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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Analisar o papel do receptor de hidrocarboneto arilico (AhR) nos linfécitos T CCR6+

Recebido em 24 de agosto de 2015 CD4+ e CD4+ CD25+ no sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide (AR).

Aceito em 17 de abril de 2016 Métodos: Foiaplicada citometria de fluxo para determinar a proporcao de células AhR positi-

On-line em 1 de julho de 2016 vas em linfécitos CCR6+ CD4+ e CD4+ CD25+ do sangue periférico e células mononucleares
periféricas de cada individuo. Os niveis de expressdo relativa de dcido ribonucleico men-

Palavras-chave: sageiro (do inglés ribonucleic acid, RNAm,) de AhR e RNAm de enzima de primeiro estagio

Artrite reumatoide essencial para o AhR (CYP1A1) foram testados por reacdo em cadeia de polimerase (do inglés

Receptores de hidrocarboneto polymerase chain reaction, PCR,) em tempo real.

arilico Resultados: A percentagem de células AhR positivas nas células mononucleares do sangue

Linfécitos T CD4+ CD25+ periférico foi maior no grupo com AR do que nos individuos saudaveis [(35,23 £ 10,71)% vs.

Linfécitos T CCR6+ CD4+ (18,83 +£7,32)%, (p<0,01)]. Os niveis de expressdo de AhR e CYP1A1l estavam aumentados

em pacientes com AR quando comparados com os controles [(3,71+1,63) us. (2,00 +1,27),
p=0,002; (2,62 +2,08) vs. (0,62+0,29), p<0,01, respectivamente]. Em pacientes com AR, a
percentagem de células AhR positivas nos linfécitos T CD4+ CD25+ foi significativamente
inferior a dos controles [17,90 (6,10 +80,10)]% vs. (52,49 +19,18)%, p < 0,01]; em controles
saudaveis, a percentagem de células AhR positivas nos linfécitos T CD4+ CD25+ foi significa-
tivamente mais elevada do que nos linfécitos T CCR6+ CD4+ e também foi significativamente
maior do que nas células mononucleares do sangue periférico (do inglés peripheral blood
mononuclear cells, PBMC,) [(52,49 +19,18)% vs. (23,18 £ 5,62)% vs. (18,06 +7,80)%, X 2=24,03,
p < 0,01]; em pacientes com AR, a percentagem de células AHR positivas nos linfécitos T
CCR6+ CD4+ era significativamente maior em comparacdo com os linfécitos T CD4+ CD25+
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e PBMC (46,02 + 14,68)% vs. [17,90 (6,10 = 80.10)] % vs. (34,22 + 10,33)%, X 2 =38,29, p<0,01]; no
entanto, nao foi encontrada correlagao estatisticamente significativa entre os dados clinicos
e células AhR positivas em linfécitos T CCR6+ CD4+ e CD4+ CD25+.
Conclusdo: O Ahr pode participar do progresso patoldgico da AR ao controlar a diferenciacdo
de linfécitos Th17 e Treg no sangue periférico.
© 2016 Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licen¢a CC BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Unbalanced expression of aryl hydrocarbon receptor in peripheral blood
CCR6* CD4* and CD4* CD25* T cells of rheumatoid arthritis

ABSTRACT

Objective: The goal of this study was to analyze the role of aryl hydrocarbon receptor in
peripheral blood CCR6*CD4* and CD4*CD25*T cells of patients with rheumatoid arthritis.
Methods: Flow cytometry was applied to determine the proportion of AhR positive cells in
CCR6*CD4*T, CD4*CD25*T and peripheral blood peripheral mononuclear cells from each
subject. AhR mRNA and CYP1A1 mRNA relative expression levels were tested by real-time
PCR.

Results: The percentage of AhR positive cells in peripheral blood mononuclear cells
was higher in RA group than that in healthy cases [(35.23+10.71)% vs. (18.83+7.32)%,
p<0.01]. The expression levels of AhR and CYP1A1 were both increased in patients with
RA while compared to controls [(3.71+1.63) vus. (2.00+1.27), p=0.002; (2.62+2.08) vs.
(0.62+0.29), p<0.01, respectively]. In RA patients, the percentage of AhR positive cells in
CD4*CD25*T cells was significantly lower than that from controls [17.90 (6.10+80.10)%
Us. (52.49 +£19.18)%, p<0.01]; In healthy controls, the percentage of AhR positive cells in
CD4*CD25*T cells was significantly higher than that in CCR6*CD4*T cells, and was also sig-
nificantly higher than that in PBMCs [(52.49 + 19.18)% vs. (23.18 +5.62)% vs. (18.06 & 7.80)%,
X?=24.03, p<0.01]; in RA patients, the percentage of AhR positive cells in CCR6*CD4*T
cells was significantly increased than that in CD4*CD25*T cells and PBMCs [(46.02 + 14.68)%
vs. 17.90 (6.10+80.10)% vs. (34.224+10.33)%, X2 =38.29, p<0.01]; Nevertheless, no statisti-
cally significant relationship was found between clinical data and AhR positive cells in
CCR6*CD4*'T and CD4*CD25*T cells.

