,
na qual as alteracdes articulares constituem a manifestacdo clinica predominante. Apesar
desta forma de apresentacdo tipica, trata-se de uma doenca sistémica, podendo ter
manifestacdes extra-articulares que surgem habitualmente nas fases mais avancadas da
doenca e que sdo responsaveis pela elevada morbilidade que lhe esta associada. (4)

Apesar de os mecanismos que levam ao desenvolvimento de doencas autoimunes
ndo serem ainda totalmente conhecidos, as células T reguladoras tém ganho cada vez mais
relevancia nesta area. De facto, tém-se verificado alterages, ndo so6 a nivel quantitativo,
mas também qualitativo e funcional das células T reguladoras em doentes com patologias
autoimunes, nomeadamente no caso da Artrite Reumatoide. (5)



Neste sentido, é importante conhecer e compreender de que forma o
comportamento e as alteracdes que ocorrem nesta subpopulacédo de células T interfere nos
mecanismos fisiopatologicos destas doencas, de modo a avaliar a possibilidade de
restituir a sua funcdo ou evitar a sua perda e, assim, determinar a existéncia de um
eventual potencial terapéutico ou mesmo preventivo destas células.

De facto, as Tregs sdo atualmente consideradas componentes essenciais no
controlo da resposta imunoldgica, influenciando a resposta a varios estimulos. Desta
forma, um conhecimento mais aprofundado das suas caracteristicas, uma melhor
compreensdo do seu mecanismo de ac¢ao e do seu papel nestas doencas poderdo permitir
a sua manipulacédo, abrindo caminho para a introducdo de terapéuticas mais dirigidas.
Estas poderiam permitir uma supressdo mais especifica e, portanto, mais eficaz, com
menos efeitos secundarios relativamente aquelas que sdo instituidas atualmente, ao evitar
a imunossupressdo sistémica. (6)

Por outro lado, apesar disso, tendo em conta a capacidade imunossupressora das
celulas T reguladoras, é ainda fundamental avaliar a eventualidade de poderem originar
também um compromisso do desenvolvimento da resposta imunitaria na presenca de
agentes potencialmente patogénicos, aumentando, por exemplo, a suscetibilidade a
infecOes ou ao aparecimento de neoplasias.

Pretende-se com este trabalho uma revisao bibliografica dos principais avancos
nesta &rea nomeadamente a nivel do conhecimento e compreensdo do mecanismo de agao
destas células e do seu papel na fisiopatologia das doencas autoimunes, particularmente
da Artrite Reumatoide. Para além disso, pretende-se ainda analisar a viabilidade da
manipulacdo das células T reguladoras e a sua utilizagdo como eventual alvo terapéutico
futuramente nestas doencas, tendo por base o que tem sido descrito na literatura.



CELULAS T REGULADORAS

Definicéo

O sistema imune é um sistema de defesa que tem como funcdo primordial a
protecdo do organismo contra agentes externos, sendo responsavel pela manutencédo da
sua integridade, a qual é possivel através do reconhecimento balanceado dos
autoantigénios (self) e da resposta contra o non-self.(7)

A imunidade comporta um componente especifico e um componente inespecifico.
O ultimo corresponde a imunidade inata, da qual fazem parte os fagdcitos, responsaveis
pelo reconhecimento das células self no caso de estas estarem danificadas ou
envelhecidas, e as células natural killer que possuem recetores inibitorios que as
impedem de destruir as células self. Por outro lado, o componente especifico é
representado pela imunidade adaptativa, cujos principais agentes celulares sdo 0s
linfécitos. Estes podem desenvolver reatividade contra os antigénios non-self, enquanto
alguns sob determinadas condi¢cGes podem reagir contra as proprias células. A
manutencdo da tolerdncia ao self estd dependente dos mecanismos de tolerancia
imunoldgica.(8, 9)

De facto, a tolerancia imunoldgica é um processo que permite que, desde o
desenvolvimento mais precoce e ao longo da vida, haja uma resposta controlada a
determinados antigenios, nomeadamente autoantigénios (self), fundamentais na
prevencdo do desencadeamento de autoimunidade. Pode ocorrer por dois mecanismos
fundamentais: mecanismo central e mecanismo periférico. (10, 11)

O mecanismo central, designado por delecdo clonal desenvolve-se no timo, onde
ocorre eliminagdo das células autorreativas?, no entanto, algumas delas escapam a este
mecanismo e migram até a periferia. Neste caso é fundamental a atuacdo dos mecanismos
de tolerancia periférica que permitem a inativacdo destas células, prevenindo, desta
forma, o desenvolvimento de doencas autoimunes. Esta € uma das razbes pelas quais
apenas um pequeno namero de individuos desenvolve patologia autoimune. Um dos
mecanismos de tolerancia periférica mais conhecidos é desempenhado pelas células T
reguladoras (Tregs). (12)

De facto, as células T reguladoras sdo uma subpopulacao de linf6citos T que possui
a capacidade de induzir supressdo das células T efectoras em resposta a presenca de
autoantigénios ou mesmo a determinados antigénios ambientais.(12)

1 Células capazes de reagir contra os autoantigénios (self). Inclui linfocitos B e linfécitos T



Em 1995 foram descritas pela primeira vez por Sakaguchi et al (10) como células
com capacidade supressora, tendo sido demonstrado que a sua deficiéncia estaria na
origem do aparecimento de determinadas patologias de natureza autoimune. Com efeito,
verificou-se que a transferéncia de uma populacéo de células T desprovidas de Tregs para
ratos apds timectomia, levava ao desenvolvimento de uma variedade de doengas
autoimunes. Por outro lado, no grupo ao qual se administrou de seguida células T
reguladoras, foi possivel prevenir o desenvolvimento destas doencas.(10)

As células T reguladoras poderdo constituir assim elementos fundamentais no
controle do desenvolvimento de doengas autoimunes, bem como no processo envolvido
na rejeicdo de transplantes, desempenhando um papel fulcral na tolerancia aos
aloantigénios. Sao ainda responsaveis pela regulacdo da resposta imunitaria no contexto
de algumas doencas alérgicas. (13)

Caracterizacao

As células T reguladoras podem ser divididas em varios subgrupos, tendo em conta
moléculas que expressam a sua superficie e a producdo de citocinas, ndo existindo
contudo marcadores especificos capazes de as caracterizar fenotipicamente.

Tendo por base o local de origem das células T reguladoras, podemos considerar
dois subgrupos : as natural Tregs (nTregs) e as induced Tregs (iTregs). A nTregs, tém
origem no timo, enquanto que as iTregs desenvolvem-se a partir de linfécitos T maduros
em resposta a presenca de determinados estimulos antigenicos. (11)

Natural Tregs

As natural Tregs (células T CD4"CD25" ) sdo células anérgicas e com baixa
capacidade de proliferacdo que tém origem no timo, sendo posteriormente lancadas na
circulacdo periférica. Estas células constituem uma populacdo de linfécitos T com um
papel importante na prevencédo da ocorréncia de autoimunidade, uma vez que séo capazes
de suprimir as células T autorreactivas que escapam ao mecanismo de tolerancia
central.(10, 14)

Estima-se que o fendtipo TCD4"CD25" seja expresso por apenas 1 a 2% das
células T presentes no sangue periférico.(10) As Tregs CD4*CD25" constituem, contudo,
a populacdo dominante de células T reguladoras, tendo sido demonstrada a sua
importancia na prevengdo do desenvolvimento de autoimunidade quando transferidas
para modelos animais sujeitos a timectomia. (14) Um dos modelos que demonstrou esta
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capacidade tem ja varios anos e foi realizado por Sakaguchi et al que verificou que ratos
sujeitos a timectomia ao 3° dia do periodo neonatal estariam predispostos ao
desenvolvimento vérias doengas autoimunes, nomeadamente tiroidite, Diabetes Mellitus
(DM) e gastrite autoimune, no entanto, era possivel prevenir a ocorréncia destas doengas
atraveés da transferéncia de células T de ratos saudaveis, capacidade que foi atribuida ao
fenétipo CD4*CD25".(15)

Uma das grandes dificuldades com que se deparam os investigadores é encontrar
um marcador especifico que permita identificar funcionalmente esta subpopulacdo de
linfocitos T. Inicialmente, estudos apontavam para o CD25* 2 como um marcador
funcional util na identificacdo das nTregs, (16) no entanto, ele também é expresso pelos
linfécitos T efectores ativados, o que significa que a caracterizacdo das células com
recurso ao fen6tipo CD4"CD25" ndo as representa fidedignamente, constituindo uma
populagdo “pouco pura” de células T reguladoras. (17). No entanto, a literatura tem sido
consensual na utilizagdo deste marcador para a caracterizagdo fenotipica destas células,
associado porém a outros gque tornassem a fenotipagem mais fidedigna. Assim, para além
do CD25" outros marcadores tém sido associados as nTreg CD4*CD25", nomeadamente
o Foxp3, CD103, CD127, CTLA-4, GITR ou TNFR-2.

O fator de transcricdo intracelular Foxp3 — forkhead box protein 3 — é expresso
pelas nTregs, sendo considerado um regulador major da sua formacgdo e também do
desenvolvimento da sua capacidade supressora. Efetivamente, estudos demonstram que
o fator de transcricdo Foxp3 atua através da formacéo de um complexo com o NFAT?,
que € um regulador comum da ativacdo das células T efectoras e das Tregs, sendo assim
responsavel pelo controlo de dois mecanismos antagénicos: a ativacdo celular e a
tolerancia imunoldgica. De facto, o NFAT ao ligar-se & proteina ativadora 1 (AP-1)*
promove a proliferacdo de células T efectoras. Por outro lado, ao formar um complexo
com o Foxp3 leva a diferenciacdo de células T reguladoras. Pensa-se que existira uma
competicdo entre o Foxp3 e a AP-1 pela ligagdo ao NFAT.(18, 19)

A existéncia de uma mutacdo no gene Foxp3 estd muitas vezes associada ao
desenvolvimento de patologias autoimunes. (20) De facto, esta descrita a associagao entre
esta mutagdo e o desenvolvimento de uma sindrome autoimune designado por IPEX®, que
se caracteriza por uma intensa inflamacao da pele e do sistema gastrointestinal, tiroidite,
diabetes insulinodependente e elevadas concentracdes séricas de autoanticorpos. (16,
21)Kim J-R, num estudo em que pretendia avaliar a diferenca entre as Tregs presentes no
sangue periférico de individuos saudaveis e as Tregs de doentes com doencas autoimunes,
como a Artrite Reumatoide ou a doenca de Bechet verificou que, apesar de ndo existirem
diferencas significativas na quantidade de células CD4*CD25" entre os dois grupos, as
células CD4"CD25" Foxp3™ estavam significativamente diminuidas no grupo de
pacientes com doenca. (22). Desta forma, o Foxp3 poderia ser utilizado como um

2 CD: Cluster of differentiation

3 Calcium-regulated transcription fator

4 Fator de transcri¢do, regulador da express3o genética.

> Imunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked Syndrome
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marcador mais fidedigno que o CD25 na identificagdo das Tregs. Trata-se, contudo, de
um fator de transcricdo também expresso por algumas células T efectoras, limitando
assim a sua utilizacdo como marcador das células T reguladoras.

