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RESUMO

Introducdo: Desde a década de 1970, quando se observou que a transfusdo pré-transplante
renal diminuia a rejeicdo ao enxerto, o efeito transfusion-related immunomodulation (TRIM)
vem sendo estudado, ndo havendo, ainda, um entendimento completo de seu mecanismo.
Recentemente, a descrigdo das células T reguladoras (Treg) trouxe novas possibilidades de
compreensdo desse fenbmeno, com grande implicacéo terapéutica.

Objetivos: Avaliar a proporc¢do de células Treg antes e ap0s a transfusdo de concentrado de
hemécias em uma amostra de pacientes clinicos ndo imunossuprimidos e correlacionar 0s
resultados com o volume transfundido e o tempo de estocagem do sangue.

Meétodos: Pacientes com diversas patologias clinicas e com indicacdo de transfusdo de
concentrado de hemécias foram recrutados consecutivamente. Apds assinatura do
consentimento informado, o nimero de células Tres pré e pos-transfusdo foi avaliado, bem
como sua correlacdo com o nimero de unidades transfundidas e o tempo de estocagem.
Resultados: Observou-se um aumento estatisticamente significativo na proporcao de células
Trec (CD4", CD25", FOXP3") 72 horas ap6s a transfusdo (p=0,003). Tal aumento mostrou
correlacdo com o nimero de unidades transfundidas, mas ndo com o tempo de estocagem
(p=0,017 e 0,49, respectivamente).

Conclusdo: O aumento do numero de células Treg parece estar presente apds transfusao de
heméacias ndo leucodepletadas mesmo em uma amostra heterogénea, o que reforca sua
importancia clinica. A influéncia do nimero de unidades mas ndo do tempo de estocagem
corrobora estudos anteriores. O mecanismo molecular do efeito TRIM, bem como seu
impacto clinico em um cenario real, ainda precisam ser melhor avaliados.

Palavras-chave: Transfusdo, células T reguladoras, imunossupressao.



ABSTRACT

Background: Transfusion-related immunomodulation (TRIM) has been the subject of
research since the 1970s, when transfusion before kidney transplantation was found to
decrease the rates of allograft rejection, but the mechanisms underlying this effect have yet to
be fully elucidated. The recent description of regulatory T cells (Tres) has paved the way for
a new understanding of this phenomenon, with major therapeutic implications.

Objectives: To assess the levels of Treg cells before and after transfusion of packed red blood
cells in a clinical sample of non-immunosuppressed patients and to correlate findings with the
volume of blood transfused and length of storage.

Methods: Patients with a variety of clinical conditions and with an indication for transfusion
of packed red blood cells were recruited consecutively. After providing informed consent,
pre- and post-transfusion Treg levels were measured, and their correlation with number of
units transfused and length of storage was assessed.

Results: There was a significant increase in the levels of Treg cells  (CD4'/CD25'/FOXP3")
within 72 hours of transfusion (p=0.003). This increase correlated with the number of units
transfused, but not with length of storage (p=0.017 and 0.49, respectively).

Conclusion: An increase in Trec cell levels appears to follow transfusion of non-
leukoreduced packed red blood cells even in a heterogeneous sample, which highlights the
clinical relevance of this phenomenon. The influence of number of transfused units, but not of
length of storage, on the results corroborates the findings of previous non-clinical studies.
Further research is warranted to better investigate the molecular mechanism of the TRIM
effect, as well as its clinical impact in real-world settings.

Keywords: Erythrocyte transfusion, regulatory T-lymphocytes, immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

O efeito imunomodulador da transfusdo sanguinea € investigado desde a década de
1970, quando se observou que pacientes submetidos a transfusdo pré-transplante renal
apresentavam maior sobrevida do enxerto (1). Estudos realizados em pacientes com sepse
também avaliaram o efeito imunomodulador da transfusdo, com resultados conflitantes quanto
ao desfecho mortalidade (2). Outro estudo em pacientes submetidos a gastrectomia por
neoplasia avaliou pardmetros clinicos e biolégicos nos grupos que receberam ou ndo
transfusdo sanguinea perioperatoria, mas ndo conseguiu detectar diferengas significativas (3).

A transfusdo de sangue heter6logo demonstrou diminuir a quantidade de células T
CD4", a razdo CD4'/CD8", a resposta linfocitaria a mitgenos e a fungdo das células natural
killer (NK), entre outras alteracGes (4, 5). Tais alteracGes laboratoriais podem se traduzir em
manifestacdes clinicas benéficas ou deletérias e sdo objeto de estudo ha cerca de 30 anos. Em
conjunto, tal efeito foi denominado TRIM - transfusion-related immunomodulation, ou
imunomodulacdo relacionada a transfusdo (IRT). Inicialmente foram descritas as reacdes de
imunossupressdo; mais recentemente, foram também incorporados os efeitos pro-
inflamatorios da transfusdo, ndo havendo conhecimento definitivo sobre seus mecanismos e
efeitos clinicos (6, 7).

A descricdo de células T com capacidade imunossupressora foi realizada inicialmente
em 1971, por Gershon e Kondo (8). Na década de 90 Sakaguchi et al. descreveram uma
populacdo de células T CD4" com alta expressio de CD25, capazes de prevenir
autoimunidade em modelo murino (9). Posteriormente, observou-se que tais células poderiam
também estabelecer tolerdncia a antigenos de células ndo proprias, e sua funcdo bioldgica
seria evitar a hiper-reatividade, modulando a intensidade da resposta imune. Tal modulacéo
poderia ser danosa, como no caso da tolerancia a antigenos tumorais e parasitas, ou benéfica,
no caso da tolerancia a bactérias comensais e enxertos (10). Posteriormente, uma serie de
aspectos das células T reguladoras (Trec ), tais como sua influéncia em doencas autoimunes,
transplante de oOrgdos, doenca do enxerto contra o hospedeiro e doencas infecciosas e

tumorais, vém sendo objeto de extensa investigacdo. Em especial, a caracterizacdo e possivel



12

manipulacdo de tais celulas tem sido vista com grande entusiasmo, devido ao seu vasto
potencial de aplicacdo na &rea médica (11-15).

A possibilidade de que células supressoras possam ser induzidas por transfusdo
sanguinea foi demonstrada inicialmente por Quigley et al. na década de 1980 (16). Estudo
posterior em modelo murino evidenciou que a transfusdo de sangue alogénico sem
imunoterapia adicional foi efetiva em gerar células CD4"CD25" (17). Com o advento de
marcadores mais especificos, que permitem caracterizar com grande especificidade essa
populacéo de células, novos estudos sdo necessarios para avaliar esse efeito modulatorio (6).

Estudos que avaliaram desfechos clinicos relacionados a transfusdo apresentaram
resultados conflitantes. Diferencas nos hemocomponentes utilizados, variagdo no tempo de
estocagem, além de variaveis clinicas, sdo citadas como potenciais vieses (18). O aumento das
células Trec apos transfusdo de hemécias foi avaliado, via de regra, em modelos animais, 0
que também limita a transposi¢do das conclusfes para um cenario real, onde os pacientes que
recebem transfusdes apresentam patologias diversas, podendo modificar o efeito imunolégico
da transfuséo.

Desta forma, este estudo pretende avaliar a variacdo das células Trec € fatores
potencialmente associados em uma série heterogénea de pacientes que receberam transfusdo
de hemacias néo filtradas, de modo a verificar se os achados em modelos animais s&o também

observados em um cendrio real, o que reforgaria sua importancia clinica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Busca sistematica. A busca foi realizada com termos selecionados dentre os Medical
Subject Headings (MeSH) na base de dados PubMed e termos relacionados nas demais bases
de dados. Os artigos resultantes da busca que utilizou os termos 1+2 e 1+2+3 tiveram 0s
resumos revisados e, sempre que se julgou pertinente, os artigos na integra também. Foram
consultados também livros texto, anais de congressos e materiais educativos de congressos de

referéncia na area de hematologia, hemoterapia e imunologia.

PALAVRAS-CHAVE

A 4

1. T-Lymphocytes, regulatory (Trec)
2. Erythrocyte transfusion (TE)

3. Immunomodulation (IM)

y \ 4 \ 4

PubMed: LILACS: SCIELO:
1. Trec: 19486 1. Treg: 20349 1. Treg: 18

2. TE: 5664 2. TE: 4036 2. TE: 55

3. IM: 216679 3.1M: 1281 3.1M: 18

A 4 A 4 A 4
1+2: 11 artigos 1+2: 13 artigos 1+2: 0 artigo
1+3: 6207 artigos 1+3: 114 artigos 1+3: 0 artigo
2+3: 228 artigos 2+3: 3 artigos 2+3: 0 artigo
1+2+3: 4 artigos 1+2+3: 1 artigo 1+2+3: 0 artigo
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2.1 O sistema imunoldgico

A funcdo fisiologica do sistema imune € a defesa contra micro-organismos
infecciosos. Entretanto, substancias estranhas ou até mesmo células ndo infecciosas podem
desencadear respostas imunologicas. Os mecanismos que normalmente protegem oS
individuos das infeccOes e eliminam substancias estranhas também séo capazes de provocar
lesdo tecidual em algumas situacdes. Desta forma, uma definicdo mais abrangente de resposta
imunoldgica seria “uma reacdo a componentes de micro-organismos, macromoléculas
(proteinas e polissacarideos) e a pequenas substancias quimicas que sdo reconhecidas como
elementos estranhos, independentemente das consequéncias fisiologicas ou patoldgicas dessa
reacao” (19). Os tipos de reacdes desencadeadas, que dependem da caracteristica do antigeno,
sdo produto de uma interacdo complexa entre diversos tipos celulares na presenca de inimeras
citocinas e, eventualmente podem ser direcionados contra o proprio organismo, dando origem
as denominadas doencas autoimunes. O sistema imune também necessita modular essa
reacdo, de modo a minimizar o efeito inflamatorio causado por micro-organismos comensais,
resposta autoimune e antigenos ambientais. Tal modulacdo tem sido intensamente investigada

devido ao seu grande potencial terapéutico (20).

