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Resumo
Introdução:  As  células  reguladoras  T,  ou  Treg,  equilibram  a  resposta  imune  periférica  aos  alér-
genos na  rinite  alérgica.  Tradicionalmente,  a  célula  Treg  (CD25 + Treg)  é  identificada  pela
coexpressão  de  Foxp3  e  CD25,  mas  essa  estratégia  não  representa  a  verdadeira  função  ini-
bitória das  células  Treg.  O  fator  de  transcrição  Helios  foi  considerado  um  novo  marcador  de
Tregs ativadas,  com  uma  importante  função  inibidora.  Consequentemente,  o  Helios  foi  pro-
posto como  um  marcador  de  Treg.  Artigos  recentes  mostraram  que  a  coexpressão  de  Foxp3  e
Helios (Helios + Tregs)  é  um  importante  estágio  funcional  do  Treg.
Objetivo:  Comparar  a  prevalência  de  CD25 + Tregs  e  Helios+ Tregs  com  um  modelo  em  camun-
dongos modelo  de  rinite  alérgica.
Método:  Vinte  camundongos  foram  randomizados  em  dois  grupos.  O  grupo  de  teste  compre-
endeu 10  camundongos  modelo  de  rinite  alérgica  expostos  à  ovalbumina;  o  grupo  controle  foi
exposto à  solução  salina.  As  frações  de  CD25 + Tregs,  Helios + Tregs,  Helios + CD25  e  Helios +

Foxp3 + CD25 + Tregs  presentes  nos  dois  grupos  foram  determinadas  por  citometria  de  fluxo.
Resultados:  CD25 + Tregs  e  Helios + Tregs  foram  menos  abundantes  no  baço e  nas  células  da
mucosa nasal  do  modelo  de  rinite  alérgica  em  comparação  com  o  controle.  Também  observamos
menos Helios + Tregs  do  que  CD25 + Tregs  na  mucosa  nasal  e  nas  células  esplênicas  dos  grupos
controle e  teste.  Além  disso,  observamos  menos  Helios + Foxp3,  Helios + CD25  e  Helios + Foxp3

+ CD25 + Tregs  na  mucosa  nasal  no  modelo  de  rinite  alérgica.  Hélio  foi  mais  expresso  em  células
CD4 + CD25 + Foxp3 + células  T,  seguidas  por  CD4 + CD25 - Foxp3 - células  T.  Aproximadamente
75% das  células  CD25 + Tregs  eram  Helios  no  baço  de  camundongos  modelo  de  rinite  alérgica  e
dos controles.
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Conclusão:  Este  é  o  primeiro  relato  das  proporções  de  Helios + Tregs  na  mucosa  nasal  e  no
baço de  camundongos  com  rinite  alérgica.  A  identificação  de  Tregs  inibitórias  verdadeiras  com
a coexpressão  de  Foxp3  e  Helios  pode  ser  mais  útil  do  que  depender  da  expressão  de  CD25.
Este estudo  fornece  uma  nova  visão  para  os  estudos  de  Treg  em  rinite  alérgica  e  a  potencial
utilidade  do  marcador  como  alvo  terapêutico.
© 2020  Associação  Brasileira  de  Otorrinolaringologia  e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Publicado
por Elsevier  Editora  Ltda.  Este é  um  artigo  Open  Access  sob  uma  licença  CC  BY  (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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ntrodução