Outro dos marcadores usados na identificacdo das Tregs é o CTLA-4 (Cytotoxic
lymphocyte associated Antigen-4), o qual exerce um papel importante na funcao destas
células, estimulando e aumentando a sua capacidade supressora, sendo que a sua
quantificacdo pode constituir um indicador do estado funcional das células T reguladoras.
(16) De facto, num estudo que utilizou um modelo de colite autoimune, verificou-se que
a administragéo de anti-CTLA-4 levava ao desenvolvimento de colite, apesar da presencga
do elevado nimero de Tregs Foxp3*, identificadas por imunohistoquimica, sugerindo
assim que a utilizacao de terapéutica anti-CTLA4 levava ao comprometimento da funcgao
supressora das Tregs. (23, 24)

Adicionalmente, num estudo realizado em pacientes com melanoma metastizado
tratados com anti-CTLA4 humanizado, considerado eficaz no controlo da doenca
tumoral, verificou-se em cerca de 20% dos doentes 0 desenvolvimento de doencas
autoimunes, nomeadamente enterocolite, sugerindo assim a influéncia do CTLA-4 na
funcdo supressora das Tregs. (24) Estes resultados levantam, porém, a questdo da
necessidade de ponderar os prés e os contras da aplicacdo de uma terapéutica anti-
CTLAA4.

O CTLA-4, porém, é também expresso pelas células T ativadas, no entanto, exerce
nestas células uma funcéo de inibicdo, divergindo assim daquela que desempenha sobre
a populacdo de células T reguladoras. (6)

O CD103 é também referido na literatura como um possivel marcador das
nTregs(10) Com efeito, estudos revelaram que a percentagem de células que expressam
CD103 ¢ significativamente superior entre as células T CD4"CD25" do que nas células
CD4'CD25. (25) Porém este marcador é também expresso por outras células,
nomeadamente células T CD8", células dendriticas e mastocitos. S80 necessarios mais
estudos para verificar qual o seu papel sobre a fungao das Tregs.(16)

O CD127 tem sido usado em ensaios laboratoriais para a distin¢do entre as Tregs
e as células T efectoras CD25", portanto células T efectoras ativadas. Varios estudos
comprovaram que a subpopulacéo de células Tregs apresentam uma baixa expressao de
CD127 (CD127'), enquanto as células T efectoras CD25* possuem uma elevada
expressdo deste marcador (CD127"9"). (26) Esta diferenca de expressdo faz desta
molécula um bom marcador fenotipico desta populagéo.

O GITR - glucocorticoid-induced tumor necrosis fator — foi referido em varios
estudos como um regulador negativo da funcdo das Tregs, inibindo a sua funcao
supressora.(27) No entanto, estudos mais recentes tém sugerido que a auséncia de
expressdo de GITR pelas Tregs podera contribuir para o desenvolvimento de
autoimunidade. De facto, foi demonstrado que a transferéncia de timdcitos desprovidos
de GITR para ratos sujeitos a timectomia levava ao desenvolvimento de diversas doencas,
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nomeadamente colite e hepatite autoimunes. Apesar disso 0 GITR é também expresso por
células T efectoras, embora em muito menor quantidade, pelo que podera constituir um
marcador til na identificacdo das Tregs. (28, 29)

Estudos realizados demonstraram que o TNF-o (Tumor Necrosis Fator alfa), uma
citocina pro-inflamatoria, podera contribuir para a proliferacao e ativacdo das células T
reguladoras, através do recetor TNFR-2. De facto, em estudos realizados em modelos
animais tem-se verificado que a estimulagdo do recetor TNFR-2 podera levar a formacéo
e expansdo de uma populacdo Tregs.(30) Este recetor € expresso em muito menor
quantidade que o recetor TNFR-1, possuindo uma expressdo mais restrita. Assim, as
Tregs poderdo constituir células com potencial capacidade supressora, sendo que este
recetor podera inclusivamente constituir um potencial alvo terapéutico. Este recetor é
também expresso pelas iTregs, no entanto, ndo é expresso pela maioria das células T
efectoras. Desta forma, em associagdo com outros marcadores fenotipicos, o recetor
TNFR-2 pode ser muito Gtil na identificacdo das células T reguladoras em ensaios
laboratoriais. (16)

Outro dos marcadores que podera ser utilizado para a identificacdo das Tregs é a
expressédo do ligando da L-selectina CD62L pelas nTregs. De facto, num estudo em que
se utilizou um modelo de doencas autoimunes do Sistema Nervoso Central (SNC)
verificou-se que durante as fases de remissdo da doenca havia acumulacdo de Tregs
CD62L"9" que expressam grandes quantidades de CTLA-4 e TGF-B.(31)

Recentemente, foi identificado o fator de transcricdo Helios que tem demonstrado
implicacdes na funcao das Tregs, nomeadamente na ligacdo e regulacdo da expressdo de
Foxp3 que, como ja foi anteriormente referido, é um componente essencial na sua funcao.
Este marcador é expresso maioritariamente pelas nTreg mas ndo pelas iTreg. (26) Desta
forma, poderia ser util na distingdo entre estas duas subpopulacdes de Tregs, no entanto,
apesar destas evidéncias, atualmente ainda nao existe nenhum marcador ideal que permita
distinguir inequivocamente estes dois subtipos de células. (32)

13



Marcador Referéncia Observagdes/Achados

CD25+ Chen et al(16), Read S. et Expresso pela maioria das
al(17) Tregs.
Gambineri et al(21) Mutacdo no gene Foxp3
associada a doencas Al
Foxp3
Kim, J.R et al(22) 4  Em individuos com
doencas Al.

Anti-CTLA-4 levou ao

Watanabe et al(23) desenvolvimento de colite
num modelo de colite
autoimune.

» Expressdo pelas células T
CD103 Allakhverdi et al(25) CD4*CD25* que  pelas
CD4*CD25.

Tregs: | expresséo de
CD127 (CD127'"wy;

Chavele et al(26)
Células T efectoras: 1
expressao de CD127
(CD127hian),

Auséncia de GITR —
GITR Liao et al(29), Petrillo et desenvolvimento de doencgas
al(28) Al.
Estimulacdo de TNFR-2 —
TNFR-2 Faustman et al(30) formagdo e expansdo de
Tregs.
Remissédo de doencgas Al do
CD62L Lange et al(31) SNC — acumulag¢io de Tregs
CD62L"ign,
Expresso pelas nTregs mas
Helios Chavele et al(26) ndo pelas iTregs.

Tabela 1: Principais marcadores das Células T reguladoras. Abreviaturas: Al :autoimunes

Induced Tregs

Como as nTregs sdo muito dificeis de manipular devido ao seu reduzido namero e
ao facto da sua cultura prolongada levar a uma diminuicdo da sua atividade supressora,
houve necessidade de desenvolver estudos no sentido de encontrar uma subpopulacéo de
células T reguladoras cuja manipulagédo fosse mais facil. (33)

As induced Tregs (iTregs) sdo células T que tém, a semelhanca das nTregs,
capacidade supressora, no entanto, tém origem nos érgaos linfoides periféricos a partir
das células T naive (CD4"CD25°) em resposta a estimulacdo antigénica. Estas células
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podem também ser originadas in vitro a partir das células T CD4*CD25 Foxp3™ sob
determinadas condicGes. (33) Por exemplo, € possivel induzir a expressdo do Foxp3 in
vitro a partir dos linfécitos T naive isolados dos 6rgaos linfoides secundarios ou do sangue
periférico na presenca de TGF-B ¢ IL-2. (32)

O TGF-B desempenha um papel fundamental na promocgao da indugdo do fator de
transcricdo Foxp3. Relativamente a IL-2, ela representa funcGes diferentes in vitro e in
vivo. Assim, in vitro e a semelhanga do que acontece com o TGF-B, é importante na
formacdo das iTregs. Por outro lado, relativamente a sua atividade in vivo, ndo existe
grande conhecimento quanto ao papel desempenhado pela IL-2 na indugéo das iTregs, no
entanto, sabe-se que contribui para a proliferacdo e sobrevivéncia destas células.(32)

Relativamente & geragdo de iTregs in vivo, a partir de células T naive tém sido
relatados varios métodos, sendo que, regra geral, todas as células apresentadoras de
antigénios (APC) tém capacidade para induzir esse processo. Existem, contudo, outras
células com a mesma capacidade, das quais sdo exemplo os linfécitos B ou as celulas
estaminais mesenquimatosas.(33)

Existem ainda outras células T reguladoras que ndo expressam Foxp3 (Foxp3-)
mas que possuem igualmente a capacidade de suprimir a resposta inflamatoria,
nomeadamente as células Trl (Type | regulatory) e as Th3 (T helper 3).

As células Trl produzem essencialmente IL-10, sendo a sua capacidade supressora
dependente desta citocina. Apesar da reduzida capacidade de proliferacdo, estudos
demonstraram que estas células poderdo ser muito Uteis na prevencédo de algumas doengas
autoimunes.(34, 35)

As celulas Th3 produzem elevadas quantidades de TGF-B, havendo dados que
demonstram a sua capacidade para suprimir o desenvolvimento de doencgas autoimunes
in vitro, nomeadamente a encefalite autoimune.(34)

Apesar de as nTregs e as iTregs apresentarem capacidade supressora semelhante,
alguns estudos tém demonstrado que as nTregs ndo Sdo estaveis na presenca de um
ambiente inflamatorio, podendo, na presenca de IL-6, transformarem-se num fenétipo
Th17, responsavel pela perpetuacdo da inflamag&o.(36)

Mecanismo de acao

Independentemente de se tratarem de natural ou induced Tregs, as células T
reguladoras possuem caracteristicamente uma funcdo supressora essencial para a
manutencdo da tolerancia imunoldgica.
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Os mecanismos de acdo das células T reguladoras ndo ainda estdo totalmente
esclarecidos, sendo varias as controvérsias sobre esta tematica, no entanto, atualmente
considera-se que poderdo atuar por diversos mecanismos que podem ser resumidos a trés
grandes categorias:

a) Contacto célula a célula através das moléculas de superficie;
b) Através da libertacdo de citocinas;
c) Através de disrupcdo metabdlica das células T efectoras;

Relativamente ao mecanismo dependente do contacto célula a célula, ele ocorre
fundamentalmente através de duas moléculas: o CTLA-4 e 0 LAG-3 (figura 1). (32)

O CTLA-4 é uma molécula inibitéria que se liga com grande afinidade as
moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 das células dendriticas, competindo com o
CD28 e inibindo a acéo das celulas T efectoras.