Conclusion: AhR may participate in the pathological progress of RA by controlling the diffe-
rentiation of Th17 and Treg cells in peripheral blood.

© 2016 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

em modelos animais pode ser melhorada quando tratada com
o antianticorpo monoclonal CCR6?, o que pode indicar que
a expressdo do CCR6 desempenha um papel essencial na

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoéria sisté-
mica crénica que afeta cerca de 1% da populagdo’. O receptor
de hidrocarboneto arilico (AhR), formado por 806 amino&ci-
dos, é um fator de transcricdo que pertence a familia bHLH
(hélice-volta-hélice basico)-PAS (Per-ARNT-Sim)?. O AhR se
combina a proteinas chaperonas no citoplasma e mantém
uma forma inativa na auséncia de seus ligantes, como o
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e o 6-formilindolo
[3,2-b] carbazole (FICZ). Uma vez ativado, o AhR se dissocia das
proteinas e se transfere para o nucleo para induzir a expressao
de genes a jusante (downstream).

Os linfécitos T auxiliares (Th) 17 e linfécitos T regula-
dores (Treg) sdo grupos da familia de linfécitos T CD4+. Os
linfécitos Th17 produtores de interleucina (IL) 17 expressam
predominantemente o receptor de quimiocina CC (CCR) 6,
que é um marcador essencial para os linfécitos Th17 nas
doencas autoimunes.®> Um estudo anterior sugeriu que a AR

doenca autoimune. Os linfécitos T CCR6+ CD4+ sdo o princi-
pal componente dos linfécitos Th17;>° enquanto isso, o0 CCR6
é considerado um biomarcador de linfécitos Th17 humanos.>®
A linhagem CD4+ CD25+ de linfécitos Treg é uma célula imu-
nossupressora que tem uma atuacdo essencial nas respostas
imunes e autoimunes; acredita-se que o fator de transcri¢cdo da
proteina P3 forkhead box (Foxp3) determina a linhagem de linfé-
citos Treg’. Recentemente, estudos descobriram que o AhR era
altamente expresso em linfécitos Th17 e Treg,®°, o que pode-
ria ativar suas vias de sinalizagdo, controlar a diferenciacao
das células e ainda estar envolvido na patogénese de doencas
autoimunes, de uma forma especifica do ligante.®%'1

Embora o AhR visto como um participante importante em
doencas autoimunes tenha sido estudado e identificado em
pesquisas anteriores, o modo exato como se liga a artrite reu-
matoide em seres humanos é mal compreendido. No presente
estudo, investigaram-se os niveis de expressdo de RNAm de
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AhR e CYP1A1 em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e a propor¢ao de células AhR positivas em linfécitos T
CCR6+ CD4+ e CD4+ CD25+ para estudar o papel do AhR em
linfécitos T CCR6+ CD4+ e CD4+ CD25+ de pacientes com AR.

Pacientes e métodos
Amostra

Foram recrutados do Departamento de Reumatologia do The
Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University 35 pacien-
tes com AR (com média de 49,22 48,94 anos, oito homens e
27 mulheres) de acordo com os critérios revisados da Ameri-
can Rheumatism Association de 1987.%? Os critérios de incluséo
do estudo foram: (a) diagnéstico definitivo; (b) auséncia de
outras doencas autoimunes; (c) auséncia de doencas infeccio-
sas; (d) tratamento com os mesmos farmacos para pacientes
com AR. Além disso, concomitantemente, selecionaram-se
aleatoriamente 14 controles saudaveis pareados por idade e
sexo a partir do centro de saide (média de 46,5+7,5 anos,
trés homens e 11 mulheres). Calcularam-se minuciosamente
parametros clinicos e o escore de atividade da doenca em 28
articulagdes (DAS28). O Comité de Etica do Hospital aprovou o
estudo. Obteve-se o consentimento informado dos pacientes
ou de seus parentes se fossem incapazes de fornecer.