2.1.1 A imunidade inata e adaptativa

A reacdo inicial & invasdo por determinado micro-organismo € dada pela imunidade
inata, conjunto de mecanismos de defesa celulares e bioguimicos presentes previamente a
infeccdo e que reagem sempre da mesma forma e intensidade em infeccbes repetidas. Os
componentes do sistema imunoldgico sdo barreiras fisicas e quimicas, como os epitélios e
substancias quimicas antimicrobianas produzidas nas superficies epiteliais, células
fagocitarias (neutrofilos e macrdfagos), células dendriticas, células NK, proteinas do sangue,
incluindo o sistema complemento e outros mediadores da inflamacéo, além de citocinas, que
regulam muitas das atividades dessas células.

Ja a imunidade adaptativa apresenta maior especificidade e, apesar de um tempo de
laténcia maior, permite reacdes mais eficazes. Ao preservar células de memodria, permite
respostas mais rapidas em uma préxima eventual invasdo. Basicamente, a resposta imune
adaptativa se divide em resposta humoral e celular, as quais s&o mediadas por diferentes

componentes do sistema imunolégico e cuja fungdo é eliminar diferentes tipos de micro-
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organismos, bem como 6rgéos e tecidos (dependendo do grau de compatibilidade) estranhos.
A imunidade humoral é mediada por anticorpos produzidos por linfécitos B diferenciados
(plasmacitos). Tais moléculas agem principalmente contra antigenos microbianos
extracelulares e suas toxinas, desencadeando diversas respostas efetoras. Ja a imunidade
celular é mediada por linfocitos T, tendo maior papel na acdo contra germes intracelulares e

levando a destruicdo das células infectadas.

Figura 1. Imunidade inata e adaptativa

Micro-organismo

"Imunidade inata. “Imunidade adaptativa'

' h /') Barreiras

kb A epiteliais

e
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Anticorpos

Py
=>V};{*

Células T efetoras

l Horas
0 6 12
Tempo decorrido apés - EM

a infeccao

Fonte: Adaptado de Abbas et al. (19), p. 3.

2.1.2 Tolerancia imunoldgica

Os sistemas bioldgicos estdo sujeitos a controles reguladores complexos. De forma a
evitar a producdo de anticorpos contra antigenos proprios (self), mecanismos de sele¢éo foram
desenvolvidos para evitar/modular o desenvolvimento de celulas autorreativas. O conceito de
tolerancia imunolégica foi introduzido na década de 1950 por Medawar et al., ao observar que
a injecdo de tecido alogénico em ratos neonatos levava a tolerancia de enxerto alogénico
posterior. Tal observacdo levou ao conceito fundamental de que, expondo um sistema
imunologico em desenvolvimento a novos antigenos (incluindo aloantigenos), pode-se induzir

tolerancia especifica (21).
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A destruicdo ou inativagdo de linfocitos autorreativos € o mecanismo priméario que
leva a tolerancia. Nishizuka e Sakakura propuseram outro mecanismo para controlar as
células autorreativas. Eles observaram que camundongos timectomizados entre 2 e 4 dias de
idade desenvolviam uma doenca autoimune orgao-especifica. A agressao podia ser prevenida
pela restauracdo de celulas T de individuos geneticamente idénticos obtidas de timo ou bago
adultos (22). Posteriormente, a geracdo de células Treg foi proposta para explicar esse
mecanismo de autotolerancia atribuido ao timo (9).

Tolerancia imunoldgica € definida como a nédo responsividade a um antigeno. Quando
linfocitos especificos encontram antigenos, o linfocito pode ser ativado, iniciando uma
resposta imunoldgica, ou essas células podem ficar inativas ou ser eliminadas, levando a
tolerancia. Individuos normais sdo tolerantes aos proprios antigenos, porque os linfdcitos
daquele individuo que reconhecem autoantigenos sdo destruidos, inativados ou tém sua
especificidade alterada, num processo denominado edicéo de receptor (19).

A tolerancia pode ser induzida em linfécitos autorreativos imaturos nos 0rgaos
linfoides primarios (tolerancia central) ou em linfocitos maduros em locais periféricos
(tolerancia periférica). Os antigenos presentes nos 6rgdos linfoides primarios sao geralmente
proprios, e antigenos externos sdo geralmente processados em 6rgédos linfoides periféricos.
Antigenos proprios ndo apresentados nos drgédos linfoides priméarios sdo imunologicamente
inertes devido a mecanismos de tolerancia periférica, que envolvem anergia, morte de
linfécitos T maduros por apoptose e supressao ativa por células Trec.

A tolerancia dos linfocitos T CD4" auxiliares é um mecanismo importante, uma vez
que tais células sdo fundamentais na inducdo da resposta imune tanto celular quanto humoral.
Durante seu desenvolvimento no timo, muitas células T imaturas que reconhecem antigenos
préprios com alta avidez s3o eliminadas, e algumas sobreviventes CD4" sdo poupadas, dando

origem a células Treg para aquele antigeno (23).



Figura 2.
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2.1.3 Células T reguladoras

17

Outro aspecto do controle da resposta imune se estabelece quando a resposta imune

normal € iniciada. Um mecanismo complementar deve ser desencadeado para controlar a

magnitude da resposta e finaliza-la. Essa regulacdo deve contribuir para limitar a expansao

clonal e a atividade de celulas efetoras. Com a demonstracdo de que linfocitos T funcionam

como celulas auxiliares para linfocitos B, Gershon e Kondo propuseram que elas também

poderiam agir como células capazes de suprimir a resposta imune (8). Essa subpopulacdo de
células T supressoras foi considerada, entdo, controladora de ambas as células, autorreativas e

efetoras. Sakaguchi et al. subsequentemente caracterizaram essas celulas como Treg haturais

(CD4*CD25") (9).
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Evidéncias indicam que as células Treg desempenham um papel crucial na
manutencdo da autotolerancia imunolégica (self). A eliminacdo dessas células leva ao
desenvolvimento espontaneo de varias doencas autoimunes em animais normais e provoca
imunidade tumoral em animais ndo responsivos. A eliminacao também potencializa a resposta
imune a antigenos non-self, incluindo antigenos de transplante alogénico (11). As células
Trec S80 implicadas em inimeros processos de toleréncia imunoldgica e serdo o objeto deste

estudo, sendo descritas a seguir.

2.1.3.1 Origem e caracteristicas das células Treg

As células Tres sdo subpopulacgdes de linfocitos T presentes no sangue periférico, na
medula Ossea e em oOrgdos linfoides secundarios. No sangue periférico, as células Trec
representam de 5 a 10% do total de células CD4". Sua origem foi inicialmente atribuida
somente ao timo, onde séo selecionadas de acordo com a intensidade do reconhecimento a
antigenos proprios (9). Posteriormente, observou-se que as células Trec poderiam ser
induzidas através de antigenos ndo préprios, a partir de linfocitos T CD4 virgens, o que
ampliou substancialmente sua importancia terapéutica (20, 24).

As células Treg foram inicialmente descritas a partir da observacdo de que,
eliminando-se as células CD4 positivas para o receptor da interleucina 2 (CD25), havia o
desenvolvimento de diversas manifestagdes autoimunes. Com a posterior descricdo do papel
fundamental do marcador especifico FOXP3, que parece atuar como um gene importante no
controle do desenvolvimento e funcdo dessas células, uma ampla gama de caracteristicas e
subtipos dessas células tém sido estudados (9, 25). Podem suprimir uma variedade de outras
células, incluindo linfécitos B, células NK, linfocitos CD4", CD8", assim como monocitos e
células dendriticas, tanto via contato intercelular como através de mediadores soltveis. O tipo
e magnitude dessa resposta possivelmente depende do subtipo de Tgreg € do local onde o

estimulo é recebido (26).

2.1.3.2 Marcadores das células Treg

Os principais marcadores utilizados na caracterizacdo dessas células sdo descritos a
sequir:

FOXP3. O gene FOXP3 (forkhead box P3) é um membro da familia forkhead/winged-
helix. Tem origem na familia de genes denominada forkhead (“cabega que se bifurca”),
recebendo este nome devido ao formato da proteina que produz. Em termos bioldgicos, eles

séo genes reguladores. Funcionam como um regulador-mestre do desenvolvimento das células
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Trec. O FOXP3 foi encontrado com 11 éxons, como uma mutacdo, em pacientes afetados
pela immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome (IPEX). Ao
contrario de outros marcadores de Treg como o CD25"" o FOXP3 nio é induzido nas
células T apos estimulacdo, sendo, portanto, considerado o marcador mais especifico
disponivel (27).