Esta molécula pode, no entanto, atuar por dois mecanismos distintos. Por um lado,
pode ligar-se com grande afinidade as moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 das
células dendriticas, inibindo a acao dos linfocitos T efectores, por inibicdo do 2° sinal de
ativacao dos linfdcitos T (sinal coestimulatério). Por outro lado, pode atuar indiretamente
através da modulacdo da funcdo das células apresentadoras de antigénios (APC),
conferindo-lhes capacidade tolerogénica. (6) Estudos tém demonstrado que o bloqueio do
CTLA-4 pode levar ao desenvolvimento de doencas autoimunes, uma vez que hd uma
reducdo da supressao das células T efectoras. (10, 26)

A proteina transmembranar LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) expressa pelas
células T CD4+, T CD8+, células T reguladoras e células natural killer (NK) tem sido
também implicada na funcdo supressora das células T reguladoras, tendo a semelhanca
do CTLA-4, duas vias de atuacdo: uma através do contacto direto entre as Tregs e as
células T efectoras e outra através da modulacdo das APC. Em ambos os casos 0 LAG-3
liga-se ao MHC de classe Il, inibindo a maturacdo das células dendriticas. (16, 37)

Podem ainda incluir-se neste grupo as moléculas citotoxicas produzidas pelas
Tregs, como as granzimas A e B, uma vez que requerem o contacto célula a célula. Estas
moléculas poderdo contribuir para a inducdo da apoptose de algumas células envolvidas
na resposta inflamatoria, como as células B, os mondcitos ou as células dendriticas,
contribuindo assim para a funcdo supressora das Tregs. (10, 32) Este processo também
pode ser designado por citolise. Estudos mostraram um aumento da expressdo de
granzima B em murinos na presenca de células T reguladoras ativadas, sendo que a
deficiéncia desta molécula esta associada a uma diminuicao da capacidade supressora das
Tregs.(38)
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Figura 1: Representacdo esquematica da supressdo mediada pelo contacto célula a célula: A
supressdo mediada pelo contacto célula-célula ocorre através da ligacdo dos recetores das Tregs,
como 0 CTLA-4 e 0 LAG-3 com as moléculas CD80/86 e o MHC II, respetivamente, das células
dendriticas. Adicionalmente, a libertagdo de granzimas A e B pelas Tregs induz apoptose das

células dendriticas e também das células B e T ativadas. Abreviaturas: CTLA-4: Cytotoxic lymphocyte
associated Ag-4; LAG-3: Lymphocyte-activation gene 3;MHC II: Marcador de histocompatibilidade de classe Il
(Adaptado de Schmitt E., et al (32))

Ja no que diz respeito a interacdo entre células através de citocinas inibitérias e ndo
diretamente célula-célula (figura 2), a IL-10, a IL-35 e 0 TGF-B tém sido apontadas como
elementos com um papel relevante na fungéo supressora das Tregs, nomeadamente no
controlo da ativacdo das células apresentadoras de antigénios. De facto, estas células
possuem um importante potencial imunorregulador, controlando a producéo de citocinas
inflamatorias como 0 TNF-a, a IL-2 ou 0 IFN-y pelas APC. Podem também atuar inibindo
diretamente a proliferacdo de células T,(17, 32) no entanto o mecanismo através do qual
a IL-10 exerce supressao direta das células T ndo é ainda totalmente conhecido. Estudos
sugerem que esta citocina iniba a expressdo de CD2° através do SHP-17, inibindo assim
a proliferacao das células T efectoras.(39)

O papel da IL-10, uma citocina que apesar de ndo ser ubiqua € uma das principais
citocinas produzidas pelas Tregs, na funcdo supressora das Tregs evidencia-se pela
existéncia de estudos que demonstram que, a inativacdo da IL-10 ou defeitos no seu
recetor (IL-10R) pode levar ao desenvolvimento de doencas inflamatérias, como por
exemplo a doenca inflamatéria intestinal. (40) Esta citocina afeta a diferenciacdo das
células dendriticas, inibindo assim a ativacdo das células T(26) e portanto a sua funcédo
primordial na imunidade mediada por células.

6 A estimulagdo via CD2 induz ativac3o e prolifera¢do das células T.
7 Src homology region 2 domain containing phosphatase-1 (SHP-1)
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O TGF-B, a semelhanga da IL-10, parece também estar envolvido, ndo s6 no
desenvolvimento das Tregs atraves da inducdo da expressao de Foxp3, mas também na
funcéo reguladora das células T reguladoras. De facto, num dos estudos, em que um grupo
de murinos foi injetado com o anticorpo anti-TGFf e outro com células apresentadoras
de antigénios pre-tratadas com TGF-p, apenas o ultimo grupo foi capaz de suprimir uma
reacdo de hipersensibilidade retardada, o que sugere que 0 TGF-PB podera ter um papel
importante no desenvolvimento das células T reguladoras(41).

A expressdo de TGF-B pelas Tregs pode ser aumentada in vitro através da
administracdo de anti-CD3 (26). De facto, estudos realizados em murinos com Diabetes
Mellitus tipo | demonstraram que o tratamento com o anticorpo anti-CD3 levou a um
aumento do numero de células T reguladoras e a uma melhoria da sua funcao, no entanto,
a administracdo concomitante de um anti-TGF era capaz de reverter todos estes efeitos,
0 que apoia a hipotese de que o anti-CD3 atua via TGF-B(2).

Mais recentemente, a IL-35 foi identificada como uma citocina com possiveis
implicacOes na funcdo reguladora das Tregs, atuando na regulacdo nas células T efectoras,
bem como na expansao das Tregs através da inducdo de Foxp3. (10, 32, 38) Além disso,
poderdo ainda levar ao desenvolvimento de Tregs Foxp3- cuja funcdo reguladora é
dependente de IL-35. De facto, estudos demonstram que o tratamento de células T naive
com IL-35 é capaz de induzir a formacédo de uma nova populagéo de células T reguladoras
que ndo expressam Foxp3 e cuja atividade supressora é dependente de IL-35. Sdo, no
entanto, necessarios mais estudos para determinar com maior seguranca a sua eventual
utilidade terapéutica.(42)

CcD

TREG E—) )

Figura 2: Representacdo esquematica do efeito da secrecdo de citocinas inibitérias pelas
Tregs: As células T reguladoras libertam citocinas, como a IL-10, o0 TGF-f e a IL-35 que inibem

as células dendriticas e as células T efectoras. Abreviaturas: 1L-10: Interleucina 10; 1L-35: Interleucina 35;
TGF-B: Tumor Growth Fator 3; CD: Célula dendritica (Adaptado de Schmitt E., et al (32)).
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Por fim, a disrupcdo metabolica (figura 3) € outro dos mecanismos de supressao,
pensando-se atualmente que podera incluir trés vias distintas: a apoptose resultante da
privacdo de IL-2 (considerada um fator de crescimento das células T), a inibicdo mediada
por AMP ciclico (CAMP) ou a imunossupressao mediada pelo recetor A2 de adenosina
(A2AR) produzida por CD39 e CD73. Com efeito, estudos sugerem que a expressao de
CD25 pelas Tregs faz com que estas consumam IL-2 que, desta forma, fica menos
disponivel para as células T efectoras que necessitam dela para conseguirem sobreviver.
Relativamente as ectoenzimas CD39 e CD73 das Tregs, estas hidrolisam o ATP ou o
ADP a adenosina monofosfato (AMP), que vai inibir as células T efectoras ao ativar o
recetor A2 da adenosina. (26, 32, 38)

- @

cAMP
A\
TREG =) O .
I » ADENOSINA ' l

ATP 2AMP APOPTOSE

cD72

Figura 3: Representacdo esquematica do processo de disrupcdo metabdlica: A disrupgdo
metabdlica das células T efectoras pode ser mediada por cAMP, pelo recetor A2 de adenosina

produzida por CD39 e CD73 e pelo consumo de IL-2 que induz apoptose das células T. Abreviaturas:
ATP: Adenosina trifosfato; AMP: Adenosina Monofosfato ; cCAMP: Adenosina Monofosfato Ciclico Adaptado de
Schmitt E., et al (32))
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DOENCAS AUTOIMUNES

Definicéo

As doencas autoimunes englobam um largo espectro de doengas, cuja incidéncia
tem vindo a aumentar nos Ultimos anos, com sérias repercussdes ndo s6 a nivel de
morbilidade e mortalidade como também a nivel socioecondémico, uma vez que Sao
doencas cronicas para as quais nao existe uma cura propriamente dita. A causa desta
tendéncia é desconhecida, (43) ainda que sejam sugeridas algumas possiveis causas,
nomeadamente 0 aumento da exposicao a determinados poluentes ou as alteracdes a nivel
da dieta, principalmente entre os paises desenvolvidos. Por outro lado, podera ainda ser
devida a melhoria dos métodos de detecéo.

Estima-se que cerca de 5% da populacdo mundial venha a desenvolver uma doenca
autoimune, atingindo maioritariamente mulheres em idade fértil. Contudo, nos homens
estas doencas geralmente surgem mais tardiamente, possuindo uma evolucdo mais
desfavoravel, sendo estes mais suscetiveis ao aparecimento de complicacGes. (44)

Sé&o doencas caracterizadas pelo desenvolvimento de uma resposta imune contra
0s proprios tecidos, podendo levar a sua destruicdo, sendo que a sua etiologia nédo esta
ainda bem esclarecida. De facto, o sistema imune tem um papel muito importante na
sobrevivéncia, sendo fundamental na protecdo contra infecbes ou até mesmo no
desenvolvimento de neoplasias. Contudo, sob determinadas condigfes ainda néo
totalmente conhecidas, pode ocorrer uma quebra da tolerancia imunoldgica, levando a
uma resposta exagerada do sistema imune que, ao reagir contra as proprias células e
tecidos, € capaz de produzir doenca.(9)

Apesar de ndo existir uma associa¢ao inequivoca com uma etiologia especifica, as
doencas autoimunes sdo consideradas multifatoriais, podendo estar relacionadas com
fatores genéticos, imunoldgicos ou ambientais, nomeadamente infecbes e fatores
hormonais.(45)

Uma das hipoteses apontadas é efetivamente a etiologia infeciosa, que podera
despoletar o desenvolvimento de autoimunidade em individuos geneticamente
predispostos, acreditando-se assim que o desenvolvimento de doencas autoimunes podera
resultar da interacdo entre fatores ambientais e alguma suscetibilidade genética. (46)
Alguns fatores ambientais relacionados sdo o tabaco e a exposicdo a silica e a
determinados solventes. (47)

A hipotese infeciosa podera ser explicada pelo facto de os agentes infeciosos
poderem possuir determinadas caracteristicas estruturais semelhantes aos antigénios de
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determinados 6rgaos ou tecidos do proprio organismo (self), levando ao desenvolvimento
de uma reacdo autoimune contra 0s mesmos. Este processo é designado por mimetismo
molecular. (46)Um dos exemplos que apoia esta hipotese € o caso da febre reumatica, na
qual existe uma reacdo cruzada entre o Streptococcus e o tecido cardiaco.(45)

Diversos fatores ambientais, como a exposic¢ao ao tabaco e a radiacbes ou mesmo
a dieta, tém sido associados a um aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de
doencas autoimunes, estando associados ao aparecimento de alteracdes epigenéticas que
poderdo influenciar a fungdo das células do sistema imune. De facto, alguns fatores
ambientais podem inclusivamente causar altera¢des ao nivel da metilacdo do DNA.(46)

Relativamente & hipotese genética, mutacdes no gene PTPN228, envolvido na
ativagdo das células T, tem sido associado a um aumento da suscetibilidade ao
desenvolvimento de doencas autoimunes.(48) Alem disso, mutagdes nos genes HLA
poderdo também estar na origem de diversas patologias de natureza autoimune, como a
Diabetes Mellitus tipo | e a Espondilite Anquilosante.(45)

