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RESUMO

Introducdo: A asma é uma doenca com predominancia da presenca das células T
CD4 do tipo Th2, que afeta das criangcas e tem como principais caracteristicas a
inflamacé@o e hiperreatividade das vias aéreas. A asma apresenta dois fenotipos
principais dependendo da presenca de atopia. Ainda n&o foi totalmente descrito em
criancas asmaticas com idade escolar a presenca dos diferentes perfis de células
Thl, Th2, Th1l7 e Treg no sangue periférico, que podem estar relacionados com a
patogénese da doenca.

Objetivo: Avaliar o perfil fenotipico de células T CD4 em pacientes asmaticos
escolares do municipio de Porto Alegre/RS.

Métodos: Este foi um estudo transversal realizado com o recrutamento de criangas
com 09 a 15 anos de idade, asmaticas e controles. O sangue periférico foi coletado
e as células mononucleares foram separadas utilizando Ficoll e colocadas em
cultura com anticorpos anti-CD3/CD28. Apds 24hs as células foram marcadas com
anticorpos especificos para fatores de transcricdo para analise do perfil Thl, Th2,
Thl7 e Treg por citometria de fluxo e o sobrenadante foi recolhido para analise de
citocinas por CBA. No plasma foi realizada a analise de IgE especificas.

Resultados: Foram analisados 104 pacientes, sendo 12 controles e 92 asmaticos.
Os pacientes asmaticos atopicos apresentaram um perfil Th2 mais acentuado,
comparado com 0s nhdao-atopicos e controles atopicos. Quando analisamos as
células que expressam mais de um fator de transcricdo foi observado que os
pacientes asmaticos atOpicos apresentam maior frequéncia de células T CD4
positivas GATA3+FOXP3+, RORyT+GATA3+, GATA3+Tbet+ comparada com
pacientes néo-atopicos e controles atopicos. Analisando a severidade foi observado
uma frequencia maior de células T CD4+ RORyT+ GATA3+ em pacientes com asma
moderada comparado com pacientes com asma leve. O estimulo com anti-CD3 e
anti-CD28 nas células dos pacientes asmaticos atOpicos induziu mais um perfil Thl
enquanto que estimulo com DerP1 mudou o perfil de algumas células principalmente
de células Tregs e Thl7.

Concluséo: Este € o primeiro estudo em criangcas que analisa o perfil Thl, Th2,
Thl7 e Treg utilizando a marcacao de fatores de transcricdo por citometria de fluxo
em criancas asmaticas atépicas ou ndo-atépicas e controles. Encontramos um perfil
mais Th2 em criancas asmaticas atdpicas de acordo com a literatura.
Interessantemente as criancas nao-atOpicas nao apresentaram nenhum perfil
predominante. As criangcas com asma moderadas apresentam um perfil que
expressa ao mesmo tempo o fator de transcricdo RORgT e GATA3. Dependendo do
estimulo s&o induzidas diferentes fendétipos nas células deste grupo de pacientes
com asma.




ABSTRACT

Introduction: Asthma is a disease with predominant presence of CD4 Th2 cells that
affects children. The disease main characteristics is inflammation and airway
hyperreactivity. Asthma has two main phenotypes depending on the presence of
atopy. It was not yet fully described in asthmatic children of school age the presence
of different profiles of Thl, Th2, Th1l7 and Treg cells in peripheral blood, which may
be related to the pathogenesis of the disease.

Aims: To analyze the phenotypic of CD4 T cells in asthmatics children in Porto
Alegre/RS.

Methods: This was a croos-sectional study when it was recruited children between 9
to 15 years old, asthmatics and controls. The PBMCs were isolated using Ficoll and
the cells were cultured with anti-CD3/CD28antibodies, Derpl or left unstimulated.
After 24hs the cells were stained with antibodies specifics for transcription factors in
order to analyze Thl, Th2, Treg and Thl7 cells by flow cytometry and the
supernatant was collected for cytokine analysis by CBA assay. Plasma was used to
perform analysis of specific IgE.

Results: It was analyzed 104 patients, 12 controls and 92 asthmatics. Atopic
asthmatic patients presented higher frequency of Th2 cells compared with non-atopic
and atopic controls. When we analyzed cells expressing more than one transcription
factor it was observed that atopic asthmatics patients have a higher frequency of
CD4+GATA3+FOXP3+, CD4+RORyT+GATA3+ and CD4+GATA3+Tbet+ compared
with non-atopic patients and controls atopic. Analyzing the asthma severity it was
seen a higher frequency of CD4+RORyT+GATA3+ in patients with moderate asthma
compared with patients with mild asthma. Stimulating the cells from atopic asthma
patients with anti-CD3 and anti-CD28 induced more Thl profile while stimulating with
DerP1 protein changed the profile of the cells mainly to Th17 and Treg cells.