As proteinas FOX (forkhead bOX proteins) desempenham um papel importante na
regulacdo da expressdo de genes envolvidos no crescimento, proliferacdo e diferenciacéo
celular, sendo importantes inclusive no desenvolvimento embrionario. Sdo constituidas de
sequéncias de 80 a 100 aminodcidos que se ligam ao DNA. Essa habilidade de se ligar ao
DNA permite que as proteinas FOX regulem a expressdo de determinados genes. Em ratos, a
mutacdo do FOXP3 ¢é responsavel pela doenca recessiva ligada ao cromossomo X,
denominada scurfy, onde se observa hiperproliferacio de linfécitos T CD4" e aumento de
inimeras citocinas, com infiltracdo macica dos 6rgdos, levando ao 6bito em poucos dias (25).
Esse fendtipo é semelhante a falta de express@o do cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA4)
e do fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) em humanos, que também causa
dificuldade em regular a atividade da célula T CD4". Em ratos com hiperexpressdo do gene
FOXP3, observa-se uma diminuicdo significativa das células T, e as remanescentes
apresentam indice proliferativo baixo, baixa resposta citolitica e baixa producdo de IL-2,
apesar de o desenvolvimento do timo parecer normal. Andlise histoldgica indica que os
orgdos linfoides periféricos (particularmente os linfonodos) sdo hipocelulares. Em humanos,
alteracdes no numero de células Tgreg S0 encontradas em tumores e em pacientes com IUpus
eritematoso sistémico, onde o funcionamento inadequado dessas células pode contribuir na
génese do processo autoimune (14, 28).

Em estudos animais, as células Treg Sdo criticas na transferéncia da tolerancia
imunoldgica. Estudos demonstram que seu aumento causa uma marcada reducdo na
severidade da doenca em modelos de diabetes, esclerose multipla, asma, doenca inflamatoria
intestinal, tireoidite e doenca renal, além de potencial prevencdo da rejeicdo a transplantes
(29).

CD25. A expressdo de CD25 (subunidade alfa do complexo do receptor da
interleucina 2) encontra-se muito aumentada em células B, T, NK e macrofagos ativados,
estando ausente em células em repouso. A proliferacdo das células T ativadas € regulada pela
secrecédo de interleucina 2 (IL-2), a qual induz o surgimento de receptores de alta afinidade
para a mesma. A maioria das células T ativadas expressa CD25 com intensidade baixa a

moderada (CD25"™; int = intermediario). Somente 1-3% delas expressam CD25 com alta
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intensidade (CD25%"), estando as células Tree incluidas nessa populacéo (30). Entretanto, a
dificuldade em diferenciar tais células de linfocitos T CD4 ativados faz do CD25 associado ao
CD4 um marcador ndo confiavel da populacéo de células Treg humanas (31).

CD4. Essa glicoproteina de 59 kDa € expressa na superficie dos linfocitos T
auxiliares, células Tres, mondcitos, macréfagos e células dendriticas. A molécula CD4 é um
correceptor para o receptor das células T (TCR). Ele amplifica o sinal gerado pelo TCR,
recrutando a tirosinoquinase especifica dos leucocitos, essencial para a ativacdo de inUmeras

moléculas envolvidas na cascata de ativacao das células T (32).

2.1.3.3 Tipos de Tgrec

Evidéncias apontam para a existéncia de dois tipos de células Treg, apesar de nédo
haver ainda um marcador especifico que permita distingui-las do ponto de vista
imunofenotipico (33). As células denominadas naturais (nNTres) Sa0 geradas no timo, a partir
do reconhecimento por selecdo de alta avidez do receptor da célula T MHC (complexo
principal de histocompatibilidade) classe Il dependente (34), com a coestimulacdo do CD28
(35). Além das nTreg, ha também as células induzidas na periferia (iTrec) a partir de células
T CD4 convencionais (Tconv), pela presenca de antigenos. A evidéncia de tal converséo foi
demonstrada a partir de experimentos de transferéncia adotiva nos quais ratos linfopénicos
recebiam linfocitos CD4'CD25: apds determinado tempo, parte da populagdo adquiria o
CD25 e 0 FOXP3. Observou-se que as celulas Treg presentes posteriormente eram oriundas
das células do doador e que seu surgimento independia da presenca do timo (36-38).

A inducdo de células Treg por antigenos externos foi demonstrada por varios grupos, a
partir de diferentes antigenos, incluindo modelos de transplante (39, 40). A especificidade das
células induzidas foi evidenciada em modelo de transplante cardiaco, onde a tolerancia ao
enxerto ndo dependia da sensibilizacdo do receptor aquele antigeno, havendo o efeito
imunossupressor mesmo com a inducdo das Treg por outro antigeno (41).

Desta forma, a inducdo de células Tres parece ser um mecanismo abrangente que pode
ser desencadeado por diversas fontes de antigenos e situacdes (cavidade oral, bactérias do
intestino, tecidos inflamados, transplantes). Os mediadores necessarios a essa indugdo ainda
ndo estdo completamente estabelecidos, embora provavelmente incluam o TGF-p e a IL-2. H&
duvida na literatura se as células nTreg € iTrec agem individualmente no processo de regular
a reacdo a auto e aloantigenos ou se em determinados momentos elas podem agir em conjunto
(33). Estudo recente realizou transferéncia adotiva de células NTres € iTreg €M ratos recém-

nascidos FOXP3 deficientes. A transferéncia de nTrec evitou a doencga autoimune letal,
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porém ndo evitou a inflamacéo no trato gastrointestinal, papel conhecido das células iTgreg na
tolerancia a bactérias comensais (42). Outro aspecto das células iTres € que sua inducdo pode
guardar relacdo com a presenca de inflamacéo, havendo funcgdes distintas em cada situacao.
Diversos marcadores tém sido estudados para diferenciar os subtipos de Treg, porém
sem resultados definitivos, especialmente porque, do ponto de vista terapéutico, hd a
necessidade de marcadores de membrana, que permitam separar os tipos celulares sem lisar a
célula, como ocorre com o FOXP3 (43). Tem sido demonstrado que, enquanto as células
NTrec apresentam o locus FOXP3 completamente desmetilado, as iTgeg apresentam uma
desmetilacdo incompleta, associada a uma expressao instavel do FOXP3 (44). Outros estudos,
porém, observaram que uma fragdo das células nTrec pode se converter em um fendtipo
efetor apos a transferéncia para receptores linfopénicos, sugerindo que as células retém certa
plasticidade (45). Estudos recentes com microarray indicaram que um membro da familia de
fatores transcricionais denominada Helios poderia ser o marcador para diferenciar as células
NTrec das iTreg; estudos subsequentes, no entanto, ndo comprovaram tais resultados in vivo.
Sendo assim, ndo ha, até 0 momento, um marcador que possa ser utilizado para diferenciar

com seguranca tais células NTreg € iTrec (46, 47).

Figura 3. Geracdo das células T reguladoras
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Citocinas e coestimulacédo. A formacgdo das células Tgreg depende de um conjunto
expressivo de fatores e ocorre de maneira diferente no timo e na periferia, possivelmente
havendo fatores especificos para cada tipo de situacdo (20). A adicdo de TGF-p a células T
CD4" naive induziu a transcricio do FOXP3, adquirindo atividade supressora e anti-
inflamatoria em modelo de asma (38, 48). A importancia da IL-2 foi demonstrada em modelo
experimental de cultura de células CD4 naive estimuladas com anti-CD3 e TGF-$, onde a IL-
2 foi necessaria na indugdo da formacédo de células iTres (38). Outro experimento utilizando
neutralizacdo da IL-2 e de células T IL-2 deficientes demonstrou que a IL-2 é necessaria in
vitro para a acdo do TGF-B na transcricdo do FOXP3 e na atividade supressora (49). Outra
diferenca importante entre as Treg Naturais e as induzidas é a coestimulagdo pelo CTLA4. A
alta expressdo de FOXP3 e a aquisi¢do de atividade supressora por células T naive ativadas
com TGF-p requer ativacdo com CTLA4 em células Tres periféricas, mas nao no

desenvolvimento das nTreg no timo (50).

2.1.3.4 Mecanismos de regulacdo do sistema imune pelas células Trec

As células Treg suprimem uma variedade de células do sistema imune, incluindo
células B, células NK, linfocitos T CD4" e CD8", bem como mondcitos e células dendriticas.
Um grande numero de genes, incluindo moléculas da membrana celular e proteinas
secretadas, podem exercer um papel na imunossupressdo mediada pelas células Tgec.
Acredita-se que, dependendo do local e do motivo da inducéo, diferentes agentes possam estar
envolvidos. No entanto, apesar do rapido avanco, 0 conhecimento dos mecanismos
envolvidos na imunossupressao ainda é limitado (20).

