einstein

Publicacao Oficial do Instituto Israelita
de Ensino e Pesquisa Albert Einstein

ISSN: 1679-4508 | e-ISSN: 2317-6385

Como citar este artigo:

Hernandes C, Gueuvoghlanian-Silva BY,
Monnaka VU, Ribeiro NM, Pereira WO,
Podgaec S. Células T reguladoras isoladas

do fluido peritoneal de mulheres com
endometriose expressam um nlimero diferente
de receptores do tipo Toll. einstein (S&o Paulo).
2020;18:eA05294. http://dx.doi.org/10.31744/
einstein_journal/2020A05294

Autor correspondente:

Camila Hernandes

Instituto Israelita de Ensino e

Pesquisa Albert Einstein

Avenida Albert Einstein, 627/701 - Morumbi
CEP: 05652-900 - Sao Paulo, SP, Brasil

Tel.: (11) 2151-1031

E-mail: camila.hernandes@einstein.br

Data de submissao:
6/8/2019

Data de aceite:
9/2/2020

Conflitos de interesse:
ndo ha.

Copyright 2020

(e

Esta obra estd licenciada sob

uma Licenga Creative Commons
Atribui¢ao 4.0 Internacional.

ARTIGO ORIGINAL

Células T reguladoras isoladas do
fluido peritoneal de mulheres com
endometriose expressam um numero

diferente de receptores do tipo Toll

Regulatory T cells isolated from endometriotic peritoneal fluid
express a different number of Toll-like receptors

Camila Hernandes', Barbara Yasmin Gueuvoghlanian-Silva?, Vitor Ulisses Monnaka?,
Natalia Mazini Ribeiro?, Welbert de Oliveira Pereira’, Sérgio Podgaec'

"Hospital Israelita Albert Einstein, Sao Paulo, SP, Brasil.
? Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, Hospital Israelita Albert Einstein, Sao Paulo, SP, Brasil.
% Faculdade Israelita de Ciéncias da Satde Albert Einstein, Hospital Israelita Albert Einstein, Séo Paulo, SP, Brasil.

DOI: 10.31744/einstein_journal/2020A05294

RESUMO

Objetivo: Analisar e comparar a expresséao de receptores do tipo Toll por células T reguladoras
presentes no liquido peritoneal de pacientes com endometriose. Métodos: Células T reguladoras
foram isoladas do liquido peritoneal de mulheres com e sem endometriose, coletadas durante a
cirurgia, e o RNAm foi extraido para andlise da expressao de receptores do tipo Toll por reagéo
em cadeia da polimerase com transcriptase reversa. Resultados: Pacientes com endometriose
apresentaram células T reguladoras expressando maior ndmero e variedade de Toll por células
quando comparadas com T reguladoras de pacientes do Grupo Controle. Receptores do tipo Toll-1
e receptores do tipo Toll-2 foram expressos em ambos os grupos. Todos os outros tipos de
receptores Toll foram encontrados expressos apenas em células T reguladoras do grupo com
endometriose. Conclusao: Pacientes com endometriose apresentaram células T reguladoras
peritoneais expressando varios tipos de receptores tipo Toll.

Descritores: Linfocitos T reguladores; Receptores toll-like; Sistema imunitério; Endometriose

ABSTRACT

Objective: To analyze and compare the expression of Toll-like receptors by regulatory T cells
present in the peritoneal fluid of patients with and without endometriosis. Methods: Regulatory
T cells were isolated from peritoneal fluid of women with and without endometriosis, collected
during surgery, and mRNA was extracted for analysis of Toll-like receptors expression by reverse-
transcriptase polymerase chain reaction. Results: Patients with endometriosis presented regulatory
T cells expressing a larger number and variety of Toll-like receptors when compared to regulatory
T cells from patients in the Control Group. Toll-like receptor-1 and Toll-like receptor-2 in regulatory
T cells were expressed in both groups. All other expressed Toll-like receptors types were only
found in regulatory T cells from the Endometriosis Group. Conclusion: Patients with endometriosis
had peritoneal regulatory T cells expressing various Toll-like receptors types.