Isolamento de células

Armazenaram-se 5mL de sangue venoso periférico em tubos
anticoagulacdo com &cido etilenodiamino tetra-acético (do
inglés Ethylenediamine tetraacetic acid, EDTA,) como anticoa-
gulante. As PBMC foram separadas com centrifugacdo por
gradiente de densidade (Beijing Solarbio Science and Techno-
logy Company, Beijing, China). A quantidade total de PBMC de
cada amostra néo foi inferior a 1 x 10°.

Citometria de fluxo

Marcadores de superficie celular

Adicionaram-se 5pL de CD25-PE e 2L de CD4-PerCP-Cy5.5
a tubos de fluxo marcados (a, b), a0 mesmo tempo em que
foram adicionados 5 pL de CCR6-PE e 2 uL de CD4-PerCP-Cy5.5
a outros dois tubos (c, d). Depois de misturar o liquido dos qua-
tro tubos, eles foram colocados em um refrigerador a 4 °C por
20 minutos. Em seguida, foram preparados 2mL de tampao
para lava-los uma vez. Os anticorpos mencionados previa-
mente foram adquiridos da Becton, Dickinson and Company
(BD), Estados Unidos.

Fixagdo e perfuragdo

Misturaram-se 100 pL de PBMC a 500 pL de fixadores (Becton,
Dickinson and Company, Estados Unidos) em quatro tubos
paraincubar evitando aluz a4 °C de temperatura; depois disso,
utilizou-se 1 mL de tampao para lava-los duas vezes.

Meétodo indireto de marcagdo do AhR

Adicionaram-se a cada tubo uma mistura de 2 pL do primeiro
anticorpo (o anticorpo antirreceptor de hidrocarboneto ari-
lico, Abcam Company, Inglaterra) e 2L de solugdo salina

Tabela 1 - Primers usados para a RT-PCR quantitativo em
tempo real

Genes Primer

AhR Forward 5’- ATACCGAAGACCGAGCTGAAT -3
primer
Reverse 5’- CCAGCAGACACCTTAGACGAC -3
primer

B-action Forward 5- AGCGAGCATCCCCCAAAGTT -3
primer
Reverse 5- GGGCACGAAGGCTCATCATT -3’
primer

CYP1A1 Forward 5-CATCCCCCACAGCACAACAAGAGA -3
primer
Reverse 5-GCAGCAGGATAGCCAGGAAGAGAA -3
primer

AhR, hidrocarboneto arilico; p-action; CYP1A1, enzima de primeiro
estagio essencial para o AhR.

tamponada com fosfato (PBS). Aplicou-se 1 mL de tampé&o para
lavé-los depois de colocar a mistura em temperatura ambiente
e evitar-se a luz durante uma hora; em seguida, adicionaram-
-se 2pL do segundo anticorpo (anticorpo monoclonal [2A9]
secundario de rato contra IgG de cadeia pesada de coelho
[isotiocianato de fluoresceina, FITC, do inglés fluorescein isothi-
ocyanate], Abcam Company, Inglaterra) a quatro tubos, que
foram colocados na cdmara a temperatura ambiente e evitou-
-se a luz por 30 min. Usaram-se 2 pL de tampado para lava-los
duas vezes e, por fim, adicionaram-se 200 p.L de PBS aos tubos.

Analise de citometria de fluxo

O software CellQuest (FACSaclibur, BD Company) detectou a
percentagem de linfécitos T CD4+ CD25+ e CCR6+ CD4+ nas
PBMC e a proporcao de células AhR positivas nas PBMC, linf6-
citos T CCR6+ CD4+ e CD4+ CD25+. Testou-se a quantidade de
células de pelo menos 100 mil unidades de cada vez e aplicou-
-se o FlowJo 7.6.1 para analisar os dados.

Isolamento e transcrigdo reversa do RNA total

O acido ribonucleico (RNA, do inglés ribonucleic acid) total das
células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
AR foi separado com o reagente Trizol (Invitrogen Califérnia,
EUA). Primers foram concebidos e sintetizados pela Takara
Biotechnology (Tdquio, Japdo). As sequéncias especificas de
primers sao mostradas na tabela 1. O kit de reagentes PrimeS-
cript RT (Takara Biotechnology, Japao) foi usado para fazer a
sintese de acido desoxirribonucleico complementar (do inglés
deoxyribonucleic acid, DNA,) de acordo com as instrugoes do
fabricante.