Via contato celular, as células Tgreg inibem a proliferacdo induzida pela ativacdo do
receptor da célula T e a transcri¢do de IL-2 na célula T convencional. Tal inibicdo pode se dar
também de maneira indireta, com o auxilio de uma célula apresentadora de antigeno (APC)
(26). Recentemente foi melhor esclarecido o mecanismo pelo qual o CTLA4 estd envolvido
na supressdo, via contato com a célula dendritica, a qual, por sua vez, inibe a célula T
convencional (51). Apesar de, em alguns modelos, o CTLA4 exercer papel importante, em
outros ndo se obteve 0 mesmo resultado, o que possivelmente reflete uma variagdo desse
mecanismo em diferentes espécies (52, 53). O envolvimento de diversas citocinas tem sido
proposto, embora sem resultados definitivos. A deficiéncia de TGF-B1 em ratos leva ao
desenvolvimento de doenca autoimune fatal, com diminuicdo das células Trec (54). Alguns
estudos demonstraram o papel do TGF-f1 na indu¢do da imunossupressio mediada pelas

células Tres, embora outros autores tenham encontrado resultado negativo (55, 56).
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Atualmente, acredita-se que o efeito do TGF-B1 esta intimamente ligado ao tipo de célula
efetora e ao local da resposta imune, podendo haver, inclusive, um efeito pré-inflamatorio. A
interleucina 10 (IL-10) exerce papel imunossupressor em diversas células, incluindo células
Th17 presentes no intestino, mediadoras da inflamacédo local (57). Sua producéo, entretanto,
ndo é exclusiva das células Trec: elas sdo também produzidas por células B e macréfagos
(58).

2.1.3.5 Funcéo das células Tres

As células Treg apresentam inumeras fungdes no organismo, as quais serdo descritas a
sequir.

Tolerancia em mucosas e resposta inflamatdria cronica. A tolerancia a antigenos
alimentares e ambientais é essencial para prevenir a exacerbacdo de reacfes imunes que
poderiam causar alergias e inflamacgdo crénica, sendo o intestino classicamente um local de
manutencdo dessa tolerdncia. Em um modelo de colite, observou-se que os antigenos
bacterianos sdo cruciais para a geracao/expansdo das células Treg em individuos saudaveis. Ja
num cenario livre de bactérias comensais, 0 surgimento de tais células ndo ocorre,
corroborando a hipdtese de que elas sdo necessarias também para a tolerdncia a antigenos
alimentares (59-61). O equilibrio entre as células Trec/Th17 pode ser o responsavel por um
ambiente mais tolerante ou mais propenso a inflamacédo, dependendo da microbiota existente
em um dado momento (62).

Células Tgrec € infecgbes. Na maioria dos casos, as infeccBes crbnicas estdo
associadas ao aumento das células Tgreg, Visando a limitacdo do dano tecidual. Estabelece-se
assim a fase cronica, na qual as células Treg envolvidas na limitagdo do dano tecidual
imunomediado podem ser responsaveis pela falha em eliminar a mesma (63). Muitos parasitas
estabelecem infec¢bes cronicas que modulam o sistema imune, de modo a garantir a
sobrevida do parasita, como demonstrado na leishmaniose, na doenca de Chagas, entre outras
(64). A implicacdo das células Trec em quadros de sepse tem sido estudada amplamente, com
resultados divergentes. Venet et al. observaram que, apesar de um aumento relativo, houve
diminuicdo no namero absoluto de células Tres (65). Entretanto, em publicacdo subsequente,
0s autores demonstraram uma relagdo inversa entre células Trec € 0 potencial proliferativo
dos linfdcitos (66). Outro grupo demonstrou que o aumento relativo nas células Trec aparece
tardiamente no choque séptico, sendo também observado em outros tipos de choque. Em um
modelo murino, a sobrevida ndo foi alterada, e os autores concluiram ndo haver um papel

importante das células Trec na sepse (67, 68). Um grupo brasileiro recentemente analisou a
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questdo e confirmou que, apesar do nimero absoluto de células Treg estar significativamente
diminuido em pacientes sépticos em relacdo a controles saudaveis, a proporcdo se manteve
estavel (69).

Células Trec em modelos de injuria. A atuacéo das células Trec em situacdes como
traumas e queimaduras, modulando a resposta inflamatoria inicial, tem sido estudada por
diversos grupos. As células Trec agiriam de modo a evitar que a resposta inflamatoria
decorrente da imunidade inata pudesse causar ampliagdo do dano (70). Tal hipotese foi
estudada em ratos, em um modelo de transferéncia adotiva, onde células CD4"CD25" foram
capazes de controlar a resposta inflamatéria apo6s injuria térmica cutdnea (71). Estudo
subsequente demonstrou que as células Treg ativamente controlam a expansdo e a reatividade
de linfocitos T naive estimulados por antigenos apds injdria severa (72).

Células Treg € cancer. Diversas evidéncias apontam para um papel fundamental das
celulas Treg na sobrevivéncia das células tumorais, bloqueando a resposta imune (73). O
tumor promove a conversdo de células T virgens em células Treg (FOXP3™), as quais se
acumulam no sitio do tumor, contribuindo para a falha dos mecanismos de imunovigilancia
(74). A utilizacdo de anticorpos anti-CD25 mostrou-se eficaz no aumento da sobrevida, ao
eliminar células Trec em um modelo murino de cancer (75). Até recentemente, as células
Trec eram implicadas no crescimento tumoral apenas pelas suas caracteristicas
imunossupressoras. Recentemente, demonstrou-se que as células Treg que infiltram o tumor,
em condicBes de hipdxia, secretam altos niveis de fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF). Tais achados sugerem que elas podem contribuir também para a angiogénese e 0
crescimento tumoral (76), o que, de forma indireta, pode ser comprovado pelo fato de que
alguns medicamentos antiangiogénicos diminuem tanto o nimero de células Treg circulantes
guanto as que infiltram o tumor, correlacionando a diminuicdo dessas células com o aumento
da sobrevida em pacientes com tumor renal metastatico (77).

Células Treg € transplantes. Ha, atualmente, uma grande expectativa em relacdo ao
potencial terapéutico das células Treg na area dos transplantes. O potencial imunossupressor
das células Tgreg pode ser utilizado tanto na inducdo farmacoldgica das mesmas quanto na
terapia celular. Diversos estudos em modelos animais tém sido conduzidos nessa area,
evidenciando que as células Trec aumentam a tolerancia ao enxerto e sua viabilidade (78, 79).
A capacidade de homing das células Trec também parece desempenhar um papel importante.
Estudo recente demonstrou que a capacidade de evitar rejeicdo em um modelo de transplante
de pele estava ligada a expressdo de moléculas de adesdo das células Treg para este 6rgdo

(80). Area especial de interesse tem sido a doenca do enxerto versus hospedeiro apds
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transplante de medula: pelo menos trés estudos clinicos com expansdo ex vivo das células
Trec foram conduzidos. Apesar de serem estudos de fase I, observou-se reducédo na incidéncia
da doenca sem aumento aparente do risco de recidiva, sendo necessarios mais estudos para
avaliar o real papel e a melhor estratégia de expansao das células Trec (81-83).

Células Trec € doencas autoimunes. A descricdo de que a deficiéncia de células
Trec acarretava aumento de doencas autoimunes e que a transferéncia adotiva de tais células
revertia os achados em um modelo murino, aliada a descoberta de que a sindrome fatal de
inicio precoce ligada ao X, que inclui desregulacdo imune, poliendocrinopatia e enteropatia
(IPEX), é causada pela mutacdo do FOXP3, deram origem a um sem-nimero de estudos sobre
0 papel e o uso de tais células em doengas autoimunes (9, 25). Atualmente, o papel das células
Trec Nas doencas autoimunes ainda ndo esta bem estabelecido, havendo variacdes de acordo
com cada patologia. A medida que o conhecimento sobre as células Treg Vem aumentando,
novos marcadores vdo sendo descritos, permitindo caracterizar diferentes subtipos celulares
(84). Por exemplo, os estudos iniciais com lUpus eritematoso sistémico obtiveram resultados
contraditérios ao analisar o nimero e a funcdo das células Trec com marcadores como o
FOXP3 (85). O fato de que tal marcador também esta presente em células T ativadas poderia
explicar os resultados divergentes, dependendo do estagio da doenca e das comorbidades
presentes. Novas estratégias visando caracterizar subtipos de Tgreg oObservaram um aumento
do subtipo de Treg que expressa CD4"'CD45RA'FOXP3" e CD4'CD45RAFOXP3"™" em
pacientes com lUpus ativo, havendo ainda muitas davidas sobre a relacdo entre o ambiente

inflamatdrio das doencas autoimunes e os subtipos de células Treg (86).

2.2 Imunomodulacao relacionada a transfusao

H& cerca de 30 anos, foram descritos efeitos benéficos da transfusdo sanguinea na
sobrevida do enxerto em transplante renal (1). Pacientes em lista de espera eram
deliberadamente transfundidos (na era pré-AIDS), de modo a aumentar a sobrevida do enxerto
apos o transplante. Posteriormente, na década de 1980, Gantt sugeriu a possibilidade de
associacdo entre transfusédo e recorréncia da neoplasia apos cirurgia com intencao curativa. A
transfusdo causaria imunossupressao no paciente, aumentando a chance de recidiva tumoral
(87). Diversos aspectos da imunomodulagdo pos-transfusdo também foram estudados, como

aumento do risco de infecgdes bacterianas no pos-operatorio e aumento da mortalidade pos-
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cirurgia cardiaca no grupo que recebeu hemocomponentes ndo leucodepletados (88-92). Os
principais mecanismos conhecidos encontram-se na Tabela 1 e serdo discutidos a seguir.