Keywords: T-lymphocytes, regulatory; Toll-like receptors; Immune system; Endometriosis

INTRODUGAO

A patogénese da endometriose permanece incerta.!? A teoria mais aceita é a de
Sampson;® a qual propoe que, durante a menstruagao, as células endometriais
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sao transportadas pelas tubas uterinas por fluxo reverso
até a cavidade peritoneal, onde aderem as superficies
da serosa. No entanto, embora a menstruacao retrogra-
da ocorra em 90% das mulheres, apenas cerca de 10%
sao acometidas pela endometriose.“” Devido a essa
discrepancia, teorias complementares sugerem que a
resposta imunoldgica de pacientes com endometriose
fica alterada e nao consegue eliminar os implantes en-
dometriais ectopicos. 1

Por exemplo, os linfécitos T reguladores (Treg) sao
uma subpopulacao de linfécitos T especializados na
regulacao da resposta imune, que ja foram implicados
no surgimento da endometriose.®

Embora as células Treg estejam associados a pro-
ducao de citocinas anti-inflamatoérias, ha evidéncias de
que, sob condicoes inflamatdrias, eles também expres-
sam citocinas inflamatdrias e, quando desregulados,
contribuem para a manutencao da doenca.!V

Recentemente, uma nova teoria foi proposta, as-
sociando a presenca de microrganismos ao desenvolvi-
mento da endometriose.!'» Essa teoria parte de estu-
dos que indicam uma maior contaminagao bacteriana
no sangue menstrual, principalmente por Escherichia
coli, e maiores niveis de endotoxina no fluido perito-
neal de mulheres com endometriose, em comparagao
a pacientes sem a doenca.!"'¥ Outro estudo mostrou
que, em mulheres com endometriose, a presenga de
Mycoplasma genitalium € associada com a regulacao ne-
gativa de genes relacionados a resposta inflamatoria.
A ideia € que, durante a menstruacao retrograda, teci-
do endometrial e microrganismos sao carregados para a
cavidade peritoneal,'? com posterior adesao, prolifera-
¢ao, diferenciagao e invasao por essas células.®

Estudos sugerem que microrganismos podem ser
diretamente detectados pelos linfocitos Treg por meio
dos receptores do tipo Toll (TLRs), capazes de modu-
lar as fungdes supressoras dos Tregs, e essa funcio su-
pressora dos linfdcitos Treg pode ser potencializada ou
revertida pelos TLRs.

Considerando-se que mulheres com endometriose,
de fato, apresentam mais microrganismos na cavida-
de peritoneal que mulheres saudaveis, e os microrga-
nismos expressam e secretam agonistas de TLR, que
poderiam afetar os linfécitos Treg, nossa hipotese € a
de que ha uma diferenga entre a expressdo de TLR em
linfocitos Treg isolados de pacientes com endometriose
em comparagao aos controles.

OBJETIVO

Analisar e comparar a expressao de receptores do tipo Toll
por células T reguladoras isoladas de fluido peritoneal
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obtidos de pacientes com endometriose e de mulheres
sem endometriose.

METODOS

Populacao do estudo

Este estudo de caso-controle foi realizado no Hospital
Israelita Albert Einstein (HIAE), em Sao Paulo (SP),
de 12 de janeiro a 12 de dezembro de 2018. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HIAE,
numero 563.939, CAAE: 25915014.2.0000.0071, e todas
as pacientes assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Informado. As pacientes foram divididas em
dois grupos com base nos achados cirdrgicos: com e
sem endometriose. O diagndstico de endometriose de-
pendia da observacao de lesdes caracteristicas duran-
te a cirurgia e posterior confirmacao por histologia. O
Grupo Controle foi composto por mulheres sem qual-
quer evidéncia de endometriose, que tinham sido ope-
radas por cistos benignos de ovario, miomas uterinos,
laparoscopia diagndstica ou laqueadura.

Foram incluidas 29 pacientes neste estudo: 23 com
endometriose e 6 controles. Os critérios de inclusao fo-
ram mulheres com idade entre 18 e 40 anos com ciclos
eumenorreicos, submetidas a cirurgia laparoscopica
(para confirmar ou excluir endometriose). Os critérios
de exclusao foram mulheres com doenga autoimune,
inflamatdria e/ou neoplasica e/ou em terapia hormonal,
incluindo analogos do hormonio de liberagao de gona-
dotrofinas (GnRH), progestinas ou anticoncepcionais
combinados, por 3 meses antes da cirurgia.