Para além disso, tendo em conta as diferencas de incidéncia entre generos ja
mencionadas, a suscetibilidade ao desenvolvimento de autoimunidade podera ainda ser
influenciada por questdes hormonais, sendo que alguns estudos tém sugerido que 0s
estrogénios e a prolactina constituem fatores de suscetibilidade, enquanto que o0s
androgénios conferem protecdo. (44) Efetivamente, em determinadas condicGes, estas
duas primeiras hormonas sexuais sdo capazes de ativar células B autorreativas. (47)

Alguns estudos sugerem ainda uma associacdo com fatores psicologicos,
nomeadamente com o distdrbio de stress pos-traumatico. Tem sido sugerido que o stress
podera alterar as vias neuroendocrinas, provocando desequilibrios a nivel da resposta
imune, podendo levar consequentemente ao desenvolvimento de autoimunidade. (49)

Num estudo realizado por Jacobson et al em 1997, que analisou a epidemiologia
das principais doengas autoimunes numa populagéo dos Estados Unidos ao longo de 30
anos (de 1965 a 1995) verificou-se que a sua prevaléncia era de cerca de 3%, afetando
preferencialmente doentes do sexo feminino. Por exemplo, no mesmo estudo, cerca de
85% dos individuos com Tiroidite Autoimune, LUpus Eritematoso Sistémico ou
Sindrome de Sjogren eram mulheres. Em doencas como a Artrite Reumatoide ou a
Esclerose Multipla as mulheres constituiam cerca de 60% dos casos. No caso da Diabetes
Mellitus tipo | ndo foram encontradas variac@es significativas entre os géneros. (50, 51)

Em Portugal, ndo existem dados recentes da epidemiologia das doencas
autoimunes, no entanto, num estudo publicado em 2006 que teve como objetivo avaliar o
namero de doentes com patologia autoimune seguido pelos servigos de Medicina Interna
do pais, verificou-se que, num total de 6000 a 13000 doentes seguidos, as doengas com
maior prevaléncia eram a Artrite Reumatoide (1181 a 2305 doentes), LUpus Eritematoso
Sistémico (708 a 1395 doentes) e o Sindrome de Sjogren (320 a 665 doentes). (52)

8 Protein tyrosine phosphatase, non-recetor type 22
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Principais patologias autoimunes num total
de 13000 doentes acompanhados

= Artrite Reumatoide
; = L Upus Eritematoso Sistémico

= Esclerodermia
= Sindrome de Sjogren

= Doenga de Behget

Gréfico 1: Principais patologias autoimunes num total de 13000 doentes seguidos nos servigos
de Medicina Interna do pais, 2006. (52)

Mecanismos Fisiopatologicos Comuns

O sistema imunoldgico é um componente essencial a sobrevivéncia, no entanto,
por vezes, e tambem responsavel pelo aparecimento de doenca, resultante de uma resposta
imune descontrolada que podera levar ao desenvolvimento de autoimunidade. Esta ocorre
devido a uma falha no mecanismo de tolerancia imunolégica que resulta na ativacao de
uma resposta imune contra os autoantigénios (self).(9)

Na verdade, todos os individuos possuem células autorreativas, contudo, em
individuos saudaveis a maioria delas é eliminada ainda no timo. Algumas delas podem,
no entanto, migrar até a periferia e, em determinadas condicGes patoldgicas, levar ao
desenvolvimento de doengas autoimunes.(53)

Foi a partir do final da década de 70 que se verificou que nem todos os linfécitos
autorreativos eram eliminados, sendo possivel encontra-los em individuos saudaveis, sem
que isso condicione necessariamente o desenvolvimento de doenca. Nas pessoas
saudaveis, a atividade destes linfocitos devera estar suprimida, no entanto, por vezes ha
uma quebra da tolerancia imunolégica que podera resultar na ativacao destas células e no
consequente aparecimento de doenca. (8)

Apesar de 0os mecanismos especificos que levam ao desenvolvimento de doencas
autoimunes ndo serem ainda totalmente conhecidos, atualmente consideram-se trés
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mecanismos principais responsaveis pela ativagdo das células B e T autorreativos:
mimetismo molecular, inflamacéo local e ativacdo policlonal.

O mimetismo molecular, de que é exemplo a Febre Reumatica, esta relacionado
com o facto de alguns agentes infeciosos possuirem moléculas estruturais semelhantes
aos autoantigénios, fazendo com que as células T os reconhegcam como estranhos. (53)

A inflamacéo local é outro dos mecanismos, leva ao aumento da expressdo de
moléculas envolvidas no reconhecimento antigénico, podendo estar envolvido na origem
de doencas como a Diabetes Mellitus tipo | ou a Esclerose Mdltipla, ainda que ndo exista
uma correlacdo bem fundamentada. (53)

Por ultimo, a ativacéo policlonal de células B e T autorreativos, cuja causa € ainda
desconhecida, mas que podera estar na origem de diversas doencas autoimunes(54). De
facto, no que diz respeito as células B, estas sdo capazes de produzir autoanticorpos ou
mesmo funcionar como células apresentadoras de antigénios aos linfécitos T
autorreativos. Serd, portanto, fundamental determinar melhor o papel das células B na
patogenia das doengas autoimunes, atualmente menos compreendido do que aquele
desempenhado pelas células T. (47)

Existem ainda outros componentes do sistema imune que poderdo estar envolvidos
nos mecanismos que levam ao desenvolvimento de autoimunidade.

As Tregs, essenciais na manutencdo da tolerancia imunologica, como ja foi
mencionado, tém também um papel comprovado no desenvolvimento de doengas
autoimunes. Estas células interagem com uma diversidade de outras células
nomeadamente células T e células dendriticas, influenciando o seu desenvolvimento e
funcdo. Nao existem, porém, estudos concordantes no que diz respeito ao nimero de
Tregs existentes em circulagdo nas doencas autoimunes. De facto, existem estudos que
reportam um aumento, outros uma diminuicdo e ainda outros que ndo reportam qualquer
alteracdo na frequéncia das Tregs no sangue periférico de individuos com patologia
autoimune, como a Artrite Reumatoide, o Lupus Eritematoso Sistémico ou a Esclerose
Mudltipla, quando comparados com individuos saudaveis.(26, 55, 56) Estas divergéncias
poderdo, contudo, ser devidas ao facto de ndo existir um marcador completamente
especifico e universal para identificacdo das Tregs. Nao poderemos também esquecer a
influéncia que possa ter o estadio da doenca e a estratégia terapéutica adotada. Por outro
lado, no que diz respeito a funcdo das Tregs, parece existir um comprometimento dessa
funcéo. (57) De facto, as células T reguladoras sdo influenciadas pelas citocinas presentes
nos locais de inflamacéo, como o0 TNF-a, a IL-6 ou a IL-1 que, apesar de estimularem a
proliferacdo das Tregs nos locais de inflamac&o, comprometem a sua fungdo.(57) Estudos
demonstram que a adicao in vitro de elevadas quantidades de TNF-a é capaz de inibir a
funcdo supressora das Tregs, através da diminuicdo da expressao de Foxp3. (58)Existem
ainda estudos que apontam para uma resisténcia das celulas T efectoras a acdo supressora
das Tregs, no entanto esta hipétese gera alguma controvérsia. (26, 55) Para verificar se
existe resisténcia das células T efectoras a acdo das Tregs ou se, por outro lado, o defeito
reside na diminuicdo da capacidade supressora das células T reguladoras, alguns estudos
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isolaram Tregs de pacientes com Artrite Reumatoide colocando-as em cultura com
células T efectoras pertencentes a individuos saudaveis e o inverso, ou seja, Tregs isoladas
de individuos saudaveis e células T efectoras de individuos doentes. Assim, verificaram
que as Tregs pertencentes a individuos doentes eram incapazes de inibir a proliferacéo de
células T de individuos saudaveis e que, por outro lado, as Tregs pertencentes ao grupo
saudavel eram capazes de suprimir a proliferacdo de células T pertencentes ao grupo de
doentes. Desta forma, estes estudos apontam para um defeito intrinseco das Tregs e nao
para a existéncia de uma resisténcia por parte das células T efectoras. (55, 59)

As células T helper 17 (Th17), um subtipo de células T que em condi¢Ges normais
sdo Uteis na protecdo contra infe¢Bes, constituem um desses exemplos, acreditando-se que
poderdo desempenhar um papel primordial na patogenia destas doencas. Estas células tém
em comum com as Tregs o facto de serem ambas dependentes da presenca de TGF-f,
sendo que a combinacdo deste com citocinas inflamatorias como a IL-6 favorece o
desenvolvimento das Th17, enquanto que o TGF-f isoladamente promove o fendtipo das
Tregs. Apesar disso, ambos os tipos de células sao interconvertiveis.(5)

A desregulacdo das células Th17, produtoras de interleucina 17 (IL-17) podera
estar envolvida na persisténcia de um ambiente inflamatério, propicio ao
desenvolvimento de doencas autoimunes, havendo evidéncias de que esta desregulacédo
podera ser devida a exposicao a determinados fatores ambientais, nomeadamente ao fumo
do tabaco ou a hidrocarbonetos aromaticos. (13, 47, 60)

Para além disso, o ambiente a que é exposto o individuo pode levar a varias
modificacbes que poderdo predispor ao desenvolvimento de autoimunidade,
nomeadamente modificacfes a nivel dos autoantigénios ou a nivel da metilagdo do
DNA.(46) No que diz respeito aos autoantigénios, a exposicdo a determinados fatores
ambientais pode causar alteracfes a nivel da modificacdo pos-transcripcional, que ocorre
normalmente em 50 a 90% das proteinas humanas. Estas alteraces podem ocorrer, por
exemplo, a nivel da metilacdo ou da fosforilagdo, provocando alteracbes na
imunogenicidade das proteinas, podendo levar ao desencadeamento de uma resposta
imune contra as mesmas.(47) A exposicdo a determinados fatores ambientais,
nomeadamente ao tabaco, alcool e poluentes ambientais é também responsavel por
alteracdes a nivel da metilacdo do DNA, pelo que podera ser importante explorar no
futuro as implicacdes destas alteracGes no desenvolvimento de autoimunidade. (47)

Atualmente estdo descritas na literatura mais de uma centena de doencas
autoimunes, as quais podem ser divididas em dois grandes grupos: as doencas especificas
de 6rgdo e as doengas autoimunes sistémicas. (3, 43) No primeiro caso, tal como o préprio
nome indica, ha uma resposta imune a autoantigénios especificos de um determinado
6rgdo, de que sdo exemplos a Diabetes Mellitus tipo | e a Hepatite Autoimune. Por outro
lado, nas doencas autoimunes sistémicas, ha tipicamente um envolvimento multiorganico,
constituindo doencas com uma evolugdo progressiva e tipicamente incapacitante. Sdo
exemplos de doengas autoimunes sistémicas o Lupus Eeritematoso Sistémico e a Artrite
Reumatoide.(4)
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O Lupus Eritematoso Sistémico (LES), cuja etiologia ndo estd totalmente
esclarecida, é caraterizado pela presenca de anticorpos antinucleares (ANA),
nomeadamente anticorpos de DNA de dupla cadeia (dSDNA). Tem uma apresentacao
clinica bastante heterogénea, tendo uma evolugdo progressiva que poderd culminar num
desfecho fatal se néo for convenientemente tratada. Regra geral verifica-se a inflamagéo
de diversos 6rgdos e tecidos, apresentando sintomas bastante variaveis em intensidade e
gravidade. As erupcles cutaneas sdo bastante frequentes, sendo a erupcao avermelhada
em forma de asas de borboleta que aparece na face bastante caracteristica. (4, 61)