o  sistema  imunológico,  as  células-T  reguladoras,  ou  Tregs,
quilibram  a  resposta  imune  periférica  aos  alérgenos.1 Elas
nibem  as  células  T  efetoras  em  uma  reação  inflamatória
o  fenótipo  Th1  ou  Th2  e  desempenham  uma  função  impor-
ante  na  rinite  alérgica.  As  técnicas  usadas  para  avaliar  a
tividade  das  células  Tregs  têm  sido  modificadas.  Os  estu-
os  iniciais  mediam  a  expressão  de  CD25  para  quantificar  as
élulas  Tregs.2 O  papel  inibitório  das  células  Tregs  é  mediado
través  da  expressão  de  Foxp3,  considerado  o  marcador  mais
specífico.3,4 Tradicionalmente,  Treg  (CD25 + Treg)  é  identi-
cado  através  da  coexpressão  de  Foxp3  e  CD25.  No  entanto,
oxp3  e  CD25  são  up-regulados  de  maneira  transitória  em
lgumas  outras  condições,5---8 portanto  sua  coexpressão  pode
ão  representar  verdadeiramente  Tregs  supressores.  Alguns
creditam  que  as  células  CD4 + Foxp3 + Treg  naturais  deriva-
as  do  timo  expressam  especificamente  o  membro  da  família
e  transcrição  Ikaros,  Helios.9 Artigos  recentes  mostraram
ue  a  coexpressão  de  Foxp3  e  Helios  é  uma  fase  funcional
rítica  de  Tregs  e  recentemente  foi  levantada  a  hipótese
e  que  Helios  pode  ser  um  ativador  de  células  Tregs10 e  que
elios + FoxP3 + Treg  (Helios + Treg)  pode  realmente  ser  mais

nibitório  do  que  Helios - FoxP3 + Treg.11,12 Não  identificamos
esquisas  relacionadas  à  RA.

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

étodo

 modelo  de  camundongo

amundongos  fêmeas  BALB/c  de  8  semanas  de  idade  foram
xpostos  a  um  ciclo  claro/escuro  de  12  horas  com  acesso  a
omida  e água  ad  libitum.  Além  disso,  não  havia  ovalbumina
OVA)  nos  alimentos.  Este  experimento  foi  aprovado  pelo
omitê  de  ética  do  Shengjing  Hospital  (2018PS96K),  China
edical  University.

odelo  murino  de  RA  induzida  por  OVA

s  animais  foram  divididos  em  dois  grupos  de  10  ratos  cada.
os  dias  0,  7  e  14,  o  grupo  OVA  foi  imunizado  com  100  �g

e  OVA  e  2  mg  de  hidróxido  de  alumínio  através  de  injeção
ntraperitoneal.  Em  seguida,  100  �g  de  OVA  foram  introduzi-
os  nasalmente  diariamente  por  7  dias  consecutivos  a  partir
o  dia  21.  O  grupo  controle  foi  tratado  com  solução salina.
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55
valiação  dos  sintomas  de  RA

spirros  e  fricção nasal  foram  registrados  no  dia  27,  15  minu-
os  após  a  introdução  intranasal  final  de  OVA.  A  média  das
ontagens  foi  analisada  estatisticamente  entre  o  grupo  OVA

 o  grupo  controle.

valiação  do  tecido  da  mucosa  nasal

odos  os  animais  foram  sacrificados  e  decapitados  2  horas
pós  a  provocação  nasal  final  com  OVA.  As  cabeças dos  cinco
nimais  de  cada  grupo  foram  fixadas  em  paraformaldeído  a
%.  As  amostras  foram  descalcificadas  em  10%  de  ácido  eti-
enodiaminotetraacético.  Amostras  embebidas  em  parafina
oram  seccionadas  a  uma  espessura  de  4  �m  e  coradas  com
ematoxilina  e  eosina  para  visualização  dos  eosinófilos.

solamento  de  células  da  mucosa  nasal  e  do  baço

s  células  da  mucosa  nasal  e  do  baço  foram  isoladas  dos
atos  restantes,  trituradas  em  um  moedor  de  vidro  com  RPMI
640  e  depois  filtradas  com  um  filtro  para  células.  Após  a
entrifugação da  suspensão  celular,  foram  determinadas  as
roporções  de  células  Tregs  nos  grânulos.

ontagem  das  proporções  de  células  Tregs  com
itometria de  fluxo

s  células  foram  coradas  com  anti-CD4  Abs  marcado  com  Iso-
iocianato  de  Fluoresceína  (FITC)  e  anti-CD25  Abs  marcado
om  PerCP-Cy5.5  (BD  Biosciences)  e  depois  fixadas  e  per-
eabilizadas  com  uma  solução de  fixação/permanente.  As

élulas  foram  então  incubadas  com  anti-Foxp3  Abs  marcado
om  PE  e  anti-Helios  marcados  com  aloficocianina  (APC)  (BD
iosciences).  Os  dados  foram  obtidos  com  um  citômetro  de
uxo  BD  FACSCanto  II.

nálise  estatística

s  resultados  são  expressos  como  média  ±  EMP.  O  software

raphPad  Prism  foi  usado  para  as  análises  estatísticas.  As
iferenças  entre  os  dois  grupos  foram  analisadas  pelo  teste  U
e  Mann-Whitney;  considerou-se  p  <  0,05  como  significância
statística.