A transfusdo de sangue alogénico pode também induzir aloimunizacdo no receptor.
Nos primordios da terapia transfusional, a transfusdo de sangue com incompatibilidade para
antigenos do sistema ABO causava fortes reagdes, podendo inclusive levar o paciente a dbito
devido a anticorpos pré-formados, com lise das hemécias transfundidas. Mesmo na moderna
terapia transfusional, as provas de compatibilidade realizadas abrangem uma pequena
quantidade de antigenos (os mais imunogénicos, com maior importancia clinica). No entanto,
centenas de antigenos estranhos, incluindo antigenos comuns leucocitarios (HLA-DR)
presentes nas células do doador sdo introduzidos no receptor, com consequéncias ainda nao
bem conhecidas (93).

Saber o efeito final da transfusdo no receptor (inflamacdo, anergia ou
Imunossupressao), se esses eventos sao excludentes ou concomitantes e, especialmente, como
se pode preveni-los ou fazer uso terapéutico deles é objeto de intenso estudo. Além disso, a
grande gama de particularidades que influenciam a transfusdo (tempo de estocagem,
irradiacdo e filtracdo dos hemocomponentes, caracteristicas do doador e do receptor, etc.)
pode levar a diferencas significativas nos resultados (6).

Grande ressurgimento desse tépico foi observado com o crescimento vertiginoso da
area de transplantes e da terapia celular, onde tal efeito pode contribuir para o
desenvolvimento de novas drogas que compartilhem o mecanismo de acdo imunossupressor
das transfusdes, bem como para o uso terapéutico de eventuais células mediadoras desse
efeito. A expansao laboratorial de células imunossupressoras, entre as quais estdo as células
Tres, tem permitido resultados promissores em estudos clinicos na area do transplante de
medula 6ssea, onde a doenca do enxerto versus hospedeiro constitui a principal barreira

imunoldgica e importante causa de mortalidade (94).

2.2.1 Principais efeitos imunomodulatérios da transfuséo

Aumento da sobrevida de enxertos. A melhor evidéncia de que a transfusédo de
concentrado de hemacias aumenta a sobrevida do enxerto mesmo apds o advento da
ciclosporina provém de ensaio clinico randomizado conduzido em 14 centros de transplante
renal na década de 1990. Os pacientes recebiam até 3 unidades de concentrado de hemacias

ndo deleucotizadas ou nenhuma transfuséo, e a viabilidade do enxerto era avaliada ap6s 1 ano.
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Houve diferenca significativamente maior no grupo que recebeu a transfusdo (95). O
beneficio foi observado em diferentes cenédrios como em pacientes com diferencas na
compatibilidade HLA e até mesmo em irmdos HLA idénticos (96). Estudo em modelo murino
de transplante hepatico evidenciou a inducdo de células Treg pela transfusdo de hemacias
alogénicas, levando & tolerancia ao enxerto, sendo tal caracteristica transferida adotivamente
para outro animal (97).

Aumento de risco de infec¢bes. Diversos estudos associaram a transfusdo de sangue
ao aumento do numero de infeccBes. No entanto, diversos fatores confundidores foram
aventados, uma vez que, de maneira geral, os pacientes que recebem transfusfes apresentam
fatores prognosticos piores e maior risco de desfechos desfavoraveis (88, 98). Com o advento
da tecnologia de leucodeplecdo, novos ensaios clinicos randomizados foram realizados, os
quais foram coletivamente analisados de modo a verificar se a leucodeplecédo estava associada
a uma menor taxa de infeccdo pos-operatoria. Duas metanalises (99, 100) evidenciaram
associacao entre transfusdo e infeccdo; ja uma terceira, avaliando 12 ensaios randomizados
publicados a partir de 2005, ndo encontrou a mesma associacdo. Diferencas nos
hemocomponentes e no modo de preparo dos mesmos, numero de unidades, tempo de
estocagem, forma de andlise (intencdo de tratamento versus tratamento efetivo) e inclusdo dos
estudos mais recentes foram o0s principais motivos aventados para explicar os resultados
discordantes (18).

Aumento da mortalidade/faléncia multipla de 6rgdos. Na década de 1980, van de
Watering et al. publicaram ensaio clinico randomizado que evidenciou aumento de infeccGes
em pacientes em pés-operatorio de cirurgia cardiaca que haviam recebido transfusdo sem
deplecdo de leucdcitos. Apesar de ndo ser um objetivo do estudo, a mortalidade global medida
aos 3 meses também foi maior nesse grupo, tendo os autores sugerido que os resultados
poderiam ser devidos a uma maior incidéncia de faléncia mdltipla de 6rgdos no grupo que
recebeu sangue ndo leucodepletado (92). Posteriormente, novo estudo do mesmo grupo
desenhado especificamente para este fim confirmou o0 aumento da mortalidade mas néo o da
faléncia multipla de 6rgdos (101). Na andlise de diversos estudos randomizados sobre o tema,
obteve-se um aumento de 72% no risco de morte no grupo que recebeu sangue nao
leucodepletado, aventando-se um risco pré-inflamatorio das transfusdes (6). Estudo
retrospectivo em pacientes com trauma também néo evidenciou diferenca entre 0 grupo que
recebeu transfusdo normal ou leucorreduzida, ap6s controlados os fatores de confusdo (102).
Metanalise que avaliou diversos estudos randomizados de intervencdes com potencial

imunomodulatorio em pacientes com trauma néo evidenciou impacto na mortalidade, embora



28

inimeros fatores confundidores tenham sido relacionados, entre os quais 0 nimero de
unidades transfundidas (103).

Aumento da recidiva de tumores. Embora varias evidéncias em modelos animais
apontem para uma relacdo entre transfusdo de sangue sem a remocdo dos leucdcitos e
recorréncia de tumores (ver abaixo), 0s ensaios clinicos randomizados publicados
evidenciaram resultados controversos (104, 105). Uma metanélise ndo evidenciou diferenca
significativa, embora todos os estudos tenham estudado especificamente neoplasia de colon,
tumor que caracteristicamente ndo apresenta dependéncia de mecanismos imunes do
hospedeiro para se disseminar, o que pode ter influenciado os resultados (106).

No final dos anos 1990, muitos paises implementaram a leucorreducdo universal em
coletas de sangue (pré-estocagem), inviabilizando a realiza¢do de estudos randomizados que
permitissem avancar na compreensdo desse efeito. Estudos do tipo “antes e depois” foram
realizados, porém ndo é possivel avancar em questdes como se a leucorreducdo pré-transfuséo
ou logo apo6s a coleta (avaliando a liberacdo de citocinas durante a estocagem) apresentam
diferencas em termos de incidéncia de infeccGes, recorréncia de tumores e mortalidade (107).
No Brasil, tal procedimento ndo é obrigatério, exceto em recém-nascidos com peso inferior a
1200 g (108).

2.2.2 Mecanismos e mediadores do efeito imunomodulatério

Os constituintes do sangue alogénico supostamente envolvidos nos efeitos atribuidos a
transfusdo incluem células mononucleares alogénicas, citocinas liberadas pelas células
sanguineas durante a estocagem e antigenos HLA classe | solGveis no plasma, sendo que cada
mecanismo envolvido implicaria procedimentos distintos para sua prevencdo. Desta forma,
para prevenir o efeito deletério da presenca de células nucleadas, a filtracdo de componentes
celulares nucleados (hemécias e plaquetas) seria necessaria. Para prevenir a liberacdo de
citocinas durante a estocagem, é necessario que a filtracdo ocorra imediatamente apos a
coleta; para evitar antigenos HLA heterdlogos, somente transfusdes autélogas e medidas de
aproveitamento do sangue no transoperatorio sao possiveis (109).

Os principais mecanismos do efeito imunomodulatorio das transfusdes sdo a delecdo
clonal (inativagdo e remocéo de linfocitos alorreativos, que podem, por exemplo, rejeitar um

enxerto ap6s transplante), indugdo de anergia (ndo responsividade imunoldgica) e
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imunossupressdo (células efetoras do receptor sdo inibidas por mecanismos celulares ou

citocinas) (4, 6). Esses e outros mecanismos séo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Mecanismos envolvidos na imunomodulacao pos-transfusdo de sangue

Delecdo clonal de linhagens especificas de células imunes

- Inducdo de células T supressoras

- Producéo de anticorpos anti-idiotipos

- Supressao da atividade das células natural killer

- Polarizacdo do sistema imune para resposta T auxiliar (helper) tipo 2 (Th2), com
supressao de respostas por linfécitos Thl

- Selecdo de células imunes néo responsivas

- Microguimerismo misto

- Inducdo de apoptose, resultando em morte de tipos especificos de células
imunolégicas

- Acumulo, nos hemocomponentes estocados, de moléculas soltveis que inibem a
funcdo dos neutrofilos

- AcUmulo, durante a estocagem, de moléculas sollveis que inibem a resposta imune

- QOutros

Adaptado de Vamvakas e Blajchman (6).