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca potencialmente incapacitante, em que
hé inflamacéo das articulacGes, levando progressivamente a sua deformacao e destruicao.
Afeta sobretudo as articulagdes das maos e pés, no entanto, pode apresentar manifestacdes
extra-articulares, com um envolvimento multiorganico com a progressao da doenca. (4)
Tendo em conta que se trata de uma das doencas autoimunes mais frequentes, responsavel
por elevados niveis de morbilidade, com sérias repercussdes a nivel socioeconémico e
ainda tendo em conta o facto de constituir uma das patologias autoimunes sobre a qual
existem mais estudos publicados podendo gerar mais controvérsia ou até mesmo
contradigBes, considera-se util uma revisdo da literatura mais direcionada para esta
patologia.
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O EXEMPLO DA ARTRITE REUMATOIDE

Definicao

A Artrite Reumatoide ¢ uma doenca inflamatéria crénica de natureza autoimune
que afeta sobretudo as articulagdes, manifestando-se essencialmente por uma poliartrite
e cujas alteracdes se traduzem pela inflamacgéo da sinovial que conduz progressivamente
a sua destruicdo, levando a perda de funcdo. Constitui assim uma patologia altamente
incapacitante. Ainda que as alteragbes articulares constituam a manifestacdo
predominante, a Artrite Reumatoide € uma doenca sistémica, podendo ter manifestacfes
extra-articulares, que surgem habitualmente em fases mais avancadas da doenca(4).
Algumas dessas manifestacGes incluem: o Sindrome de Sjogren secundario que ocorre
devido a inflamacdo das glandulas exocrinas que causa secura das mucosas; nédulos
reumatoides; serosite devido a inflamacdo das serosas, podendo inclusivamente levar a
derrame pericardico e pleural; fibrose pulmonar; amiloidose secundaria; vasculite
reumatoide; artrite séptica e o Sindrome de Felty, caracterizado pela associacédo de artrite
reumatoide, esplenomegalia e leucopenia.(62)

Os doentes com Artrite Reumatoide tém normalmente uma esperanca média de
vida inferior a da populacdo em geral, em cerca de 3 a 10 anos, sendo que as principais
causas de morte neste grupo de doentes sdo as complicagdes cardiovasculares,
pulmonares, gastrointestinais, hematoldgicas e infeciosas, decorrentes ndo sé da evolugao
da doenca mas também consequéncia do tratamento medicamentoso prolongado. (43)

Estima-se que a artrite reumatoide atinja cerca de 0,3 a 1,2% da populacdo
mundial.(63) E mais frequente no sexo feminino, havendo um pico de incidéncia entre os
35 e 0s 50 anos de idade. (43)

Etiologia

A etiologia da Artrite Reumatoide €, até ao momento, desconhecida, no entanto,
varias hipoteses tém sido levantadas, existindo estudos que sugerem que podera resultar
da interacdo entre fatores genéticos e fatores ambientais, a semelhanga do que acontece
com as doencas autoimunes em geral. (43) A maioria dos fatores etiol6gicos da Artrite
Reumatoide é, de facto, comum aos que ja foram mencionados para as doencas
autoimunes em geral.
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Relativamente aos fatores genéticos, o HLA-DRB1 surge frequentemente
associado a AR. Além disso, o facto de ser mais prevalente no sexo feminino leva a
colocar a hipdtese de que na origem desta doenca também poderdo estar implicados
fatores hormonais. De facto, tem-se verificado, em alguns estudos, um nivel reduzido de
testosterona em individuos do sexo masculino com Artrite Reumatoide. S&o, contudo,
necessarios estudos adicionais. (43, 64)

No que diz respeito aos fatores ambientais, os seus efeitos sdo normalmente
bastante protelados no tempo, fazendo-se sentir ao fim de varios anos de exposicdo. O
tabaco é um dos fatores de risco ambientais mais importantes, estando associado a
producdo de Fator Reumatoide (FR) e Anticorpo Anti-Péptido Citrulinado (Anti-
CCP).(64) Além disso, o tabaco tem sido associado a um aumento da suscetibilidade a
doenca em individuos portadores do gene HLA-DRB1, independentemente do FR e anti-
CCP. (65)Alguns estudos tém estabelecido também uma relacdo entre a exposi¢do a silica
e 0 aparecimento de doenca, considerando que esta exposicao podera levar a alteracao
das proteinas enddgenas, levando ao aparecimento de autorreatividade. (66)

Determinadas infe¢fes também poderdo levar ao desenvolvimento de Artrite
Reumatoide em individuos geneticamente suscetiveis. Outros fatores, como a dieta,
poderdo também contribuir para o desenvolvimento desta doenca. (67)

Fatores que aumentam suscetibilidade ao desenvolvimento de AR

Fatores Genéticos HLA-DRBL (Kiareskog et al, (64))
MutacOes PTPN22 (stanford et al, (48))

Fatores Hormonais > prevaléncia no sexo feminino (Tobon et al,
(43))

Tabaco :
e 1 FR e anti-CCP (Kiareskog et al, (64))

_ _ e > suscetibilidade em portadores de
Fatores Ambientais HLA-DRBL (Bang et al, (65))

Dieta (Pattison et al, (67))
Exposicédo a silica (cooper et al, (66))
Tabela 2: Principais fatores envolvidos no aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de

Artrite Reumatoide. Abreviaturas: AR: Artrite Reumatoide; FR: fator reumatoide; anti-CCP: anti- péptido
citrulinado ciclico.
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Diagnostico

Em 2010, foram aprovados pelo American College of Rheumathology em conjunto
com a European League Against Rheumatism Collaborative Initiative (EULAR), os
novos critérios de classificacdo de AR, cujo objetivo é a detecdo mais precoce da doenca,
permitindo uma abordagem terapéutica em estadios mais iniciais e, assim, um melhor
prognostico.(68) Até esta altura o diagndstico de Artrite Reumatoide era baseado
essencialmente nos critérios de 1987 (tabela 1).

De acordo com os novos critérios,(68) os pacientes sao classificados como tendo
AR se tiverem uma classificacdo igual ou superior a 6 pontos:

A Envolvimento articular
o 1 grande articulacdo (0 pontos)
o 2 a 10 grandes articulag6es (1 ponto)
o 1 a 3 pequenas articulagdes (2 pontos)
o 4 a 10 pequenas articulagdes (3 pontos)
o Mais de 10 articulagGes, incluindo uma pequena articulacdo (5

B. Serologia
o Fator Reumatoide (FR) e Anti-Péptido Citrulinado Ciclico (Anti-
CCP) negativos (0 pontos)
o FR ou Anti-CCP fracamente reativos (2 pontos)
o FR ou Anti-CCP altamente reativos (3 pontos)

C. Reagentes de fase aguda
o Velocidade de Sedimentacdo (VS) e Proteina C Reativa PCR)
normais (O pontos)
o VS e PCR alterados (1 ponto)

D. Duracéo dos Sintomas

o Menos de 6 semanas (0 pontos)
o 6 ou mais semanas (1 ponto)

A Artrite Reumatoide é uma doenca crénica, pelo que o principal objetivo
terapéutico é a diminuicdo da atividade da doenga, minimizando a destruicdo articular e
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procurando a manutencdo de uma boa atividade funcional. Pretende-se, assim, prevenir
ou pelo menos atrasar a progressao da doenca para um estado de incapacidade.

Atualmente o tratamento farmacoldgico da Artrite Reumatoide baseia-se na
utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES), analgésicos, corticosteroides e
agentes antirreumaticos modificadores da doenca (DMARDS). Este ultimo grupo inclui
0s DMARD:s classicos, como 0 metotrexato e a sulfassalazina, e 0s DMARDSs biologicos.
Os agentes anti-TNF foram os primeiros DMARDs biolégicos aprovados para o
tratamento da Artrite Reumatoide, dos quais fazem parte o etarnacept, abatacept,
adalimumab, anakinra, golimumab, infliximab, rituximab e tocilizumab. Os DMARDs
constituem atualmente, das classes de medicamentos usadas no tratamento da artrite
reumatoide, a Unica com capacidade para alterar o curso da doenca, controlando a sua
progressdo.(63) A sua utilizacdo, porém, deve ser restrita a determinados doentes, sendo
as suas principais indicagcdes doentes que mantém doenca ativa apesar de terapéutica
adequada com as restantes classes medicamentosas habitualmente usadas, nomeadamente
os DMARDs cléssicos e doente com DAS 28 3,2 ou entre 2,6 e 3,2 em caso de
evidéncia de agravamento da doenca. (69)

Varios estudos tém sido desenvolvidos nos udltimos anos no sentido de
compreender os potenciais efeitos terapéuticos das células T reguladoras no tratamento
da Artrite Reumatoide.

Classificacdo de 1987: Classificacdo de 2010:
Pelo menos 4 dos seguintes critérios Necessaria uma pontuacéao igual ou

superior a 6 para a classificacdo
definitiva de um paciente com AR

Envolvimento articular (0-5)

= 1 grande articulagéo — 0
Rigidez matinal = 2-10 grandes articulacdes — 1
= 1-3 pequenas articulagdes — 2
= 4-10 pequenas articulagbes — 3
= + 10 articulagdes, incluindo uma
pequena articulagdo — 5

Serologia (0-3)

3 ou mais superficies articulares afetadas FR e Anti-CCP negativos — 0
= FR e Anti-CCP pouco reativos — 2
* FR e Anti-CCP altamente reativos —

3

% Disease Activity Score: sistema desenvolvido e aprovado pela EULAR para medir a atividade da Artrite
Reumatoide, sendo usadas para o seu cdlculo 28 articulagées. O DAS28 varia entre 2 e 10, sendo que
guanto maior o valor, maior é a atividade da doenca.

29



Reagentes de fase aguda (0-1)

Atingimento das articulagdes das maos

VS e PCR normais — 0
VS e/ou PCR alterados — 1

Artrite simétrica Duracao dos sintomas (0-1)
Nodulos reumatoides
FR Positivo = <6 Semanas —0

Alteracdes radioldgicas * >6 Semanas -1
Tabela 3: Comparacgdo dos Critérios de Classificacdo da Artrite Reumatoide de 1987 e 2010 do
Colégio Americano de Reumatologia. Abreviaturas: AR: Artrite Reumatoide; FR: Fator Reumatoide; VS:
velocidade de sedimentacéo; PCR: Polymerase chain reaction.