1
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igura  1  Comparação  dos  sintomas  nasais  e  infiltração  eosino
ricção nasal  e  (C)  contagem  de  eosinófilos.  **p  <  0,01,  ***p  <  0,

esultados

score  de  sintomas  no  modelo  murino  de  RA

o  dia  27  do  experimento,  a  fricção  nasal  e  os  espirros  foram
ontabilizados  por  15  minutos  após  a  provocação  nasal  final
om  OVA  (fig.  1A  e  B).  Os  camundongos  induzidos  por  OVA
spirraram  significantemente  mais  vezes  do  que  os  animais
ontrole  (8,5  ±  2,1  vs.  2,5  ±  1,0,  p  <  0,05).  A  frequência  de
ricção  também  foi  significantemente  maior  no  grupo  OVA
5,9  ±  1,2  vs.  1,8  ±  0,8,  p  <  0,05).

aior  infiltração  de  eosinófilos  na  mucosa  nasal  de
amundongos  com  RA

 infiltração  de  eosinófilos  na  mucosa  nasal  foi  avaliada  após
 coloração  por  H&E  e  foi  significantemente  maior  no  grupo
VA  (p  <  0,05)  (fig.  1C).

úmero  reduzido  de  CD25 + Tregs  no  baço  e  na
ucosa nasal  do  modelo  de  RA

 mucosa  nasal  e  o  baço  de  cinco  camundongos  do  grupo
A  e  cinco  camundongos  do  grupo  controle  foram  examina-
os  através  de  análise  imuno-histoquímica,  com  anticorpos
uorescentes  CD4,  CD25  e  Foxp3.  As  CD25 + Tregs  nas  célu-

as  CD4  foram  analisadas  por  citometria  de  fluxo  (fig.  2A-B)  e
oram  significantemente  menos  abundantes  na  mucosa  nasal

 no  baço  de  camundongos  com  RA  (fig.  2C).

enos  Helios + Tregs  na  mucosa  nasal  e  no  baço  do
odelo de  RA

credita-se  que  a  coexpressão  do  Foxp3  com  o  Helios  repre-
ente  uma  fase  funcional  chave  das  células  Tregs.  Para
dentificar  esse  grupo  funcional  de  células  Tregs,  as  células
a  mucosa  nasal  e  do  baço  foram  coradas  com  anticorpos

D4,  Helios  e  Foxp3.  A  porcentagem  de  Helios + Tregs  foi
nalisada  com  citometria  de  fluxo  (fig.  2A-B).  Havia  menos
élulas  Helios + Tregs  na  mucosa  nasal  e  no  baço  do  modelo
e  RA  (fig.  2C).

E
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t
q

55
 entre  os  grupos  Ovalbumina  (OVA)  e  controle:  (A)  espirros,  (B)

enos  células  Helios + Tregs  do  que  CD25 + Tregs
a mucosa  nasal  e no  baço  dos  ratos  do  modelo  de
A e  controle

 coexpressão  do  Foxp3  foi  analisada  com  o  marcador  tra-
icional  CD25  e  Helios  na  camada  mucosa  nasal  e  nos
splenócitos  dos  camundongos  com  RA  e  controle  para  com-
arar  as  porcentagens  de  CD25 + Tregs  e  Helios + Tregs.  Nas
élulas  da  mucosa  nasal  e  células  esplênicas  de  ratos  com
A  e  normais,  havia  menos  Helios + Tregs  do  que  CD25 +

regs  (fig.  2C).  Portanto,  havia  menos  Tregs  ao  usar  o  Foxp3
oexpresso  com  Helios  do  que  com  CD25.