Mediadores solUveis. Modificadores de resposta biolégica sdo acumulados na bolsa
de sangue estocada e tém sido implicados na patogénese do efeito imunomodulatério da
transfusdo. Tais mediadores estdo presentes no interior dos leucdcitos e sdo liberados de
forma tempo-dependente durante a estocagem. Nielsen et al. evidenciaram um aumento de 3 a
25 vezes na concentracdo de histamina, proteina catidnica eosinofilica, mieloperoxidase e
inibidor 1 do ativador do plasminogénio no sobrenadante de componentes eritrocitarios
(concentrado de hemdcias) (110). Outro estudo demonstrou que moléculas de HLA classe | e
o ligante soltvel do Fas estavam presentes no plasma de concentrado de hemaécias e plaquetas.
Tais moléculas inibem a resposta mediada por células NK e linfocitos T citotoxicos, sendo a
deleucotizacdo do sangue pré-estocagem inibidora desse efeito (111).

Proteinas sollveis e peptideos imunorreativos do HLA também sdo candidatos a
mediadores do efeito imunomodulador da transfusdo. Sugere-se que peptideos néo
polimorficos derivados de moléculas HLA classe | induzam imunossupressdo antigeno-

inespecifica, enquanto peptideos polimorficos do HLA classe | induzem imunossupresséo
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antigeno-especifica. Especula-se que o plasma alogénico contendo antigenos do HLA sollveis
pode entrar na circulacdo timica e produzir delecdo clonal de linfocitos T, que seriam
direcionados aos antigenos do doador (112, 113). Subtipo especifico de HLA classe | vem
ganhando importancia a partir da descricdo do papel do HLA-G na tolerancia a enxertos.
Estudos evidenciam que transplantes cardiacos e hepéticos tém melhor sobrevida do enxerto
quando niveis elevados de HLA-G sdo detectados. Isoforma especifica, o HLA-G5
demonstrou seu papel imunossupressor via aumento de células T CD4'CD25" (114). Um
estudo posterior corroborou essa hipdtese, avaliando criancas ap0s transplante hepaético,
havendo correlagdo entre o nivel de toleréncia, o nivel de HLA-G e o nimero de células
CD4"CD25'FOXP3" (115). Por outro lado, ndo ha referéncia sobre os niveis de HLA-G e a
transfusdo de heméacias. Um estudo observou a secre¢cdo de HLA-G por progenitores
eritroides até reticulécitos, porém ndo em eritrocitos maduros e células endoteliais
diferenciadas, sendo necessarios mais estudos para avaliar essa relacéo (116).

Células mononucleares alogénicas. A maioria dos dados clinicos disponiveis
evidencia o envolvimento de leucdcitos oriundos do doador na génese do efeito
imunomodulador da transfusdo, especialmente se compartilharem antigenos HLA. O efeito
mais estudado (sobrevida do enxerto em transplante renal) parece necessitar de leucécitos
viaveis na bolsa a ser transfundida. Estudos onde os componentes foram filtrados, lavados ou
congelados apresentaram efeito menor (117). Estudos animais também corroboram tais dados:
leucdcitos isolados (sem a presenca de plasma ou plaguetas) induziram imunossupressdo em
ratos (118). Outro estudo evidenciou aumento da taxa de infeccdo devido a infusdo de
leucécitos em modelo murino (119). Modelos que avaliaram possiveis implicacfes em
doengas tumorais também as associaram a células mononucleares. Blajchman et al.
publicaram elegante estudo onde o crescimento tumoral aumentado nos animais transfundidos
foi adotivamente transferido através do transplante de células do baco para o animal ndo
transfundido, controlado com animais que receberam sangue singénico. Entretanto, tal efeito
ndo foi observado com sangue transfundido filtrado (pré-estocagem). Isso demonstra ndo s6
que a filtragem do sangue pode inibir tal efeito como também que ele poderia ser
adotivamente transferido. Entretanto, ndo € possivel identificar se a filtragem pré-estocagem
atuou removendo celulas viaveis ou diminuindo a producédo de citocinas durante a estocagem
(120).

Mincheff et al. apontaram as células dendriticas como as responsaveis pela inducéo de
anergia no receptor, propondo que, durante a estocagem, essas células perderiam a habilidade

de gerar sinais coestimulatorios. Apoés transfundidas, as células do receptor reconheceriam tais
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células, porém teriam sua resposta imunoldgica blogueada devido a auséncia de sinais
coestimulatérios das células da bolsa (121). Outra teoria associa subtipos de linfocitos T
gama/delta supressores que seriam estimulados por moléculas presentes na bolsa, como o
CD200 (proteina transmembrana da familia das imunoglobulinas expressa em varias células),
mas cujos receptores se encontrariam apenas em subtipos de linfocitos T e células dendriticas.
Tal interagdo aumentaria a secre¢cdo de TGF-B e suprimiria a funcdo macrofégica,
prolongando a sobrevida do enxerto (122) e prevenindo a perda fetal em modelo murino
(123).

A compatibilidade HLA entre doador e receptor resulta na persisténcia dos leucécitos
(incluindo células dendriticas) transfundidos, permitindo a sobrevida longa dessas células no
receptor. Esse fenbmeno é conhecido como microquimerismo e pode estar associado ao efeito
imunomodulatério da transfusdo. O microquimerismo ja demonstrou causar liberacdo de 1L-4,
IL-10 e TGF-B a partir de linfocitos T helper tipo 2 (Th2), inibindo a resposta Thi,
desativando células T citotdxicas e suprimindo a rejeicdo ao enxerto (124). Estudo
randomizado evidenciou a importancia de leucodeplecdo na diminuicdo da ocorréncia desse

fendmeno (125).

2.2.3 Células T reguladoras e transfusédo

A presenca de imunossupressdo pés-transfusdo estd em avaliacdo desde a década de
1970, mas apenas recentemente as células Treg foram descritas e marcadores mais especificos
foram utilizados, sendo ainda necessario uma melhor caracterizacdo. Adicionalmente, os
resultados dos estudos clinicos que avaliaram os efeitos imunomodulatérios das transfusdes
foram, de maneira geral, inconclusivos. Uma possibilidade € que, considerando a
variabilidade de situacGes clinicas e produtos sanguineos utilizados, esse efeito poderia ser
diluido. A busca de marcadores que pudessem quantificar a imunossupressdo, para que, a
partir deles, pudéssemos mensurar os desfechos clinicos, poderia ser uma solugdo para a
guestdo, abrindo novas possibilidades para uso terapéutico.

Evidéncias em modelos animais e em voluntarios sadios tém demonstrado que a
transfusdo de heméacias é capaz de rapidamente induzir o aumento das células T
CD4"CD25'FOXP3" e induzir imunossupressdo. Baumgartner et al. (126) utilizaram o
sobrenadante de concentrado de hemécias estocadas por 1 ou 42 dias, leucodepletadas e nédo

leucodepletadas no momento da coleta, e o incubaram por 5 dias com células mononucleares
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periféricas de voluntarios sadios. A inducdo de células Treg foi observada apenas na presenca
de anti-CD3. Tais células foram capazes de suprimir a proliferacio de células CD4*CD25
humanas in vitro, ndo havendo modificagdo com a leucodeplecéo ou o tempo de estocagem. O
uso de hemécias lavadas, entretanto, ndo demonstrou efeito indutor, tendo o0s autores
concluido que o componente plasmético estava implicado. J& Bernard et al. (127) isolaram
linfocitos T de voluntarios sadios e 0s incubaram na presenca de anti-CD3 e anti-CD28 por 72
horas, com amostras de concentrado de hemacias alogénicas leucorreduzidas e estocadas por
5 dias ou 6 semanas apos a coleta, em diferentes diluicdes. Houve inibicdo da proliferacdo das
células T murinas e humanas in vitro, de maneira proporcional ao aumento da concentracao
de hemécias, sendo que 90% da inibicdo ocorreu com concentraces consideradas abaixo do
usual em transfusdes rotineiras, ndo havendo novamente modificacdo com o tempo de
estocagem. De forma a avaliar se a inibicdo era dependente de mediadores sollveis ou do
componente celular, os ensaios de inibi¢do foram realizados em transwell plates, nos quais 0s
linfocitos e as hemacias eram separados por uma membrana de 0,22 um, evidenciando que a
supressdo ocorria apenas quando havia contato entre as células. Estudo em modelo murino de
transplante evidenciou que multiplas transfusdes foram efetivas em gerar células CD25"CD4",
podendo indicar que tanto a compatibilidade HLA quanto mudltiplas transfusdes poderiam
induzir a tolerancia mediada pelas células Treg (17)-

Apesar de haver um razoavel corpo de informacBes sobre 0 aumento das células Trec
apos a transfusdo de hemacias, ha escassa informacdo sobre o cenario real, onde pacientes
com mudltiplas patologias sdo rotineiramente transfundidos. Nessas condigdes, o estado
imunologico e inflamatério é muito distinto daquele observado em modelos animais ou
mesmo em voluntérios sadios, dificultando a interpretacdo dos resultados. Além disso, a
maioria dos estudos prévios fez uso de hemacias ndo estocadas, autélogas, as quais nao

refletem o cenario real de coleta, processamento, armazenamento e transfusao alogénica.