Papel das Células T Reguladoras na Fisiopatologia da
Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide é caracterizada por uma inflamacéo cronica da sinovial, na
qual participam linfocitos T, linfocitos B, macréfagos e ainda citocinas pro-inflamatorias,
como o0 TNF-o. Varios estudos sugerem que uma falha na regulacdo dos linfocitos T
poderd estar na base da fisiopatologia desta complexa doenca. Podera assim ser devida a
uma resposta inflamatéria exagerada aliada a uma deficiéncia nos mecanismos
responsaveis pelo controlo da autoimunidade. (70)

Desde que em 1995, Sakaguchi et al demonstrou a existéncia de uma pequena
populacdo de células T com capacidade supressora, diversos estudos tém sido
desenvolvidos no sentido de compreender de que forma estas células poderdo estar
envolvidas nos mecanismos fisiopatoldgicos das doencas autoimunes.

Nos ultimos anos, varios estudos tém sugerido que as células T reguladoras estédo
implicadas na patogenia da Artrite Reumatoide, no entanto, o seu papel nesta doenca ndo
esta totalmente esclarecido.(26) Existem, de facto, algumas controvérsias relativamente
a frequéncia destas células na circulacdo periférica de doentes com Artrite Reumatoide,
havendo estudos que mostram um aumento destas células, outros uma diminui¢do e
outros que mostram um numero semelhante ao que é encontrado nos controlos
saudaveis(26). Num dos estudos, Van Amelsfort et al mostrou existir um aumento das
células CD4+CD25+ no sangue periférico e no liquido sinovial de individuos com Artrite
Reumatoide. (70) J& Liu M.F. et al demonstrou que existe um aumento significativo das
células T reguladoras (CD4+CD25+) no liquido sinovial mas ndo no sangue periférico, o
que parece ser consistente com outros estudos realizados.(57)
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Ne Método de Marcador
doentes detecéo Tregs Fase da doenca

usado

N° anos FR Corticoides

doenca  (+/-) (+/-) TNFa
(média) (+/-)

Van

Amelsfort Citometria 15 7/28 20/85 8/97

etal, 2004 (F:75 de fluxo

M: 30)
Liu M.F. SA 7 60
etal.,2005 (F:52  Citometria CD25 - = = -
M:8) de fluxo
Méttonen SA 7 18 14 5/9 10/4 -

et al, 2005 (F:14;  Citometria CD25/
M:4) de fluxo Foxp3

Tabela 4: Variagdo do numero de Tregs nos individuos com Artrite Reumatoide
comparativamente aos controlos saudaveis. Abreviaturas: SP: sangue periférico; LS: liquido sinovial; SA:
sem alteracdes; FR: Fator Reumatoide

Mottonen et al demonstrou também um aumento do nimero de células T
reguladoras no liquido sinovial de pacientes com Artrite Reumatoide, sendo esse nimero
superior ao existente no sangue periférico. No entanto, quando comparado com 0s
controlos saudaveis, a diferenca no namero de células CD4+CD25+ no sangue periférico
de pacientes com Artrite Reumatoide néo foi significativa. Sugere assim a existéncia de
uma acumulacdo destas células nas articulacGes destes pacientes, ainda que ndo haja
alteracdes significativas nos niveis circulantes(71). Além disso, alguns estudos sugerem
que as Tregs podem ser induzidas pela ativacdo das células T efectoras, 0 que podera
explicar este aumento na concentracdo das células T reguladoras no liquido sinovial, uma
vez que sao, nesta patologia, locais de grande atividade inflamatoria. (5)

Contudo, apesar de existir um elevado numero de células T CD4+CD25+ na
membrana sinovial nestes pacientes, a inflamacao persiste, pelo que leva a colocar as
hipdteses de existéncia de um defeito funcional destas células ou por outro lado uma
eventual resisténcia das células T efectoras a acdo das Tregs.(5)

Num dos estudos desenvolvidos por Ehrenstein et al, o autor verificou que as
células T reguladoras isoladas de doentes com Artrite Reumatoide eram capazes de
suprimir a proliferacdo das células T efectoras em niveis semelhantes aquelas isoladas em
individuos saudaveis ou em doentes ap06s terem recebido terapia com anti-TNFa.
Contudo, eram incapazes de suprimir a producdo de citocinas pro-inflamatorias
produzidas pelos mondcitos e células T ativadas, nomeadamente o TNF-a. (72)Este
defeito na funcdo das Tregs poderé ser devido inclusivamente a elevada expressdo desta
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citocina, que podera ser responsavel pela diminuicdo da expressdo de Foxp3 pelas
mesmas. (73) Desta forma, é sugestivo de que o defeito na supressdo podera ser devido a
uma falha na fungéo das Tregs e ndo a uma resisténcia das células T efectoras a acdo das
mesmas (72).

O TNF-o0 ¢ uma citocina pré-inflamatéria com um papel fundamental na
fisiopatologia da Artrite Reumatoide, a semelhanca do que ocorre em outras doengas
autoimunes. De facto, tem grande importancia no inicio e persisténcia da doenga. (72, 74)
Em condig¢Bes normais esta citocina é produzida pelos mondcitos, células dendriticas,
linfécitos T e linfécitos B em resposta a uma agressao, podendo existir sob a forma
transmembranar (MTNF-a) ou sob a forma soltvel (STNF-a) e atuando através da ligagdo
a dois recetores distintos (TNFR1 e TNFR2). (74)

A terapia anti-TNFa, de que sdo exemplos o infliximab, o adalimumab ou o
etanarcept, tem tido um papel fundamental no controlo da doenca, no entanto, o seu efeito
sobre a populacédo de células T reguladoras € ainda pouco conhecido.(73)

Alguns estudos tém revelado que o uso de terapia anti-TNFa, nomeadamente o
infliximab, leva ao aparecimento de uma nova populacdo de células T reguladoras que
ndo expressam o ligando da L-selectina CD62L (CD62L°), as induced Treg (iTreg),
capazes de suprimir as citocinas proinflamatorias via TGF-p e IL-10. As nTreg (CD62L"),
por outro lado, mantém a deficiéncia na sua fungdo mesmo apds tratamento com anti-
TNFao(5). Sugere assim que a restituicdo da funcdo das Tregs apos terapia com anti-TNFa,
se deve a nova populacdo de células T reguladoras e ndo a recuperacao da funcdo pelas
nTreg, como inicialmente se pensou. (74) Adicionalmente alguns estudos sugerem um
aumento da expressdo de Foxp3 induzido pelo tratamento com anti-TNFa. (73) Estes
resultados foram obtidos utilizando o infliximab, um dos anti-TNFa mais usados no
tratamento da Artrite Reumatoide. No entanto, num estudo, que teve por objetivo avaliar
o efeito do etarnacept e adalimumab nas Tregs de individuos com Artrite Reumatoide,
verificou-se que nenhum deles provocou alteragdes significativas a nivel quantitativo ou
qualitativo nas mesmas, independentemente de serem ou ndo respondedores a terapéutica.
(73) Esta diferenga encontrada entre os diferentes agentes anti-TNF-a podera estar
relacionada com o facto de estes apresentarem mecanismos de acao distintos. De facto, o
Adalimumab e o Infliximab atuam bloqueando os recetores solGveis e 0s recetores
transmembranares do TNF-a, enquanto que o Etarnacept atua apenas sobre os recetores
soluveis. Poderd ainda ser influenciada pela via de administragdo, uma vez que o
Infliximab é administrado por via endovenosa, sendo o Adalimumab e o Etarnacept
administrados por via subcutanea. (73, 75)

Além dos estudos com 0 TNF-a, foi demonstrado que também a IL-6, outra
citocina pré-inflamatoria, podera afetar a funcéo das Tregs, sendo que o bloqueio do seu
recetor pelo Tocilizumab é responsavel pela diminuicao da severidade da doenca, no caso
da rejeicdo de transplantes, bem como pelo aumento do nimero de Tregs. Este aumento
podera ser devido a conversdo de células T efectoras em células T reguladoras. Estes
resultados ndo foram, contudo, observados nas Tregs existentes no liquido sinovial de
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pacientes com Artrite Reumatoide, pelo que é necessaria maior investigagdo nesta
area.(76)

Uma das hipoteses apontadas para o defeito na funcéo das Tregs é a diminuicédo da
expressdo de CTLA-4 em individuos com Artrite Reumatoide, que como ja referido
anteriormente, é essencial para a correta funcdo destas células(74). De facto, alguns
estudos mostram uma diminuicdo da expressao de CTLA-4 pelas Tregs nesta patologia,
sendo que a sua reposicao in vitro podera ser capaz de restituir a sua fungdo(26). Existe
atualmente disponivel no mercado uma proteina de fusdo composta pela regido Fc da
imunoglobulina 1gG1 e pelo dominio extracelular do CTLA-4, de que é exemplo o
Abatacept, usada no tratamento da Artrite Reumatoide e que pode ter um efeito
importante sobre a funcéo supressora das Tregs. (77)

Outros estudos tém demonstrado o envolvimento de micro-RNAs (miRNAS) na
funcéo e proliferacdo das Treg. Os miRNAs sdo um pequeno tipo de RNA néo codificante
que regula a expressdo genética. Apesar de estudos anteriores terem demonstrado que
alteracOes na sua expressao poderdo levar a ocorréncia de profundas alteragdes a nivel da
funcéo das Tregs e ao consequente desenvolvimento de doencas autoimunes, Smigielska-
Czepiel et al, num estudo que pretendia analisar a expressdo de miRNA em células T
reguladoras, células T naive e células T de memoria, ndo encontrou alteracoes especificas
relacionadas com a Artrite Reumatoide. Contudo, verificou existir uma correlacdo
positiva entre a expressdo de miR-451, um tipo de miRNA, e o DAS28 da Artrite
Reumatoide, tendo-se verificado um aumento da expressdo de miRNA nos pacientes com
DAS28 mais elevados. Além disso, foi ainda sugerida uma relacdo entre este tipo de
mMiRNA e os niveis de IL-6 em individuos com doenca ativa, sendo, no entanto,
necessarios mais estudos para determinar mais concretamente esta possivel relacdo. (78)

Por outro lado, a existéncia de uma resisténcia por parte das células T efectoras a
acdo das Tregs € menos consistente na literatura, ainda que haja relatos da existéncia de
inducdo da apoptose das células T reguladoras pelas células T ativadas. (5) No entanto,
implicaria uma diminuicdo dessas células em individuos com Artrite Reumatoide
comparativamente aos individuos saudaveis, o que ndo € consistente com a maioria dos
estudos publicados.

Alguns estudos sugerem ainda que as células T reguladoras poderdo atuar
diretamente sobre o tecido ¢sseo, nomeadamente na inibicdo da atividade dos
osteoclastos. De facto, verificou-se que o nimero de Tregs no sangue periférico variava
de forma inversa ao numero de marcadores de osteoclastogénese, quer nos individuos
doentes, quer nos controlos saudaveis, sugerindo assim um possivel papel das Tregs na
protecdo contra a destruicao déssea. (79)
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Componentes
envolvidos nos
mecanismos
fisiopatoldgicos da
Artrite Reumatoide

Modelo
usado

Referéncia

LS de doentes
com AR

Van Amelsfort et
al, 2004 (70), Liu
M.F. et al,2005,
(57), Mottonen et
al, 2005 (71)

Ehrenstein et al,
2004 (72)

Blache et al, 2011
(73)

Pacientes com
AR

Cooles et al, 2013 -
(5, 63)

Chavele et al, 2011 -
(26)

SP de doentes
com AR

Smigielska-Czepiel
et al, 2014 (78)

MiRNASs

Alteracdes encontradas

- 1Tregs no LS em doentes
com AR;

- Incapacidade  para
suprimir a producdo de
citocinas inflamatorias.