enos  células  Helios + Foxp3,  Helios + CD25  e
elios + Foxp3 + CD25 + Tregs  na  mucosa  nasal  do
odelo de  RA;  Helios  pode  não  ser  um  marcador

specífico de  células  Tregs

elios  é  expresso  em  um  subconjunto  de  células  Foxp3 +

regs  e  foi  considerada  a  possibilidade  de  que  ele  fosse  um
arcador  de  Tregs.  Para  comparar  as  proporções  de  células
elios + Foxp3,  Helios + CD25  e  Helios + Foxp3 + CD25  na
ucosa  nasal  entre  os  camundongos  controle  e  RA,  foram

dentificadas  células  Helios-positivas,  células  CD25-positivas
 células  duplas  Helios-  e  CD25-positivas  após  a  ativação de
D4 + T.  Havia  menos  células  Helios + Tregs,  Helios + CD25  e
elios + Foxp3 + CD25 + Tregs  na  mucosa  nasal  de  camundon-
os  com  RA  (fig.  3).  Helios  foi  mais  fortemente  expresso  em
élulas  CD4 + Foxp3 + CD25 + T,  seguidas  por  células  CD4 +

oxp3 - CD25 -T,  o  que  sugere  que  Helios  não  é  um  marcador
specífico  das  células  Tregs.

Aproximadamente  75%  das  células  CD25 + Tregs  eram
elios  nos  baços  do  camundongos  RA  e  controle.  Para  deter-
inar  a  proporção  de  células  Helios  nas  células  CD25 + Tregs,

s  células  CD25 + Tregs  nos  baços  de  ratos  com  RA  e  con-
role  foram  identificadas  primeiro,  seguidas  da  identificação
as  células  Helios-positivas.  Aproximadamente  75%  das  célu-
as  CD25 + Tregs  eram  Helios-positivas  nos  esplenócitos  dos
amundongos  dos  grupos  RA  e  controle  (fig.  4).

iscussão
ste  é  o  primeiro  trabalho  a  explorar  células  Helios + Tregs  na
ucosa  nasal  e  baço  em  um  modelo  murino  de  RA.  Encon-

ramos  menos  células  Helios + Tregs  no  grupo  com  RA  do
ue  nos  controles,  tanto  nas  células  da  mucosa  nasal  quanto

2
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Figura  2  CD25 + Tregs  e  Helios + Tregs  foram  contadas  com  citometria  de  fluxo  na  mucosa  nasal  e  baço de  um  modelo  murino  de
RA. A  identificação  de  populações  de  células  CD4 + T  (A).  Identificando  CD25 + Tregs  e  Helios + Tregs  nos  grupos  controle  e  OVA.  As
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statísticas são  mostradas  em  (C).  **p  <  0,01.

os  esplenócitos.  Comparando  as  estratégias  de  ativação de
D25 + Tregs  e  Helios + Tregs,  encontramos  menos  Helios +

regs  do  que  CD25 + Tregs  nos  grupos  RA  e  controle,  tanto
ara  a  mucosa  nasal  quanto  para  as  células  esplênicas.

A  rinite  alérgica  resulta  da  interferência  imunológica  no
orpo,  que  culmina  com  a  desregulação  de  diversos  agentes
nflamatórios.  As  Tregs  impedem  respostas  imunes  e  desem-
enham  um  papel  crucial  na  hipossensibilização  alérgica.

s  Tregs  inibem  as  células  T  efetoras  durante  a  resposta

nflamatória  do  fenótipo  Th1/Th2  e  são,  portanto,  essen-
iais  para  evitar  respostas  imunes  graves  potencialmente
rejudiciais  direcionadas  contra  antígenos  estranhos.13,14
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Tradicionalmente,  CD25 + Foxp3  tem  sido  inativada  como
ma  célula  Treg.  Este  trabalho  encontrou  menos  CD25
Tregs  em  camundongos  RA,  consistente  com  estudos

nteriores.15---17 Entretanto,  estudos  verificaram  que  essa
stratégia  não  representa  a  verdadeira  função  inibidora  das
élulas  Tregs,  mesmo  em  cenários  específicos  de  indução de
élulas  T,  porque  CD25  e  Foxp3  (dois  importantes  marcado-
es  de  Tregs)  também  estão  presentes  em  células  não  Tregs
tivadas.18,19
Em  2006,  Sugimoto  et  al.  sugeriram  pela  primeira  vez  que
elios,  um  membro  da  família  Ikaros  de  proteínas  dedos  de
inco,  era  um  marcador  de  Tregs  naturais. 20 Naquela  época,