Para coleta de amostras, logo apds a passagem
do trocarte auxiliar na cirurgia laparoscopica, todo o
fluido peritoneal depositado na escavacao retouterina
anterior e/ou posterior foi coletado com uma agulha
laparoscopica.

As pacientes foram caracterizadas clinicamente
pela presenca de dispareunia profunda, dismenorreia,
dor pélvica cronica, abortos, infertilidade, fase do ci-
clo menstrual, idade, etnia e indice de massa corporal
(IMC). A dismenorreia foi medida por meio da Escala
Visual Analdgica (VAS), uma escala validada na qual
uma linha de 10cm representa uma graduagido entre
“nenhuma dor” e “pior dor”.

Isolamento e caracterizacao de linfocitos T
reguladores provenientes do fluido peritoneal

O fluido peritoneal foi processado para que os linfo-
citos fossem isolados. Os eritrécitos foram lisados
com tampao de lise em temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida, os linfécitos foram lavados com
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tampao fosfato-salino (PBS), contados e congelados
em soro fetal bovino (SFB) (Gibco, USA) com dime-
tilsulféxido (DMSO) a 10% (Sigma-Aldrich, USA) e
criopreservados em nitrogénio liquido até o uso, quan-
do foram descongelados sob agitacao em banho-maria
a 37°C. Os linfécitos foram lavados por centrifugagao
(250g, 8 minutos, 8°C) inicialmente com 0,01M PBS,
pH 7,2, seguido por uma segunda lavagem em meio de
cultura (R-10) (Invitrogen-Gibco, Gaithersburg, MD,
USA). Depois, as células foram suspensas em meio
R-10 para contagem e avaliacdo da viabilidade celular
em um contador de células automéatico Countess™. O
CD4+*CD25*CD1274™~ regulatory T Cell Isolation Kit
IT (MACS, MiltenyiBiotec, Auburn, CA, USA) foi usa-
do para separar as células de acordo com as instrugoes
do fabricante. Rapidamente, os linfécitos ndo CD4* e
CD127"¢" foram marcados com um coquetel de anti-
corpos conjugados com biotina (CDS8, CD19, CD123 e
CD127) e submetidos a separacdo magnética. Esta fra-
cao enriquecida de linfocitos T CD4" foi marcada com
anticorpos anti-CD25 e depois, novamente, submetida a
separacao magnética. Os Treg (CD4*CD25*CD1274m'~)
foram eluidos como a fragao de células selecionadas po-
sitivamente. As amostras foram centrifugadas, suspen-
sas em 200uL de Trizol (reagente TRIzol®, Invitrogen)
e congeladas a -80°C para extracao total do acido ribo-
nucleico (RNA).

Extracao de RNA e teste de expressao do

RNA mensageiro

O RNA total dos Tregs isolados foi extraido de acordo
com um protocolo padrdo de isolamento com Trizol e
purificado (Rneasy Micro Kit™, Qiagen, Dusseldorf,
Germany). A concentragdo de RNA foi determinada
usando-se um espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000
(Nano-Drop Technologies, Wilmington, Australia). Todas
as amostras foram armazenadas a -80°C.

Foi realizada sintese de 4cido desoxirribonucleico
complementar (cDNA) por transcricdo reversa usando-
-se o kit especifico ImProm-II"™ Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WI, USA). As amostras
foram incubadas com o volume especifico de Random
Primer a 70°C por 5 minutos e, depois, colocadas em
gelo por 5 minutos. Depois, as amostras foram centri-
fugadas brevemente e deixadas em gelo até a conclusao
do proximo passo. Uma mistura de reagentes contendo
desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), MgClL,, transcrip-
tase reversa ImProm-II (Promega) e tampao de reagao
ImProm-II™ 5x (Promega) foi preparada, adicionada
ao RNA com Random Primer e incubada a 25°C por

5 minutos, 42°C por 60 minutos, seguida por 10 minutos
a 70°C. Os cDNAs resultantes foram armazenados a
-20°C. Todas as reacoes foram realizadas a uma concen-
tracao de RNA de 20ng/mL.