Anti-TNF-a —
texpressdo de Foxp3 ;

- Infliximab — nova
populagdo  de  Tregs
(capacidade para suprimir
citocinas inflamatorias).

- | Expressao de CTLA-4
pelas Tregs na AR.

- 1 Expresséo de miR-45
em doentes com DAS28
mais elevados.

Tabela 5: Principais componentes envolvidos na fisiopatologia da Artrite Reumatoide.
Abreviaturas: miR-45: subtipo de microRNA, RNA ndo codificante que regula a expressdo genética; AR: Artrite
Reumatoide; LS: liquido sinovial; SP: sangue periférico.
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MANIPULACAO DAS TREG COMO ALVO
TERAPEUTICO

Atualmente o tratamento da Artrite Reumatoide baseia-se, como ja foi referido na
utilizacao de anti-inflamatorios ndo esteroides, corticosteroides e farmacos modificadores
da doenga, no entanto, esta terapéutica necessita de ser mantida ao longo da vida e além
disso causa um elevado grau de imunossupressao, que podera constituir uma porta de
entrada a infecOes ou mesmo ao desenvolvimento de neoplasias.

Desta forma, um dos grandes objetivos nesta area seria encontrar um tratamento
eficaz, que permitisse a restituicdo da tolerdncia imunoldgica e que fosse de utilizacdo
temporéria.

Apesar do papel das Tregs na fisiopatologia da Artrite Reumatoide ndo estar ainda
bem claro, estas células tém despoletado cada vez mais interesse, sendo consideradas por
Varios autores apostas promissoras no futuro na abordagem terapéutica da Artrite
Reumatoide. Efetivamente estas células seriam o alvo ideal ao permitirem a supressao
das células T efectoras de forma especifica, 0 que diminuiria 0os riscos de uma
imunossupressao sistémica. Além disso, estudos em murinos tém demonstrado que um
tratamento de curto prazo utilizando células T reguladoras é capaz de causar remisséo da
doenca a longo prazo.

Na verdade, a terapéutica atualmente instituida ja envolve de alguma forma as
células T reguladoras, nomeadamente no caso dos anti-TNFa, como ja foi mencionado
anteriormente.

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido desenvolvidos no sentido de
compreender de que forma as células T reguladoras poderdo ser usadas no tratamento da
Artrite Reumatoide, sendo exploradas e testadas as diversas formas de as manipular.

Atualmente, consideram-se potenciais mecanismos 0s que atuam diretamente nas
Tregs, nomeadamente a sua inducédo e expansao in vitro e inducao de Tregs de novo. Tém
ainda sido considerados agentes que atuam na melhoria da acdo das Tregs de forma
indireta.(80)

Ainda que as Tregs sejam caracteristicamente marcadas por uma baixa proliferacao
in vitro, alguns estudos tém demonstrado a possibilidade de isolar as Tregs in vivo e
posteriormente estimular a sua expansdo in vitro. Verificou-se ainda que as Tregs
resultantes desta expansdo sdo capazes de sobreviver quando novamente transferidas in
vivo, indicando assim que a sua expansao poderia constituir um método eficaz para obter
uma populacdo de Tregs suficientemente grande para ser utilizada com fins
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terapéuticos.(80) Contudo, uma das grandes dificuldades neste processo é obter uma
populacdo de Tregs totalmente pura, uma vez que ndo sdo conhecidos marcadores
absolutamente especificos para estas células. De facto, é dificil obter células T
reguladoras, livres da “contaminagdo” por células T efectoras, levando entdo a expansao
de ambos os tipos de células T, (81) o que podera levar inclusivamente ao agravamento
da doenca. Assim, tém sido propostas algumas estratégias para tentar ultrapassar este
obstaculo, existindo alguns estudos que sugerem a adicdo de rapamicina as culturas em
expansdo, um imunossupressor capaz de promover a sobrevivéncia e proliferacdo das
Tregs e, a0 mesmo tempo, de reduzir a proliferacdo de células T efectoras. (80, 81) A
rapamicina podera prevenir a perda da expressdao de CD25 e de Foxp3, (82) porém um
estudo recente verificou que a sua acdo sobre as Tregs podera ser comprometida na
presenca de citocinas pro-inflamatorias. (83)

Outro dos obstaculos que tem surgido a obtencdo de uma populacdo de Tregs
totalmente pura é o facto de estas células, em algum momento e sob determinadas
condicdes, se poderem converter em células T efectoras, perdendo a expressao de CD25
e/ou de Foxp3, 0 que mais uma vez podera levar a um agravamento da patologia, ao invés
de melhorar a inflamacéo. (80, 82)

Além disso, é dificil avaliar se as células resultantes da expansdo das Tregs sdo
totalmente puras. Um dos marcadores mais utilizados é o FoxP3, no entanto, como ja
referido, este marcador ndo é totalmente especifico das células T reguladoras, pelo que
numa populacdo de células FoxP3" é possivel que algumas dessas células ndo sejam
células T reguladoras.(16)

Apesar de constituirem métodos promissores, tanto a expansao de células Tregs in
vitro como a inducdo de Tregs de novo, poderdo levar a proliferacdo de uma populacdo
policlonal de células T reguladoras e, portanto a uma supressdo inespecifica do sistema
imune, podendo constituir um risco acrescido, nomeadamente para infecdes ou mesmo
para o desenvolvimento de neoplasias. Assim, esta dificuldade poderia ser ultrapassada
através da inducdo de células T reguladoras especificas para um determinado antigénio.
Neste sentido, tém sido desenvolvidos alguns estudos para testar o efeito da administracéo
de autoantigéniossobre as Tregs em modelos animais, sendo a via oral a que demonstrou
inicialmente resultados mais promissores e a mais adequada para ser aplicada em
humanos. (80) Contudo, na maioria das vezes o antigénio responsavel pelo inicio da
doenga é desconhecido, como é o caso da Artrite Reumatoide, o que constitui um
obstaculo a obtencdo de Tregs antigénio-especificas. Num estudo, Wright et al procurou
testar a possibilidade de obter células T reguladoras antigénio-especificas a partir da
transferéncia de genes por transducéo retroviral. Assim, utilizou duas estratégias distintas:
a transferéncia de genes do recetor de células T (TCR) e, por outro lado, a transferéncia
conjunta de genes TCR e Foxp3* . A primeira permitiu a obtencdo de Tregs antigénio-
especificas a partir de uma populagdo de nTregs, enquanto que a segunda permitiu a
obtencdo do mesmo tipo de células mas a partir de uma populacdo de células T efectoras.
As células T reguladoras antigenio especificas assim obtidas demonstraram eficacia em
monoterapia, prevenindo a inflamacéo e destruicdo tecidular.(84) Num outro estudo,
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obtiveram-se Tregs antigénio-especificas através da transferéncia do gene TCR do
lentivirus in vitro para uma populacdo de nTregs, que demonstraram capacidade para
suprimir a acdo das ceélulas T efectoras. (85)Poderdo assim constituir um método
promissor e com eventual potencial terapéutico na abordagem das doencas autoimunes,
sem haver necessidade de conhecer qual o antigénio responsavel pelo inicio da doenca.

Alguns estudos em animais sugerem que o tratamento com IL-2 é capaz de
melhorar a funcdo e estimular a proliferacdo das células T reguladoras. Num estudo em
ratinnos NOD?, verificou-se que a administracdo de IL-2 era acompanhada do aumento
do numero de Tregs e de uma diminuicdo do desenvolvimento de Diabetes Mellitus. (86)
Desta forma, esta citocina podera ter um papel relevante na abordagem terapéutica das
doencas autoimunes, nomeadamente na Artrite Reumatoide.

As células B reguladoras (Bregs) tém tido um papel cada vez mais relevante na
manutencdo da tolerdncia imunoldgica. Flores-Borja et al verificou que a capacidade
supressora das Bregs estava diminuida em pacientes com Artrite Reumatoide.
Adicionalmente, demonstrou que estas células eram capazes de converter células T
efectoras em células T reguladoras, tendo encontrado uma correlacdo positiva entre a
frequéncia da Bregs e a intensidade da expressdo de Foxp3 pelas Tregs. (87) Desta forma,
estas células poderdo constituir um alvo Util para aumentar o nimero de células T
reguladoras em individuos com Artrite Reumatoide.

Alguns estudos tém demonstrado a possibilidade de utilizar agentes
imunomoduladores que estimulem a proliferacdo de celulas T reguladoras,
nomeadamente neuropéptidos,(88) acido retindico (89) e anticorpos anti-CD3. (90)

Relativamente aos neuropéptidos, alguns estudos demonstram que o péptido
intestinal vasoativo (VIP) € capaz de reduzir a progressdo de algumas doencas
autoimunes, promovendo a inducgdo, expansdo e melhoria da funcdo das Tregs. Num
estudo realizado, este péptido provocou uma diminuicdo da severidade da artrite induzida
por colagénio em ratinhos. (88) Além disso, a auséncia de VIP esta associada a uma
diminuicdo da expressdo de Foxp3 e do numero de Tregs, sugerindo assim que este
péptido podera ter um papel determinante na tolerancia imunoldgica, ao interferir na
regulacdo da proliferacdo das células T reguladoras. (91) Adicionalmente o VIP é um
agente anti-inflamatorio, pelo que o seu efeito sobre as Tregs podera ser influenciado pelo
facto de este neuropéptido provocar inibi¢éo das citocinas pro-inflamatorias. (5, 80)

Wang et al, num estudo em que uma populacdo de células T CD4" cultivada com
e sem a adicdo de acido all-trans retindico! (ATR), demonstrou que o ATR é capaz de
induzir a geracdo de Tregs de novo a partir de células T CD4*CD25 na presencga de TGF-
B, prevenindo ainda a perda de expressdo de Foxp3 pelas células T CD4"CD25*. (89)
Estudos revelam ainda que esta capacidade é mantida mesmo na presenca de citocinas

10 Non-obese diabetic , modelo experimental de Diabetes autoimune.
11 Metabolito da Vitamina A
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pro-inflamatorias. (83) Desta forma, 0 ATR pode ser um componente importante para a
proliferacdo das células T reguladoras.

Por outro lado, o uso de anti-CD3, um anticorpo monoclonal, usado inicialmente
na prevencdo da rejeicdo aguda de transplantes, tem revelado um potencial efeito na
inducdo das Tregs. Notley et al, com o objetivo de estudar o potencial terapéutico dos dos
anticorpos anti-CD3 na Artrite Reumatoide, usou um modelo de artrite induzida por
colagénio em ratinhos, ao qual foi administrado anti-CD3, tendo sido monitorizada a
severidade da doenca durante um periodo de dez dias. Assim, verificou uma diminuigdo
da atividade da doenca e um aumento da populacdo de células T reguladoras. (90)

Para além dos métodos enumerados, existem ainda outros métodos que poderdo
atuar sobre as células T reguladoras, de forma indireta, melhorando a sua fungdo. De
facto, tendo em conta que a fungdo das Tregs é afetada de forma negativa pelas citocinas
pro-inflamatorias, a inibicdo destas citocinas podera resultar no restabelecimento da sua
funcao.