Conclusion: This is the first study in children that analyzes Thl, Th2, Treg and Th17
cells using the tag transcription factor by flow cytometry in asthmatic or atopic and
non-atopic controls. We found a Th2 profile in atopic asthmatic children according to
the literature. Interestingly non-atopic children showed no predominant profile.
Children with moderate asthma have a profile that expresses both the transcription
factor GATA3 and RORyT. Depending on the stimulus used it was induced different
phenotypes in the cells of this group of patients with asthma.
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1.1 APRESENTACAO

A asma alérgica € uma doenca heterogénea, caracterizada por inflamacéao
cronica e hiperresponsividade das vias aéreas (AHR) acompanhada de secrecéo de
muco. Ela é uma doenca que afeta mais de 300 milhdes de pessoas no mundo e
vem aumentando nos ultimos anos, principalmente no mundo Ocidental em que 10%
dos adultos e 30% das criancas sao afetados (1-3). Asma € dividida em asma
atOpica e nao-atépica. A asma atdpica € uma doenca com processo inflamatorio
liderada por citocinas produzidas por células T CD4 (4). Exemplos destas células
sdo: células Thl, Th2, Thl7 e Tregs, os quais tém auxiliado na inflamagao

eosinofilica, que é uma das caracteristicas da asma (5).

A asma nao-atopica ou nao alérgica (intrinsica), € similar a asma
atOpica, porém o0s pacientes asmaticos assim classificados apresentam teste
negativo para atopia, acabando por ndo envolver atopia no curso da doencga (6, 7).
Além disso, os pacientes ndo apresentam clinica nem histéria familiar de atopia,
além do baixo nivel de IgE (8). Outra caracteristica deste grupo é que 0s pacientes
geralmente sdo mais velhos e os sintomas tém inicio tardio, sendo mais
predominante no sexo feminino. Uma das diferencas entre pacientes atopico e néo
atopico foi observada em biopsias destes pacientes, em que o infiltrado de
macroéfagos era mais evidente em nao-atépicos quando comparado com atopicos (7,
9).

Cada subtipo de célula T CD4 esta envolvido em um aspecto do
desenvolvimento da doenga, a qual é caracterizada como uma doenca “Th2”. Depois
do contato com o alérgeno os niveis de IL-4, IL-13 sdo encontrados aumentados em
sujeitos asmaticos, produzidas pelas células do tipo Th2 que auxiliam a producéo de
imunoglobulina E (IgE) a resposta alérgica (10). Além disso, as células Thl
aumentam a resposta imune celular. Outro subtipo de células envolvida na patologia
da asma séo as células Thl7 que produzem citocinas IL17A-17F. Estas células
foram descritas em modelos murinos por serem resistentes ao uso de corticoides,
além de ser relatado como um importante mediador de asma severa por produzir
TNF-a. A IL-17 produzida por Th17 pode induzir e ativar os neutroéfilos e pode estar

envolvidas na promocao de propriedades da estrutura celular (11). Por fim, outro
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subtipo descrito como componente da fisiopatologia da asma séo as Tregs, em que
estudos revelaram que estas células tém uma influéncia direta na supressao de
células T efetoras. Devido a isso, este subtipo € caracterizado por inibir a expressao
do gene da IL-2, e essas células também suprem a asma alérgica induzida por
células Th2 (2).

Desta forma, a presente dissertacdo apresenta dois artigos relacionados com
diferentes fenétipos das células T CD4 com a asma, sendo que no CAPITULO I
apresenta-se um Artigo de Revisao “Células Th9 e Interleucina-9 na Patogenia

da Asma”.

No artigo de revisdo, foi descrito a influéncia de células Th9 e interleucina-9
na patologia da asma, bem como informacdes sobre este novo subgrupo de células

T helper, e novas descobertas em torno da interleucina-9 e asma.

As células Th9 podem expressar ambas IL-9 e IL-10, e a regulagdo destas
células é realizada pelo fator de transcricdo PU.1 (12). Também foi relatado sobre a
interleucina-9, que também é implicada na asma e como protecao contra infec¢bes a
nematodeo. A IL-9 é uma interleucina multifuncional, a qual é secretada por células
Th9 e que pode regular a inflamagédo cronica alérgica, além de promover o

crescimento de células T e a proliferacdo das mesmas(13).

No Capitulo Il desta dissertacdo serd apresentado o Artigo Original
“Caracterizacdao de Diferentes Expressdes Fenotipicas de Células T CD4 na
Asma Atoépica e Nao-atopica de Uma Populacdo de Escolares de Porto
Alegre/RS”.