PCR quantitativo em tempo real

A PCR foi feita em um sistema de reacdo de 20 pL com 1,6 pL
de primers (0,8 uL de forward primer e reverse primer, respecti-
vamente), 2 pL de DNACc, 0,4 pL de corante de referéncia ROX
I, 6 pL de dH20 e 10 pL de SYBR Premix Ex TaqTM II. Todas
as amostras foram amplificadas no mesmo local no sistema
de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real ABI 7500
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(Applied Biosystems, Foster City, CA). Usou-se o 2744 para
computar o valor de expressdao do AhR e CYP1A1.

Andlise laboratorial
Mensuraram-se a velocidade de hemossedimentacao (VHS), a

proteina C reativa (PCR) e o anticorpo antipeptideos ciclicos
citrulinados (A-CCP) de todos os pacientes com AR.

Analise estatistica

A anélise estatistica foi feita pelo programa Statistical Package
for Social Sciences 10.0 (SPSS Inc.; 2000). As varidveis quantita-
tivas foram registradas pela média + DP; as diferencas foram
analisadas pelo teste t de Student se os dados atendessem
a distribuicdo normal e homogeneidade de varidncia. No
entanto, dados de distribui¢cdo ndo paramétrica foram descri-
tos pela mediana e pelo intervalo interquartil (IIQ). Usou-se a
andlise de varidncia (Anova) para comparar os dados nos trés
grupos e a comparagdo entre dois grupos dentre os trés gru-
pos foi feita com o teste LSD-t ou o teste U de Mann-Whitney:.
Usou-se a andlise de correlacdo de Spearman neste estudo.
Considerou-se um p<0,05 como estatisticamente significa-
tivo.

Resultados

Percentagens de AhR nas PBMC de pacientes com AR e
controles

Como mostrado na figura 1, a percentagem de células AhR
positivas era menor em controles saudaveis (18,83 +7,32)% do
que em pacientes com AR (35,23 +10,71)% (p <0,01).

Aumento nos niveis de RNAm do AhR e CYP1A1 nas
PBMC de pacientes com AR

Como mostrado na figura 2, os niveis de expressdo de
RNAm de AhR e CYP1A1 estiveram aumentados em pacien-
tes com AR em comparac¢do com os controles [(3,71+1,63)
us. (2,00 1,27), p=0,002; (2,62 £ 2,08) us. (0,62 +0,29), p<0,01,
respectivamente].
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Figura 1 - Percentagem de AhR nas células mononucleares
do sangue periférico de pacientes com AR e controles
saudaveis.

Percentagem de AhR em linfécitos T CCR6+ CD4+ e CD4+
CD25+ de pacientes com AR e individuos sauddveis

Como mostrado na figura 3, a percentagem de células AhR
positivas nos linfécitos T CCR6+ CD4+ era claramente mais
elevada em pacientes com AR (46,02 +14,68)% do que em
individuos saudaveis (23,18 +5,62)% (p<0,01) (fig. 3A). Em
contraste, a percentagem de células AhR positivas nos linfé-
citos T CD4+CD25+ era menor em pacientes com AR [17,90
(6,10, 80,10)]% do que no grupo de individuos saudaveis
(52,49 +19,18)% (fig. 3B). Foram encontradas diferencas esta-
tisticamente significativas entre os dois grupos (p <0,01).

Comparagdo da percentagem de células AhR positivas nos
linfécitos T CD4+ CD25+, linfécitos T CCR6+ CD4+ do
sangue periférico e PBMC nos grupos controle e AR

No grupo sauddvel, a percentagem de células AhR positi-
vas nos linfécitos T CD4+ CD25+ foi significativamente maior
do que nos linfécitos T CCR6+ CD4+ e também foi esta-
tisticamente maior do que nas PBMC [(52,49 +19,18)% vs.
(23,18 +5,62)% vs. (18,06 +7,80)%, X2 =24,03, p<0,01] (fig. 4A).
Mesmo assim, a percentagem de células AhR positivas nos lin-
fécitos T CCR6+ CD4+ era significativamente maior em relacéo
aos linfécitos T CD4+ CD25+ e também era significativamente
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Figura 2 - Niveis de expressdo de RNAm de AhR e CYP1A1 em células mononucleares periféricas de pacientes com AR e

controles.
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Figura 3 - Percentagens de células AhR positivas em linfécitos T GCR6+ CD4+ (A) e linfécitos T CD4+ CD25+ de controles

saudaveis e pacientes com AR (B).
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Figura 4 - Percentagens de células AhR positivas em PBMG, linfécitos T CCR6+ CD4+, linfécitos T CD4+ CD25+ dos grupos

controle (A) e AR (B).

maior do que nas PBMC (46,02 + 14,68)% vs. [17,90 (6,10, 80,10%]
vs. (34,22 +10,33)%, X? =38,29, p<0,01] (fig. 4B).