Com efeito, o papel da inibicdo das citocinas pro-inflamatérias, tem sido
demonstrado em alguns estudos, verificando-se uma melhoria na funcdo das Tregs apds
tratamento com anti-TNFo, terapéutica atualmente ja instituida na abordagem da Artrite
Reumatoide. (92) De facto, como ja foi mencionado anteriormente, a propdésito do papel
das Tregs na fisiopatologia da Artrite Reumatoide, tem sido sugerido que o tratamento
com Infliximab, um anti-TNFa, leva ao aparecimento de uma nova populagao de células
T reguladoras e ainda a um aumento da expressdo de Foxp3. (74)

A IL-6 é outra das citocinas proinflamatérias que tem suscitado algum interesse.
Na presenca de IL-6 e TGF-B as células T naive diferenciam-se em células Thl7,
enquanto que na sua auséncia adquirem um fendtipo de Tregs. (6) Num estudo que
pretendia avaliar o efeito do bloqueio desta citocina na fisiopatologia da doenca do
enxerto contra o hospedeiro verificou-se que o bloqueio da IL-6 estava associado a um
aumento das células T reguladoras e, consequentemente a uma diminuicdo da severidade
da doenca.(93) Desta forma, esta citocina podera constituir um alvo adicional para o
tratamento das doencas autoimunes, ja existindo inclusivamente no mercado, como ja
referido anteriormente, um farmaco que atua através do bloqueio do recetor de IL-6, 0
Tocilizumab.

Para além das Tregs “convencionais” existe ainda uma populagdo de Tregs que nao
expressa Foxp3, as células Trl, que caracteristicamente secreta elevados niveis de I1L-10.
Um estudo recente demonstrou, através do isolamento de células dendriticas em
individuos com Artrite Reumatoide em remissdo terapéutica, que estas células sdo
capazes de induzir a formacdo desta nova populacdo de células T reguladoras com
capacidade para suprimir a proliferacdo de células T efectoras. Verificou-se ainda que o
restabelecimento das células dendriticas em circulagdo estaria associado a uma melhoria
no curso da doenca, sustentando a hipdtese de que as células T reguladoras induzidas
pelas células dendriticas poderdo estar envolvidas no restabelecimento da tolerancia
imunoldgica. Desta forma, estas células poderdo eventualmente ser usadas como base
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para o desenvolvimento de novas abordagens no tratamento da Artrite Reumatoide, sendo
para isso necessarios mais estudos que corroborem a sua utilidade e potencialidade e que
avaliem a sua aplicabilidade como alvo terapéutico(92).

Estratégia Referéncia Método utilizado Efeitos sobre as
terapéutica Tregs

Bregs Flores-Borjaetal, SP de doentes com 1 N°de Tregs
2013(87) AR

1 da capacidade

Tregs antigénio- supressora das
especificas obtidas nTregs;
por transdugéo Wright et al,2009  Artrite induzida por Obtencdo de Tregs
mediada por (84) antigénios antigénio especificas
retrovirus a partir de células T
CD4*
Tang et al, 2008 (86) Ratinhos NOD 1 N° de Tregs
VIP Deng et al, 2010 Artrite induzida por 1 N°de Tregs
(88) colagénio
ATR Wang et al, 2009 Culturas de SP de 1 N° de Tregs
(89) humanos
Anti-CD3 Notley et al, 2010  Artrite induzida por 1 N° de Tregs
(90) colagénio
Infliximab Biton et al, 2012 (74) - 1 Capacidade
(anti-TNFa) supressora das Tregs

Thiolat et al, 2014  Aurtrite induzida por 1 N° de Tregs

(76) colagénio
Células Dendriticas Kavousanaki etal,  SP e LS de doentes Inducdo de Tregs
2010 (92) com AR Foxp3-

Tabela 6: Estratégias terapéuticas que influenciam o nimero ou a fungdo das células T

reguladoras. Abreviaturas: SP: Sangue periférico; LS: liquido sinovial; AR: Artrite Reumatoide; ATR: Acido all-
trans Retindico; VIP: Péptido Intestinal Vasoativo; IL-2: Interleucina-2; Bregs: células B reguladoras.

39



DISCUSSAO/CONCLUSAO

As células T reguladoras (Tregs) sdo uma subpopulacao de células T com um papel
fundamental na tolerancia imunologica, extremamente importante na prevencdo do
desenvolvimento de autoimunidade.

Descritas pela primeira vez por Sakaguchi et al como células possuidoras de
capacidade supressora, tém desde entdo despoletado um interesse cada vez maior,
motivando o desenvolvimento de diversos estudos que procuram um conhecimento mais
aprofundado das suas caracteristicas e uma melhor compreensdo do papel destas células
na fisiopatologia das doengas autoimunes.

As Tregs sdo caracteristicamente células anérgicas e com uma reduzida
capacidade de proliferacdo, corresponde a uma subpopulagdo minoritéria das células T
existentes em humanos. Tendo em conta o local de onde sdo originarias, podemos
classificar as células T reguladoras em natural Tregs (nTregs) que tém origem no timo,
e as induced Tregs (iTregs) que se originam na periferia a partir de outras celulas T.
Apesar dos dois tipos de células apresentarem capacidade supressora praticamente
sobreponivel, tem sido demonstrada alguma instabilidade das nTregs quando expostas a
um ambiente inflamatorio, podendo inclusivamente adquirir um fen6tipo Th17.

As Tregs ndo possuem nenhum marcador completamente especifico, no entanto,
apesar disso, o fator de transcrigdo Foxp3 (Forkhead box protein 3) tem sido identificado
como um regulador major da sua formacédo, essencial ao desenvolvimento da sua
capacidade supressora. Este marcador surge, de facto, fortemente associado a esta
subpopulacéo de celulas T, estando inclusivamente documentada a associacdo entre a
ocorréncia de erros na expressdo deste fator de transcricdo e o desenvolvimento de
patologia autoimune. O facto de ndo existir nenhum marcador absolutamente especifico
faz com que diferentes estudos utilizem marcadores de fenotipagem distintos, o que se
traduz numa maior dificuldade quando se pretendem comparar os resultados. Desta
forma, um dos objetivos em estudos futuros devera ser o estabelecimento de marcadores
adicionais que permitam assim a obtengdo de um maior conhecimento da funcéo e da
estabilidade das Tregs.

Apesar de os mecanismos de acdo das Tregs ndo estarem ainda totalmente
esclarecidos, tém sido considerados trés mecanismos fundamentais que incluem a
supressao atraves de citocinas inibitorias, a disrupcdo metabolica e a supressao atraves do
contacto célula a célula que inclui a cit6lise por acdo das granzimas A e B e a modulacao
da maturacdo e da funcao das células dendriticas.

Varios estudos tém demonstrado que as Tregs desempenham uma funcéo protetora
contra o desenvolvimento de doengas autoimunes, particularmente no caso da Artrite
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Reumatoide, tendo sido documentadas alteragbes tanto a nivel quantitativo como
qualitativo das células T reguladoras nestas patologias.

No caso da Artrite Reumatoide, consideramos as Tregs separadas em dois
compartimentos distintos: aquelas que existem no sangue periférico e aquelas que estdo
presentes nos locais de inflamacéo. No que diz respeito a frequéncia das Tregs no sangue
periférico existem resultados discordantes entre os estudos existentes na literatura. De
facto, alguns reportam a existéncia de diminuigdo, outros um aumento e outros que ndo
detetam alteracGes relativamente ao nimero existente nos individuos saudaveis. Por outro
lado, relativamente as células existentes no liquido sinovial os estudos sdo mais
concordantes, reportando um aumento do seu nimero. Apesar disso, parece existir neste
local um comprometimento da funcdo das células T reguladoras, o que podera explicar a
persisténcia da inflamacdo perante o aumento do nimero de Tregs no liquido sinovial.
De facto, as Tregs presentes nos locais de inflamacdo (articulagbes) apesar de
apresentarem capacidade para suprimir a proliferacdo das células T efectoras revelam-se,
contudo, incapazes de suprimir a producéo de citocinas proinflamatorias, como o TNF-a
ou a IL-6, as quais desempenham um papel determinante na fisiopatologia da Artrite
Reumatoide, a semelhanc¢a do que ocorre com outras doencas autoimunes.

Atualmente o tratamento da Artrite Reumatoide inclui a utilizacdo de agentes anti-
TNFa, de que ¢ exemplo o Infliximab. Apesar do seu efeito sobre as Tregs ser ainda
pouco conhecido, existem fortes evidéncias de que o uso desta terapéutica possa levar ao
aparecimento de uma nova populacdo de células T reguladoras com a particularidade de
possuirem a capacidade para suprimir as citocinas proinflamatorias, sendo ainda
reportado um aumento da expressdo de Foxp3 por estas células.

Para além das citocinas proinflamatérias existem ainda outros componentes das
Tregs que sdo apontados como possiveis responsaveis pela deficiente fungdo destas
células, nomeadamente a diminuicdo da expressao de CTLA-4, o qual é fundamental para
a sua correta funcdo. Existem ainda estudos que sugerem que podera existir aumento da
resisténcia das células T efectoras a acdo das Tregs, ao invés de um defeito da funcéo
destas.

Ainda relativamente ao tratamento atual da Artrite Reumatoide, este inclui agentes
imunossupressores e agentes bioldgicos capazes de controlar eficazmente a atividade da
doenca, porém, geralmente ndo originam uma remissdao completa da mesma a longo
prazo, sendo necessaria a sua administragdo ao longo da vida. Esta utilizacdo a longo
prazo estd associada a uma diversidade de efeitos secundarios resultantes da
imunossupressdo causada, nomeadamente o aumento da suscetibilidade a infecoes.

Desta forma, as Tregs tém despoletado cada vez mais interesse, sendo consideradas
por varios autores apostas promissoras na abordagem terapéutica da Artrite Reumatoide
futuramente. De facto, a utilizacdo destas células como alvo terapéutico poderia resolver
0 problema da imunossupressao sistémica que surge associada as terapéuticas atuais.
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Atualmente, as terapias que permitem a expansdo ou a inducdo de Tregs de novo
estdo sob investigacdo, havendo estudos que apresentam resultados bastante promissores.
Porém, uma das grandes dificuldades encontradas na manipulagédo das Tregs deve-se ao
facto de ndo existirem ainda marcadores totalmente especificos para estas células. Esta
situacdo dificulta, por exemplo, a obtencdo de uma populacdo de Tregs livre da
contaminacgdo por células T efectoras, podendo levar a expansdo de ambos os tipos de
células e, consequentemente, a um eventual agravamento da doenca.

Deste modo, apesar das células T reguladoras surgirem como componentes
promissores para o restabelecimento da tolerancia imunolégica, had ainda muito para
esclarecer no que diz respeito as suas caracteristicas e ao seu papel na fisiopatologia das
doencas autoimunes. Com efeito, grande parte dos estudos encontra-se em fase pré-
clinica, pelo que ndo é conhecida ainda a sua eficacia e o seu comportamento em
humanos.
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