2.2.4 Caracteristicas dos hemocomponentes e imunomodulacéo

Tempo de estocagem. Especial atengédo tem recebido o tempo de estocagem enguanto
mediador do efeito imunorregulatorio e pro-inflamatério das transfusdes. Em paises
desenvolvidos, a leucorreducdo universal no momento da coleta e 0 bem estabelecido
programa de testagem para doencas virais transmissiveis via transfusdo, como virus da
hepatite B, C e HIV, fez com que este passasse a ser o principal foco no sentido de diminuir

os efeitos adversos da transfusao.
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ApoGs a coleta, apesar do uso de substancias conservantes, tem inicio uma série de
alteracOes bioguimicas e morfoldgicas que, ao longo do periodo de utilizagéo da bolsa (até 42
dias, dependendo do conservante), pode potencializar efeitos inflamatorios e
imunossupressores. Tais alteracdes incluem geracdo de espécies ativas de oxigénio, alteracdes
em proteinas e lipidios, perda de membrana, com formagao de microvesiculas, e alteracdes no
citoesqueleto das hemécias (128). Esses mediadores podem ser responsaveis pelo efeito pro-
inflamatdrio atribuido as transfusées. Um modelo hipotético descrito por Yazdanbakhsh et al.
(129), baseado na ativacdo de macrdfagos e producdo da enzima heme-oxidase 1, propds que
sangue com maior tempo de estocagem levaria a um estado inflamatério, ao passo que sangue
fresco levaria a um estado de imunossupressdao, com inducao de células Tres. Tal hipotese
ainda requer confirmacéo.

O tempo de estocagem foi avaliado em varios estudos e é objeto de quatro estudos
randomizados atualmente em andamento. As evidéncias disponiveis sugerem que o tempo de
estocagem pode ser um fator independente para maior mortalidade em pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca e trauma, embora alguns estudos ndo tenham demonstrado diferenca (130-
132). Por outro lado, estudo recente observou maior mortalidade no grupo que recebeu sangue
com menor tempo de estocagem (133). Tais divergéncias foram atribuidas novamente as
caracteristicas dos pacientes e de preparo dos hemocomponentes. Espera-se que 0s estudos
randomizados em andamento possam definir melhor essa questdo — embora estejam adotando
critérios diferentes para o calculo do tempo de estocagem (134).

Entre os quatro estudos randomizados atualmente em andamento para avaliar se 0
tempo de estocagem estd associado a piores desfechos, pelo menos dois irdo avaliar
marcadores inflamatérios e funcdo imune, esclarecendo muitas dessas questdes em diferentes
cenarios, incluindo prematuros, pacientes em ventilagio mecanica, cirurgia cardiaca e
criancas internadas em unidade de terapia intensiva (UTI) (135). Considerando os paises onde
os estudos estdo sendo realizados (Europa e Estados Unidos), onde a leucorreducao € utilizada
de maneira universal, algumas conclusdes importantes serdo prejudicadas.

Numero de unidades. Entre os diversos fatores estudados na inducao dos desfechos
desfavoraveis da transfusdo, o numero de unidades (volume transfundido) é citado
recorrentemente. Apesar de sua correlagdo com a gravidade dos pacientes, 0 maior volume
infundido poderia potencializar o efeito imunomodulatorio e pro-inflamatorio. Estudo
retrospectivo envolvendo 125.000 pacientes cirdrgicos avaliou o numero de unidades
deleucotizadas transfundidas no transoperatorio e desfechos de morbimortalidade. Apds

diversos ajustes, a transfusdo de 1 unidade de concentrado de hemécias aumentou o risco de
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mortalidade, pneumonia, sepse e demais desfechos, bem como evidenciou um efeito dose-
dependente, com incremento da mortalidade a cada nova unidade transfundida, resultado
semelhante ao obtido em estudo anterior com pacientes em ventilacdo mecanica (136, 137).

Leucorreducdo dos hemocomponentes. Os leucdcitos presentes na bolsa sdo
implicados em diversos efeitos deletérios da transfusdo. Classicamente, a diminuigdo da
sensibilizacdo para antigenos do HLA, a reagdo febril ndo hemolitica e a transmisséo de
citomegalovirus foram os beneficios alcancados com a desleucotizacdo universal. No inicio
da década, uma preocupacdo crescente com alguns resultados que evidenciavam aumento de
recorréncia de tumores, aumento de infeccGes e mortalidade associada a hemocomponentes
ndo leucorreduzidos, além de casos da doenga de Creutzfeldt-Jakob fez com que a maioria dos
paises desenvolvidos adotasse a leucorreducdo universal (138). Contudo, uma série de
questdes relativas aos beneficios versus custos, aliadas ao fato de que alguns efeitos deletérios
da transfusdo ndo foram modificados com essa pratica, mantém presentes as ddvidas sobre
seu real beneficio, ndo sendo mundialmente adotada, como é o caso no Brasil.

A leucorreducdo apresenta diversas particularidades e modalidades, motivo que torna
a comparacdo entre estudos questionavel. Apesar de haver padrdes de qualidade estabelecidos
para o produto filtrado, estes levam em consideracdo apenas o nimero de leucdcitos residuais,
apesar das evidéncias robustas de que parte dos efeitos deletérios das transfusGes advém da
liberacdo de citocinas na bolsa. Recente trabalho avaliou a presenca de inUmeras citocinas
relacionadas ao estresse oxidativo e senescéncia em unidades filtradas e néo filtradas. Houve
maior concentracdo nas unidades nao filtradas, embora as citocinas estivessem presentes em
ambas as amostras (139). Finalmente, Glenister e Sparrow avaliaram as citocinas derivadas de
plaquetas em unidades de concentrado de hemacias ap6s leucorreducdo e observaram
variacBes dependendo do tipo de filtro utilizado e outras caracteristicas relativas ao
processamento do sangue. Os autores recomendam que o nimero de plaquetas seja incluido

nos padrdes de qualidade do concentrado de hemécias leucorreduzido (140).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a proporgdo de células Trec antes e apos a transfusdo de concentrado de

hemacias em uma amostra de pacientes clinicos ndo imunossuprimidos

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a proporc¢édo de células Treg em pacientes pré-transfusdo, comparando-o0s
com individuos controle na populacdo estudada.

2. Avaliar o nimero total de linfdcitos nos periodos pré e pds-transfusdo

3. Correlacionar a variacao das células Treg com o volume transfundido (nimero de
unidades).

4. Correlacionar a variagdo de tais células com o tempo de estocagem.
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ABSTRACT

Background: Transfusion-related immunomodulation (TRIM) has been the object of
research since the 1970s, when transfusion before renal transplantation was found to prevent
allograft rejection, but its mechanism has yet to be fully elucidated. The recent description of
regulatory T cells (Tregs) has paved the way for a new understanding of this phenomenon,
which has major therapeutic implications.

Study design and methods: Patients with a variety of clinical conditions indicating packed
red blood cell (PRBC) transfusion were recruited consecutively. Pre- and post-transfusion Teg
levels were measured, and their potential correlation with number of units transfused and
length of storage assessed. All patients provided informed consent.

Results: There was a significant increase in the proportion of (CD4*/CD25"/FOXP3") Tregs
within 72h of transfusion. This increase correlated with the number of PRBC units transfused,
but not with length of storage.

Conclusion: An increase in Trq cell levels appears to follow transfusion of nonleukoreduced
PRBCs even in a heterogeneous sample, which highlights the clinical relevance of this
phenomenon. The influence of number of transfused units, but not length of storage,
corroborates the findings of previous non-clinical studies. Further research on the cellular and
molecular mechanism and clinical impact of TRIM effect in real-world settings is warranted.

Key words: Erythrocyte Transfusion; Immunomodulation; T-Lymphocytes, Regulatory
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INTRODUCTION

Allogeneic blood transfusion has been associated with increased graft survival after renal
transplantation, increased recurrence of tumors after surgical resection, increased infection
rate, and increased cardiovascular mortality, among other effects.’* The immunomodulatory
and proinflammatory effect of blood transfusion, known as the TRIM (transfusion-related
immunomodulation) effect, encompasses a broad range of changes that might contribute to
these phenomena, although definitive conclusions are still lacking. The complexity and
variability of clinical settings and differences in the endpoints, confounding factors, and blood
components used in previous studies justify their discordant results; in fact, some of these
parameters are the subject of ongoing randomized trials.”