Correlagdo entre as células AhR positivas nos linfocitos T
CCR6+ CD4+ e linfécitos T CD4+ CD25+ do sangue
periférico e pardmetros clinicos principais de pacientes
com AR

Fez-se a correlacdo de Spearman para avaliar a associacdo
entre os niveis de expressdo de RNAm de AhR/CYP1A1, células
AhR positivas nos linfécitos T CCR6+ CD4+ e linfécitos T CD4+
CD25+ no sangue periférico e pardmetros clinicos principais.
No entanto, nado foi encontrada correlacdo significativa entre
eles e os detalhes estdo resumidos na tabela 2.

Discussao

A AR é uma doenca autoimune sistémica que se mani-
festa principalmente como uma poliartrite, especialmente das
pequenas articulacées das méaos e dos pés. Essa poliartrite é
caracterizada pela destruicdo da articulacdo e incapacidade
cronica.’® No entanto, os mecanismos das vias imunes na AR
ainda nao foram identificados. Nos tltimos anos, um rico con-
junto de dados mostrou que a autotolerancia desempenha um

papel dominante na autoimunidade, incluindo na AR, ji que
a autoimunidade é erroneamente ativada em resposta ao seu
autoantigeno. A autotolerancia em pacientes com AR pode ser
regulada por varios fatores, como as citocinas, os riscos ambi-
entais e os fatores de estilo de vida'*. Atualmente, acredita-se
que a homeostase aberrante de linfécitos T atua na patogé-
nese. Além disso, acredita-se que a disfuncao de linfécitos Treg
e/ou a desregulacéo de linfécitos Th17 contribua para o desen-
volvimento de doencas autoimunes. De modo semelhante, as
evidéncias acumuladas indicam que a AhR desempenha um
papel essencial na regulacdo da diferenciacdo de linfécitos
Th17 e Treg, que afeta o desenvolvimento de diversas doencas
autoimunes, incluindo a artrite reumatoide.?%1516,17,18,19,20

O AhR esta localizado no citoplasma e mantém uma forma
inativa na auséncia dos seus ligantes, como o TCDD e o FICZ.
Uma vez ativado, os complexos AhR se combinam a proteina
translocador nuclear AhR (Arnt) para serem heterodimeros no
nucleo, onde se ligam a sequéncias de DNA especificas conhe-
cidas como elementos de resposta a xenobidtico (XRE). Essa
ligacdo produzira alguma reacdo. Durante esse processo ati-
vado, uma CYP1A1, que é o gene responsivo mais amplamente
estudado, tinha uma expressdo mais elevada.’’ Vdrios gru-
pos demonstraram previamente um estado de AhR altamente
expresso em células ubiquas, incluindo os linfécitos Th17, Treg
e células dendriticas (CD)%%22,
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Tabela 2 - Correlagdo entre as percentagens de células AhR positivas em linfécitos T CCR6+ CD4+/CD4+ CD25+, expressao

de RNAm de AhR/CYP1A1 de pacientes com AR e pardmetros clinicos

Parametros clinicos VHS PCR A-CCP Pontuagao no DAS28 Curso
RNAm AhR r 0,115 0,014 0,003 0,068 -0,107
P 0,511 0,936 0,987 0,698 0,541
RNAmM CYP1A1 bs 0,007 0,149 —0,035 0,143 0,031
p 0,967 0,392 0,842 0,411 0,860
Linfécito T CCR6+ CD4+ bs —0,262 —0,273 0,055 -0,187 —0,309
p 0,14 0,124 0,761 0,296 0,08
Linfécito T CD4+ CD25+ bs -0,129 0,013 0,140 —0,045 —0,081
P 0,475 0,943 0,436 0,804 0,653

AhR, hidrocarboneto arilico; AR, artrite reumatoide; A-CCP, anticorpo antipeptideos ciclicos citrulinados; CYP1A1, enzima de primeiro estagio
essencial para o AhR; DAS28, escore de atividade da doenca em 28 articulac¢des; PCR, reacdo em cadeia de polimerase; RNAm, dcido ribonucleico

mensageiro; VHS, velocidade de hemossedimentagao.