Segundo a literatura, a maioria dos dados sugere que na asma as células
com papel central sdo as células Th2, porém diversos relatados incluiram mais trés
subtipos de células com participagcdo na patogenia da doenca, sendo eles: Thl,
Thl7 e Treg (13). Pensando nisto, este artigo original apresentou a presenca destas
células pela analise da expresséao do fator de transcricdo em pacientes asmaticos e
controles, além de relatar a plasticidade destas células correlacionando com a

gravidade da doenca nestes grupos de pacientes.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Estudos revelam que a asma néo alérgica é predominante em populacdes de
criangas de baixa renda no Brasil, em que influéncias ambientais tém influenciado a
maior ocorréncia da asma. Além disso, a asma nao-atopica € o fendtipo mais
prevalente entre as criancas da América Latina. Os estudos também apontam que
as células Thl7 encontram-se mais predominante em pacientes nao-atopicos, com
maior recrutamento de neutréfilos de acordo com a gravidade da doenca. E em

pacientes com fenotipo atopicos ocorre maior expressao de células Th2 (14, 15).

Estudos revelam que a asma pode ter células T CD4 especificas envolvidas
na sua patogenia além de podem terem como caracteristica a plasticidade em seu
fator de transcricdo onde pode desempenhar um papel modulando as doencas
inflamatorias (5). Baseando-se nas premissas apresentadas acima pretendemos
definir melhor os fendtipos da doenca em criancas para que entdo o tratamento e

conducédo da asma sejam de acordo com cada fendtipo da doenca.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

o Caracterizar os diferentes fenétipos de células T CD4, ou seja, Thi,
Th2, Th1l7 e Treg na asma atdpica e nao-atopica de uma populacéo de
escolares de Porto Alegre RS e correlacionar com severidade da

doenga.

1.3.2 Objetivos especificos

o Identificar e definir a prevaléncia dos fenotipos mais frequentes em

criangcas com asma, por meio da medida de IgE total e IgE especifica;

o Avaliar a frequéncia de células T CD4 do tipo Treg, Th2, Thl7 e Thl e
através das marcacdes dos seus respectivos fatores de transcricao:
Foxp3 GATA3, RORyt e Tbhet, com ou sem estimulo;

. Quantificar as citocinas produzidas por células mononucleares de
pacientes asmaticos atdpicos e ndo-atopicos apos desafio com

estimulos de células T e alérgenos in vitro;

o Correlacionar os fenétipos de células T encontrados nos pacientes

asméaticos com a severidade da doenca.




Referéncias 19

1.4 REFERENCIAS

10.

11.

12.

13.

14.

Barreto ML, Cunha SS, Fiaccone R, Esquivel R, Amorim LD, Alvim S, et al. Poverty,
dirt, infections and non-atopic wheezing in children from a Brazilian urban center.
Respir Res. 2010;11:167.

Dehzad N, Bopp T, Reuter S, Klein M, Martin H, Ulges A, et al. Regulatory T cells
more effectively suppress Thl-induced airway inflammation compared with Th2. J
Immunol. 2011;186(4):2238-44.

Jackson DJ, Sykes A, Mallia P, Johnston SL. Asthma exacerbations: origin, effect,
and prevention. J Allergy Clin Immunol. 2011;128(6):1165-74.

Bettiol J, Bartsch P, Louis R, De Groote D, Gevaerts Y, Louis E, et al. Cytokine
production from peripheral whole blood in atopic and nonatopic asthmatics:
relationship with blood and sputum eosinophilia and serum IgE levels. Allergy.
2000;55(12):1134-41.

Malmhall C, Bossios A, Radinger M, Sjostrand M, Lu Y, Lundback B, et al.
Immunophenotyping of circulating T helper cells argues for multiple functions and
plasticity of T cells in vivo in humans--possible role in asthma. PLoS One.
2012;7(6):e40012.

Pearce N, Pekkanen J, Beasley R. How much asthma is really attributable to atopy?
Thorax. 1999;54(3):268-72.

Humbert M, Menz G, Ying S, Corrigan CJ, Robinson DS, Durham SR, et al. The
immunopathology of extrinsic (atopic) and intrinsic (non-atopic) asthma: more
similarities than differences. Immunol Today. 1999;20(11):528-33.

Withrich B. Atopic dermatitis flare provoked by inhalant allergens. Dermatologica.
1989;178(1):51-3.

Bottcher MF, Bjurstrom J, Mai XM, Nilsson L, Jenmalm MC. Allergen-induced
cytokine secretion in atopic and non-atopic asthmatic children. Pediatr Allergy
Immunol. 2003;14(5):345-50.

Agrawal DK, Shao Z. Pathogenesis of allergic airway inflammation. Curr Allergy
Asthma Rep. 2010;10(1):39-48.

Al-Ramli W, Préfontaine D, Chouiali F, Martin JG, Olivenstein R, Lemiére C, et al.
T(H)17-associated cytokines (IL-17A and IL-17F) in severe asthma. J Allergy Clin
Immunol. 2009;123(5):1185-7.