In the 1990s, Sakaguchi et al. described a population of CD4" CD25" T cells with the ability
to prevent autoimmunity in a mouse model.® Since then, countless published studies have
focused on the immunosuppressant role of these cells and the importance of their role in post-
transplantation immune tolerance,”® in the prevention of florid inflammatory responses in

injury models® and in settings where alloantigen rejection could be harmful.*

Description of
the FOXP3 (forkhead box P3) transcription factor as a specific marker of T cells has
enabled more precise definition of Ty populations, which are characterized by rapid
turnover. 12

Evidence from animal models and studies of healthy volunteers has shown that PRBC
transfusion can induce a rapid increase in CD4"CD25"FOXP3" T cell levels and induce
immunosuppression. Baumgartner et al.™® tested supernatant collected from PRBCs stored for
1 or 42 days, leukoreduced or nonleukoreduced on day 0, and incubated for 5 days with
peripheral blood mononuclear cells from human volunteers and found that induction of T egs

only occurred in the presence of anti-CD3. These cells were able to suppress the proliferation

of human CD4'CD25" cells in vitro, and neither leukoreduction nor storage had any impact on
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this effect. Washed PRBCs did not induce Tegs, Which the authors interpreted as implicating
the plasma fraction."® Bernard et al.'* isolated T cells from healthy volunteers and incubated
these cells with leukoreduced allogeneic PRBCs (at different dilutions and stored for 5 days
or 6 weeks), in the presence of anti-CD3 or anti-CD28, for 72 hours. In vitro, PRBCs
suppressed proliferation of human and mouse T cells in a concentration-dependent manner,
with 90% of inhibition occurring at PRBC concentrations below those used in routine
transfusions. Again, length of storage had no impact on this suppressor effect. To assess
whether inhibition was dependent on soluble mediators or on the cell fraction, the authors
performed inhibition assays in transwell plates in which a 0.22-um membrane separated T
cells from PRBCs, and found that suppression occurred only in the presence of cell—cell
contact.**

Despite a reasonable body of evidence on the increase in Teq levels that occurs after PRBC
transfusion, there is a dearth of information on this phenomenon in real-world settings, where
transfusion is a routine practice in patients with a variety of conditions and disease states. The
immune and inflammatory status of these patients is substantially different from that seen in
animal models and even that of healthy volunteers, which hinders interpretation of results. In
the present study, we measured the proportion of Tgs before and after transfusion of
nonleukoreduced PRBCs in a sample of adult patients and assessed the potential correlation

between Teq levels, number of PRBC units transfused, and length of PRBC storage.

MATERIALS AND METHODS

Adult patients (age >18 years) admitted to the clinical wards of the participating hospitals and
for whom attending physicians had ordered PRBCs were invited to take part in the study after
providing written informed consent. We excluded patients with leukopenia (<4500

WBCs/pL), known HIV infection, a history of transfusion or surgery in the 30 days preceding
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study enrollment, scheduled surgery within 72 hours, or specific requests for
leukoreduced/irradiated blood (according to Brazilian standards, leukoreduction is not
mandatory in cases as those which constituted the sample). Blood samples were obtained
before transfusion and 72h thereafter for comparison of the percentage of Tegs. Length of
PRBC storage was also taken into account; when patients received more than one unit, the
length of storage of the oldest unit was considered for analysis. After collection of specimens
into EDTA and separation of white blood cells by Ficoll-Hypaque gradient (Sigma-Aldrich),
in accordance with manufacturer instructions, cells were labeled with anti-CD4, anti-CD25
and anti-FOXP3 antibodies (BD Bioscience) and analyzed by means of flow cytometry
(FACSCalibur, BD Bioscience). Two independent observers analyzed flow data using
CellQuest Pro/Paint-a-Gate Pro software (BD Bioscience), followed by calculation of median

values.

STATISTICS

The Wilcoxon test was used for analysis of individual changes in relative Tg, white blood
cell, and lymphocyte counts from baseline to 72h after transfusion, and the Mann—Whitney U
test, for between-group comparisons of the ratio of Tyegs to total lymphocytes before and 72h
after transfusion. Spearman’s rank correlation coefficient was used to test for association
between continuous variables, and Fisher’s exact test for the same purpose with categorical

variables. P-values <.05 were deemed significant.

RESULTS
The study sample comprised 29 patients (16 male and 13 female). Age ranged from 34 to 96
years, with 62% of patients being over the age of 60. The most common underlying

conditions at the time of admission were neoplasms (41%), renal failure (15%), diabetes
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(14%), and infection (10%). Table 1 describes the overall sample profile. Seven healthy
volunteers served as a control group for analysis of T4 levels. At baseline, there were no
significant differences between the Tg levels of controls and those of patients; this is
consistent with the existing literature.™ Table 2 shows median WBC counts and absolute and
relative lymphocyte counts in the pre-transfusion and post-transfusion groups; there were no
significant between-group differences.

At 72 hours after transfusion, the percentage of Tyegs had increased significantly from baseline.
This increase was not associated with sex or age (<60 or >60 years). Regarding the number of
units transfused and its potential association with increased T levels, the median increase in
Tregs Was 0.12% among patients who received one unit of PRBCs and 0.44% among patients
who received two or more units (p=0.017, Figure 1). There was no significant association
between length of storage, analyzed using several cutoffs (7, 15, and 21 days), and increase in
Treq levels. Length of storage did correlate weakly with the increase in T populations when

analyzed as a continuous variable (r=0.147, p=0.49).

DISCUSSION

The present study demonstrated an increase in regulatory T cells after transfusion of
nonleukoreduced PRBC in a heterogeneous, unselected patient population treated in a real-
world setting. This increase was detectable shortly (72 hours) after transfusion, which
corroborates the findings of animal studies in which induction of T4 populations occurred
rapidly.'? This observation is also consistent with the hypothesis that two distinct subsets of
Tregs €XisSt: naive Tregs, Which are produced in the thymus and divide slowly, and induced Tregs
(iTregs), peripheral cells which quickly acquire FOXP3 in the presence of antigen.'®!” We
observed a dose-dependent effect, with a greater increase in Trq levels among patients who

received more than one unit of PRBCs, corroborating previous in vitro and in vivo studies that
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suggested an association between transfusion of greater blood volumes and an
immunosuppressive effect.* Although the sample size was too small to permit definitive
conclusions, we found no association between length of PRBC storage and increase in relative
Treg levels, which corroborates the findings of previous studies.*®* Two ongoing investigations
designed to assess this important aspect of allogeneic blood transfusion may clarify the
association between length of storage and clinical outcomes.™® Despite recent progress,
elucidation of the molecular mechanisms whereby Tegs induce immunosuppression and of the

potential clinical applications of Tye requires further research,'*%
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TABLES

Table 1. Sample profile

Variable

n
Total sample (N) 29
Mean age (years) 64.9
Sex
Male 16
Female 13
Underlying condition
Infection 3 (10.3%)
Cancer 12 (41.4%)
Renal failure 5 (17.2%)
Diabetes 4 (13.8%)
Other 5 (17.2%)

59



Table 2. Results

Variable Category p
Pre-transfusion 72 hours after transfusion
Number of subjects (N) 26 24
WBC count (cells/pL)
Median 9000 11200 543
Range 3700-33900 4300-28900
Absolute lymphocyte count
Median 1463 1161.30 .063
Range 426.7-4644.3 472.6-3813.3
%Treg
Median 0.43 0.52 .003
Range 0.04-1.53 0.21-341
1 PRBC unit transfused > 2 PRBC units transfused
Number of subjects (%) 9 (37%) 15 (63%)
A%T regs, 0~72h*
Median +0.12 +0.44 017
Range —0.33to +0.49 —0.03to +2.12
Length of storage <21 days Length of storage > 21 days
Number of subjects (%) 19 (79%) 5 (21%)
A%T regs, 0-72h*
Median +0.27 +0.4
Range —0.25t0 +2.12 —0.33t0 +1.33 .83

*Change in the proportion of Ty Within the overall lymphocyte population from 0 to 72

hours.



FIGURE
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Fig. 1. % of Ty before transfusion and 72 hours post-transfusion (A); and change in T

levels according to number of units transfused (B).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O efeito imunomodulatério da transfusdo vem sendo objeto de estudo ha mais de 30
anos e, apesar de muitos aspectos ainda permanecerem desconhecidos, 0 assunto novamente
vem ganhando importéncia. A transfusdo de sangue é um procedimento comum nos hospitais
de todo o mundo, e, mesmo com o0 avango da tecnologia, ndo ha perspectiva de curto prazo
para sua substituicdo. O efeito imunomodulatério pode estar associado a desfechos
desfavoraveis, embora tal ocorréncia seja de dificil mensuracdo devido a variabilidade nos
hemocomponentes, critérios de incluséo e situagdes clinicas.

As células Treg sdo descritas como um dos mecanismos de tolerancia a antigenos
exogenos. A cada transfusdo, sdo inseridos no receptor centenas de antigenos estranhos que,
apesar da compatibilidade ABO, premissa basica para a transfusdo, devem ser tolerados ou
rejeitados pelo receptor, com potenciais repercussées clinicas. A compreensdo de tal
fendmeno é importante tanto para que sejam adotadas medidas de prevencdo quando para
reforcar a importancia do uso adequado dos hemocomponentes.

A demonstracdo de que a transfusdo de hemadcias esta associada a aumento das células
Trec €M uma populacao heterogénea reforca a importancia desse efeito de forma mais ampla.
E sabido que o ambiente inflamatdrio pode modificar essa resposta, e novos estudos poderao
particularizar esse efeito, bem como ampliar sua avaliagdo com técnicas moleculares em
diferentes situacBes clinicas e imunoldgicas (por exemplo, em pacientes com infeccdo e
cancer).

Ao se compreender 0s mecanismos que levam ao efeito imunomodulatério e, de certa
maneira, quantificd-los, pode-se adotar medidas preventivas baseadas no seu custo-
efetividade, além de subsidiar politicas de uso racional do sangue nos diferentes cenarios
clinicos. O avanco do conhecimento na area podera trazer novas perspectivas, especialmente
no tratamento de doencas autoimunes e no cancer, a exemplo do que ja vem ocorrendo na

terapia celular para a doenga do enxerto versus hospedeiro.