Curiosamente, na visao tradicional, o fator essencial da
patogénese nas doencas autoimunes é principalmente decor-
rente do desequilibrio na relacdo entre os linfécitos Thil
e Th2. No entanto, pesquisadores mais modernos tiveram
uma tendéncia de se concentrar mais no equilibrio entre
os linfécitos Th17 e Treg pertencentes a familia dos linfé-
citos T CD4+. Quintana et al.'/ mostraram que a ativagéo
do AhR pelo seu ligante 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
induz linfécitos Treg funcionais que suprimiram a encefalo-
mielite autoimune experimental (EAE), mas aumentaram a
diferenciacdo de linfécitos Th17 e ainda aumentaram o risco
de EAE se o ligante fosse o FICZ em modelos animais. Esse
estudo iluminou ainda mais a importancia do equilibrio nos
linfécitos Th17 e Treg. Um estudo feito por de Kleer et al.?*> mos-
trou uma quantidade significativamente maior de linfécitos
Treg CD4+ CD25+ na artrite idiopdtica juvenil (AIJ) do que na
AJJ oligoarticular estendida (AI] OA-est); esse estudo sugeriu
ainda que quanto maior a frequéncia de linfécitos Treg CD4+
CD25+ no tecido sinovial de pacientes com AlJ, menor a gravi-
dade da doenca. Relatou-se que a deficiéncia de linfécitos Treg
CD4+ CD25+ pode exacerbar os sintomas em pacientes com
AR?%%_ Entretanto, Nguyen et al.?° mostraram que a progres-
sdo da doenca ndo pode ser evitada por linfécitos Treg CD4+
CD25+, mas que a gravidade seria reduzida por sua funcao
imunossupressora.

Até o momento, as pesquisas sobre o AhR no sangue
periférico, bem como em Thl7 e Treg de pacientes com
AR, sdo escassas. Com base nos estudos e nos conceitos
mencionados, fez-se o experimento. Consistente com acha-
dos prévios,5101LY em primeiro lugar encontrou-se uma
frequéncia estatisticamente maior de células AhR positivas
em pacientes com AR quando comparados com controles sau-
déaveis. Além disso, encontrou-se também que o RNAm de
AhR e CYP1A1 eram sobre-expressos em pacientes com AR.
Perante o resultado, pode-se especular que o AhR foi ativado
e desempenhou um papel significativo em pacientes com AR.
Em segundo lugar, o presente estudo mostrou nao sé que a
percentagem de AhR em linfécitos T CCR6+ CD4+ era maior,
mas também que a percentagem de linfécitos T CD4+ CD25+
era menor em pacientes com AR em comparac¢ao com indivi-
duos saudaveis. Além disso, no presente estudo, encontrou-se
uma maior frequéncia de células AhR positivas nos linfécitos
T CD4+ CD25+ do que em linfécitos T CCR6+ CD4+ e PBMC
de individuos saudéveis; no entanto, a proporcao de células

AhR positivas em linfécitos T CCR6+ CD4+ foi maior em PBMC
e ambas foram mais elevadas do que nos linfécitos T CD4+
CD25+. Todos estes resultados em conjunto apoiam a ideia de
que o AhR desempenha um papel essencial na diferenciacao
e funcéo dos linfécitos Treg CD4+ CD25+ e Th17 CCR6+ CD4+ e
no controle do equilibrio de linfécitos Th17 e Treg e que pode
fornecer mais abordagens terapéuticas na AR. No entanto, ndo
foram encontradas correlacdes significativas entre os niveis
de expressao de RNAm de AhR/CYP1A1, células AhR positivas
nos linfécitos T CD4 + CD25+ e nos linfécitos T CCR6 + CD4+ e
a PCR, VHS, A-CCP, DAS28 e curso da doenca. Isso potencial-
mente informa que esses poderiam nao refletir a atividade da
doenca ou que o tamanho da amostra é insuficiente.

Em conclusdo, os achados do presente estudo primeira-
mente demonstram uma associagdo entre o AhR e os linfécitos
Treg CD4+ CD25+ e linfécitos Th17 CCR6+ CD4+ no sangue
periférico de pacientes com AR, o que pode ampliar nossos
horizontes em relagdo a etiologia da AR e fornecer novos
insights sobre a patogénese da doenca. Os resultados do pre-
sente estudo sugerem que o AhR pode desempenhar um papel
central no controle do equilibrio de linfécitos Th17 e Treg por
sua expressdo desequilibrada no sangue periférico e ainda par-
ticipar na patogénese da AR. Naturalmente, esses resultados
precisam ser elucidados por pesquisas adicionais.
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