3



Y.  Wang,  Z.  Gu  and  Z.  Cao

250K

200K

150K

100K

S
S

C

50K

0

S
S

C

250K

200K

150K

100K

50K

0

250K200K150K100K50K0
FSC

15.4% 14.6% 19.5% 69.5%

65.9%18.5%12.8%13.1%

0 102 103 104 105

FITC-CD4

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

105

104

103

102

0

Controle

OVA

1051041031020 1051041031020 1051041031020 1051041031020

1051041031020 1051041031020 1051041031020 1051041031020

PerCP-Cy5-5- CD25 PerCP-Cy5-5- CD25

PerCP-Cy5-5- CD25PerCP-Cy5-5- CD25

A
C

P
- 

H
el

io
s

A
C

P
- 

H
el

io
s

A
C

P
- 

H
el

io
s

A
C

P
- 

H
el

io
s

A
C

P
- 

H
el

io
s

A
C

P
- 

H
el

io
s

PE- Foxp 3

PE- Foxp 3

P
E

- 
F

ox
p3

P
E

- 
F

ox
p3

FITC-CD4

FITC-CD4

20

15

10

5

0

20 ** ** *

15

10

5

0

20

15

10

5

0

H
el

io
s+

F
ox

p3
+

 %

H
el

io
s+

F
ox

p3
+

C
D

25
+

  %

H
el

io
s+

C
D

25
+

  %

Con
tro

le

Con
tro

le

Con
tro

le
OVA

OVA OVA

A

B

C

Figura  3  Com  citometria  de  fluxo,  Helios + Foxp3,  Helios + CD25  e  Helios + Foxp3 + CD25  foram  contados  na  mucosa  nasal  de  um
modelo murino  de  RA.  A  identificação  de  populações  de  células  CD4+ T  (A).  Identificando  Helios + Foxp3,  Helios + CD25  e  Helios +

Foxp3 + CD25  nos  grupos  controle  e  OVA.  As  estatísticas  são  mostradas  em  (C).  **p  <  0,01,  *p  <  0,05.

10010
5

10
5

10
4 10

4

10
3

10
 3

10
2 10

2

0

10
5

10
4

10
3

PE-Fo xp3 PE-Fo xp3

A
P

C
-H

el
io

s

P
er

C
P

-C
y5

-5
-C

D
25

10
2

0 10
5

10
4

10
3

10
2

0

0

80

60

40

20

0

H
el

io
s+

/C
D

25
+

F
ox

p3
+

%

C
on

tro
le

 

O
VA

Figura  4  Comparação  de  Helios-positivos  em  CD25 + Tregs  no  baço dos  grupos  OVA  e  controle.  (A)  A  população  de  CD25 + Tregs
foi identificada  nas  células  CD4 + T.  (B)  Células  Helios-positivas  dentro  de  CD25 + Tregs.  Os  dados  estatísticos  são  mostrados  em  (C).

554



laryn

e
e
o
n
e
T
d
q

d
T

à
l
n
H
t
n

e
m
o
f
T

v
p
p
p
T
p
7

b
a
e
r
é

t
c
e
m
e
m

i
e
e
a
v
s
a

C

E
O
d
e
C

e
a

C

O

A

E
E

R

1

1

1

1

1

Brazilian  Journal  of  Otorhino

ra  considerado  que  o  Helios  era  expresso  exclusivamente
m  células  Foxp3 + Tregs.  No  entanto,  foi  demonstrado  que
s  marcadores  Helios-positivos  e  Helios-negativos  existem
os  compartimentos  nTreg  após  alguns  anos.21,22 Então,  a
xpressão  do  Helios  foi  observada  em  65%  a  75%  das  células
regs  e  identificada  como  um  novo  marcador  de  nTregs  ativa-
as,  com  uma  importante  função  de  supressão;  foi  proposto
ue  o  Helios  é  um  marcador  de  Tregs  derivadas  do  timo.23---25