Uma pré-amplificagao complementar de acido de-
soxirribonucleico foi realizada utilizando-se uma mis-
tura de reagentes composta pelos testes Tagman de ex-
pressao génica (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e tampao TE para completar o volume. Tubos
com a mistura de reagentes, amostras de cDNA e o
Master Mix Pre-Amp (Applied Biosystems) foram in-
cubados a 95°C por 10 minutos e, depois, por dez ciclos
de 95°C por 15 minutos, seguidos por 4 minutos a 60°C.
Todas as amostras foram armazenadas a -20°C.

A expressao de RNA mensageiro foi determinada
por reacao em cadeia da polimerase com transcriptase
reversa (RT-PCR) em um sistema de deteccao de se-
quéncias ABI 7500 (Applied Biosystems). A reagdo em
cadeia da polimerase foi realizada em tubos separados
para cada reacgdo, e cada amostra foi processada em
duplicata. Foram usados testes TagMan de expressao
génica (Applied Biosystems) para os genes-alvo TLR1
(Hs00413978_m1), TLR2 (Hs00610101_m1), TLR3
(Hs01551078_m1), TLR4 (Hs00152939 _m1), TLRS
(Hs00152825_m1), TLR6 (Hs00271977_s1), TLR7
(Hs00152971_m1), TLRS8 (Hs00152972_m1) e TLR9
(Hs00152973_m1).

Anélise estatistica

As anélises de dados foram realizadas no programa es-
tatistico R. O nivel de significancia de 0,05 foi adotado
para todas as comparacoes.

A distribuicao de dados e variacoes de todas as
variaveis continuas foram analisadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e E respectivamente. Considerando-se
essas analises e o tamanho pequeno da amostra, foram
usados testes ndo paramétricos. Para avaliar diferencas
clinicas entre os grupos que poderiam influenciar nos
resultados, comparou-se a presenga de dispareunia pro-
funda, dismenorreia, dor pélvica cronica, abortos, in-
fertilidade, fase do ciclo menstrual, idade, etnia e IMC.
Abortos, dispareunia profunda e dor pélvica cronica
foram comparadas pelo teste exato de Fisher, conside-
rando-se o pequeno tamanho da amostra e a tabela 2x2.
Etnia, fase menstrual e infertilidade foram comparados
pelo teste y2. Idade, IMC e dismenorreia foram compa-
rados pelo teste de soma de postos de Wilcoxon. Como
nao havia dados sobre etnia de quatro pacientes e sobre
IMC de cinco pacientes, a analise foi realizada com os
dados disponiveis.
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A expressao de TLR em células Treg do fluido pe-
ritoneal dos Grupos de Endometriose e Controle foi
analisada qualitativamente considerando-se o valor de
limiar do ciclo (em inglés, cycle threshold, ou CT) de
32 para categorizacdo da expressdo dos receptores em
uma variavel binaria qualitativa, “expresso” ou “nao
expresso”.

Em seguida, comparamos a expressao de TLRs
especificos em cada grupo. Também avaliamos a ex-
pressao de TLR de acordo com o tipo de endometriose.
Em ambos os casos, foi usado o teste exato de Fisher.
O namero de TLRs expressos em cada grupo foi com-
parado pelo teste de soma de postos de Wilcoxon.
Considerando-se a menor eficiéncia deste método pa-
ra amostras pequenas, incluimos também o teste ¢ de
Student. A correlacao entre o nimero de TLRs expressos
e a idade das pacientes com endometriose foi analisada
pelo teste de Spearman.

RESULTADOS

Parametros clinicos

As caracteristicas clinicas sao apresentadas na tabela 1.
Infertilidade foi reportada por 14 pacientes no Grupo
de Endometriose e duas nos controles (p=0,019). A
média para dismenorreia na EVA foi 8,37 no Grupo
de Endometriose e 5,83 nos controles (p=0,027). Nao
houve diferenca entre os grupos para os outros parame-
tros clinicos.

Tabela 1. Caracteristicas iniciais de pacientes com endometriose e controles

Parametros Controle Endometriose Valor de p
Pacientes 6 23
|dade 34,7 34,5 0,765
Fase mentrual 0,200
Menstrual 0 2
Proliferativa 4 5
Secretdria 1 9
Desconhecida 1 7
Dismenorreia 5,83 839 0,027
Dor pélvica cronica 2 15 0,198
Dispareunia profunda 2 14 0,364
Infertilidade 0,019
Sim 2 14
Nao 4 3
Desconhecida 0 6
Abortos 1 4 1

Resultados expressos por n ou média.

Dismenorreia: média na Escala Visual Analdgica. Abortos, dispareunia profunda e dor pélvica crénica foram comparados
pelo teste exato de Fisher; fase menstrual e infertilidade, pelo teste y%; idade e dismenorreia, pelo teste de soma dos postos
de Wilcoxon.
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Expressao de receptores do tipo Toll

A expressao de TLRs nos linfécitos Treg obtidos do fluido
peritoneal foi resumida na tabela 2. No Grupo Controle,
trés das seis mulheres nao expressaram nenhum TLR
em Tregs peritoneais, uma expressou apenas TLR1, e
duas expressaram apenas TLR2. A expressao de TLR 3
a 9 por linfécitos Treg peritoneais foi negativa em todos
os individuos do Grupo Controle.

Tabela 2. Expressao de receptores do tipo Toll por linfocitos T reguladores
peritoneais de pacientes com endometriose e controles

TLR Endometriose Controle Valor de p
TLR 12/23(52,2) 3/6(50,0) 1,000
TLR1 8/23 (34,8 1/6(16.7) 0,633
TLR2 12/23 (52,2) 2/6(33.3) 0,651
TLR3 1/23(4,3) 0/6(0.0) 1,000
TLR4 5/23(21,7) 0/6(0.0) 0,553
TLR5 6/23(26,1) 0/6(0.0) 0,29
TLR6 2/23(8,7) 0/6(0.0) 1,000
TLR7 5/23(21,7) 0/6(0.0) 0,553
TLR8 3/23(13,0) 0/6(0.0) 1,000
TLR9 0/23(0,0) 0/6(0.0)

Resultados expressos pela (%) de mulheres dentro do grupo com e sem endometriose cujas células Treg apresentaram
expressdo de determinado tipo de TLR.

A expressdo de um receptor Toll especifico na populacdo de linfécitos T reguladores peritoneais foi considerada positiva
(+; variavel binéria, qualitativa), considerando-se o valor limiar do ciclo de 32. Receptores do tipo Toll comparados pelo
teste exato de Fisher. TLR: receptores do tipo Toll.

No Grupo de Endometriose, sete pacientes apre-
sentaram Tregs peritoneais com expressao de trés ou
mais TLRs, sendo TLRS o mais frequente (em seis de
sete pacientes). Quatro pacientes expressaram apenas
TLR2, uma paciente expressou tanto TLR1 quanto
TLR2, e em 11 pacientes, os Tregs peritoneais nao
expressaram TLR.

Exceto pelo TLRY, foi observada expressao de
todos os TLRs (sozinhos ou coexpressos) em Tregs de
pacientes com endometriose.

Nao foi identificada associacao na avaliacao da ex-
pressdo de TLR especificos em cada grupo, nem de
acordo com o tipo de endometriose.

A comparagao do numero de TLR entre os Grupos
de Endometriose e Controle deveria sugerir que a pre-
senga da endometriose pode estar relacionada a ex-
pressdao de um maior nimero de receptores (Figura 1).
Como o nimero de TLR expressos nao mostrou dis-
tribuicdo normal nem varidncias homogéneas e consi-
derando-se o tamanho pequeno da amostra, o teste de
soma de pontos de Wilcoxon foi usado, mas nao foram
observados resultados estatisticamente significativos
(p=0,453). Tendo em vista a eficiéncia mais baixa desse
método com amostras menores, incluimos também o
teste ¢+ de Student, que mostrou diferenca estatistica-
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* Teste t de Student; " teste de soma de postos de Wilcoxon. TLR: receptores do tipo Toll.
Figura 1. Nimero de receptores do tipo Toll expressos em células T reguladoras
isoladas dos Grupos Endometriose e Controle

mente significante (p=0,027). Nenhuma correlacao foi
identificada (dados ndo mostrados) na avaliagao do
numero de TLRs expressos, de acordo com a idade das
pacientes com endometriose.

DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que avaliou a expressao de
diferentes TLRs em células Treg isoladas do fluido
peritoneal de pacientes com e sem endometriose.

Os resultados mostram que pacientes com endo-
metriose apresentaram células Treg com expressido de
maior nimero e variedade de TLRs em comparacao
aos linfocitos Treg de pacientes do Grupo Controle.
TLR1 e TLR2 foram expressos pelos linfocitos Treg
em ambos os grupos. Todos os outros tipos de TLRs
foram encontrados somente em Tregs do Grupo de
Endometriose, embora sé tenha sido possivel identificar
essa expressao em cerca de 33% (7 de 23) das pacientes
com endometriose. A avaliagdo quantitativa do nimero
total de receptores expressos demonstrou que o Grupo
de Endometriose apresenta um nimero maior de TLRs
em relacdo aos controles, usando-se andlise paramétrica,
devido a eficiéncia desta para amostras pequenas.('®)
Assim, a expressao de diferentes receptores sugere um
efeito cumulativo sobre o balango da resposta imune.
Além disso, o TLRS foi encontrado apenas em pacien-
tes que expressavam trés ou mais TLRs diferentes, cor-
respondendo a seis de sete pacientes.

Para respostas mais conclusivas, este estudo deveria
ter analisado mais pacientes, e o tamanho pequeno da
amostra € sua principal limitacao.

As células Treg sao uma subpopulacdo de células T
que mantém a autotolerancia imunoldgica e a homeos-

tase, controlam a supressdo da resposta imune exces-
siva ao hospedeiro,'® e supostamente influenciam no
comprometimento imunoldgico observado na endo-
metriose.”'? Os TLRs sdo proteinas transmembrana
localizadas na superficie das células ou na parede do
endossomo, responsaveis por induzir a expressao de va-
rios mecanismos de defesa do hospedeiro.'>!” Alguns
estudos sugeriram que microrganismos podem ser di-
retamente detectados por linfécitos Treg por meio dos
TLRs,381 receptores capazes de modular a fungio su-
pressora dos Tregs,1”?Y e que essa funcio supressora
das células Treg pode, supostamente, ser potencializada
ou revertida pelos agonistas de TLR.!?

A maior variedade de tipos de TLRs expressos por
Tregs presentes na cavidade peritoneal de pacientes
com endometriose poderia sugerir uma suposta estimu-
lacao das células-alvo por microrganismos. Estes, teori-
camente, chegariam a cavidade peritoneal pela mens-
truacdo retrograda.t?

Os agonistas de receptores Toll presentes nos mi-
crorganismos podem influenciar nas funcoes dos linfo-
citos Treg.>?» Os agonistas de TLR2 e TLR8 podem
inibir a func¢ao supressora dos linfdcitos Treg, enquanto
os agonistas de TLR4 e TLRS podem ter o efeito opos-
t0.1” Como os microrganismos nao foram isolados, nao
foi possivel avaliar sua associacao direta com o fenoti-
po dos Treg, mas pode-se supor que, pelo menos para
algumas das mulheres acometidas pela endometriose,
a presenca de microrganismos na cavidade peritoneal
poderia modificar, por meio dos Tregs, o balango entre
as populacoes de células imunes ou inflamatorias. O
desequilibrio em direcdo a um microambiente mais to-
lerogénico prejudicaria a eliminacao normal das células
endometriais carregadas para a cavidade peritoneal.

CONCLUSAO

Embora um grupo de pacientes com endometriose tenha
apresentado células T reguladoras peritoneais com ex-
pressao de receptores do tipo Toll em maior nimero e
variedade em comparagdo ao tipo correspondente no
Grupo Controle, a andlise ndo foi capaz de alcancar
significincia estatistica. Assim, é necessario um estudo
com coortes maiores de pacientes para comprovar nossa
hipétese e investigar alteracoes fenotipicas e funcionais
em células peritoneais na endometriose.
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