Foxp3  é  o  marcador  mais  específico  de  Tregs  e  a  avaliação
e  Helios  pode  ajudar  a  identificar  subconjuntos  de  células
regs  com  atividade  supressora  consistente.10,11,23,26

No  trabalho  atual,  a  expressão  de  Helios  não  se  restringiu
s  células  CD4-positivas,  mas  também  foi  vista  nas  célu-
as  CD4-negativas  (dados  não  mostrados).  Além  disso,  Helios
ão  foi  expresso  em  células  Foxp3 + Tregs,  o  que  sugeriu  que
elios  não  é  um  marcador  específico  de  células  Tregs.  Por-
anto,  a  ativação/supressão  de  células  CD4 + Helios  somente
ão  representa  todas  as  células  Tregs.

Identificamos  Helios + Tregs  nas  células  da  mucosa  nasal
 do  baço  de  um  modelo  murino  de  RA  e  encontramos  níveis
ais  baixos  de  Helios + Tregs  no  grupo  RA  comparado  com

 controle.  Isso  indica  que  a  atividade  supressora  das  Tregs
oi  inibida  na  RA,  levou  ao  aumento  da  ativação das  células

 auxiliares,  como  Th2,  e  ao  desenvolvimento  da  doença.
O  Helios  pode  ser  um  marcador  útil  para  identificar  Tregs

erdadeiras  em  condições  que  induzem  a  ativação imune
orque,  diferentemente  das  células  CD25,  sua  expressão
ermanece  estável  durante  a  ativação das  células  T.22 No
resente  estudo,  o  subconjunto  Foxp3 + Helios  identificou
regs  marcadamente  com  menor  frequência  do  que  a  coex-
ressão  Foxp3  e  CD25,  nos  grupos  controle  e  de  RA  e  cerca  de
5%  das  células  CD25 + Foxp3 + Tregs  eram  Helios-positivas.

Na  RA,  um  subgrupo  de  células  Tregs  tem  efeitos  ini-
itórios.  Este  estudo  mostrou  que  o  uso  de  CD25  poderia
umentar  artificialmente  a  proporção  de  Tregs  identificadas

 pode  não  refletir  completamente  sua  capacidade  inibitó-
ia,  enquanto  a  avaliação  da  coexpressão  de  Foxp3  e  Helios

 um  método  de  identificação  muito  mais  preciso.
O  presente  estudo  teve  várias  limitações.  Primeiro,  rela-

ivamente  poucos  animais  foram  estudados.  Segundo,  não
onsiderou  as  relações entre  os  subgrupos  Treg  e Th.  No
ntanto,  este  estudo  foi  informativo  porque,  até  onde  sabe-
os,  é  o  primeiro  a  comparar  as  proporções  de  Helios + Tregs

 CD25 + Tregs  na  mucosa  nasal  e  no  baço  de  um  modelo
urino  de  RA.
São  necessários  mais  estudos  para  definir  em  detalhes  a

mportância  funcional  e  biológica  do  Helios + Tregs  na  RA
 o  potencial  uso  do  marcador  como  alvo  terapêutico.  No
ntanto,  como  Foxp3  e  Helios  são  proteínas  intracelulares,
tualmente  é  impossível  isolar  as  Helios + Tregs  funcionais
ivas  e  fazer  um  teste  de  função  de  supressão  para  anali-
ar  o  mecanismo  mais  detalhadamente;  a  pesquisa  está  em
ndamento.

onclusão

sta  pesquisa  é  a  primeira  a  identificar  Helios + Tregs  em  RA.

s  resultados  sugerem  que  o  processo  de  ativação/supressão
e  Tregs  inibitórias  verdadeiras  com  a  coexpressão  de  Foxp3

 Helios  pode  ser  mais  útil  do  que  depender  da  expressão  de
D25.  Nossos  resultados  fornecem  uma  nova  visão  para  os
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studos  de  Tregs  na  RA  e  o uso  potencial  do  marcador  como
lvo  terapêutico.
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