Nowak EC, Noelle RJ. Interleukin-9 as a T helper type 17 cytokine. Immunology.
2010;131(2):169-73.

Soroosh P, Doherty TA. Th9 and allergic disease. Immunology. 2009;127(4):450-8.
Weinmayr G, Weiland SK, Bjorkstén B, Brunekreef B, Biichele G, Cookson WO, et al.

Atopic sensitization and the international variation of asthma symptom prevalence in
children. Am J Respir Crit Care Med. 2007;176(6):565-74.




Referéncias 20

15.

Pereira MU, Sly PD, Pitrez PM, Jones MH, Escouto D, Dias AC, et al. Nonatopic
asthma is associated with helminth infections and bronchiolitis in poor children. Eur
Respir J. 2007;29(6):1154-60.




2 CAPITULO Il

ARTIGO DE REVISAO




Artigo de Revisdo

22

2.1 ARTIGO DE REVISAO
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RESUMO

7

Objetivos: O objetivo deste estudo € revisar as principais informacdes sobre o

recente subtipo de células Th9 e interleucina-9 na patogenia da asma.

Fonte de dados: Foram pesquisados nas bases de dados Medline/Pubmed e OVID,
artigos originais publicados no periodo de 1997 a 2012, em inglés e espanhol,

utilizando os descritores selecionados.

Sintese de dados: A asma é um problema de saude publica e sua fisiopatologia
inclui subtipos de células da familia T helper, bem como suas respectivas citocinas.
A IL-9 é uma citocina produzida pelas células T CD4 através da ativacao de fatores
de transcricdo IRF4 e PU.1. Produzem IL9, as células Th2, mas principalmente
células Th9. Essa citocina esta envolvida na patologia da asma por aumentar a
hiperresponsividade das vias aéreas e liberar eotoxina pelas células epiteliais
pulmonares. Além disso, a inibicdo da producdo de IL-9 na asma ja vem sendo
estudada e relatada como um tratamento preventivo e inibitério no remodelamento

das vias aéreas de camundongos.

Conclusdes: Como ainda é escasso o tratamento da asma alérgica, a identificacéo
desse novo subgrupo de células T helper pode possibilitar novos tratamentos,
através da inibicdo da producédo de IL9, além de maior entendimento do seu

envolvimento no desenvolvimento da asma.

Descritores: Interleucina-9, células T helper e TGF- 3
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to review the key information about the recent

subtype of Th9 cells and interleukin-9 in the pathology of asthma.

Data source: It was surveyed in the databases Medline/Pubmed and OVID, original
papers published between 1997 and 2012, in English and Spanish, using the

selected descriptors.

Data synthesis: Asthma is a problem of public health, and its pathophysiology
includes subtype of cells of the T helper family and their respective cytokines. The
cytokine IL9 is produced by CD4 T cells by activation of transcription factors IRF4
and PU.1. Th9 mainly produce IL9, but Th2 can also secrete this cytokine. IL9 is
involved of pathology of asthma by increasing of airway hyperresponsiveness and
eotaxin release by lung epithelial cells. Moreover, inhibition of IL9 in asthma has

been studied and reported as a preventive and inhibitory airway remodeling in mice.

Conclusion: Nowadays, the discovery of new treatments for allergic asthma is a
necessity. Identification of this new subtype of helper T cells may provide a possibility
of new treatments, such as inhibiting the production of IL9. In addition, it can provide

a better understanding of Th9 involvement in the development of asthma.

Keywords: Interleukin-9, T helper cells, and TGF-3
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INTRODUCAO

A asma € um problema de saude publica mundial, especialmente prevalente
em criangas, que esta presente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e a
maior parte das mortes ocorre em paises de baixa renda. A asma é caracterizada
por hiperresponsividade das vias aéreas (AHR), recrutamento de leucdcitos

inflamatorios para os pulmdes e remodelamento tecidual (1).

A asma é dividida em asma atépica e asma ndo-atopica, conforme a presenca
ou ndo de atopia(2). Na fisiopatologia da asma, subtipos de células da familia T
helper (auxiliares), que constituem as células Thl, Th2, Thl7, Treg e Th9, de acordo
com a producao de citocinas, podem ter um papel fundamental no desenvolvimento

da doenga (3) (figura 1).

Historicamente, acreditava-se que apenas dois subtipos de células T helper,
Thl e Th2, desempenhavam papel importante nas doencas alérgicas (4). No
entanto, sabe-se que as células TCD4+ auxiliares diferenciam-se em subconjuntos
funcionalmente distintos apds encontrar o antigeno, e que essa heterogeneidade
funcional de células T € moldada por muitos componentes, tais como a for¢ca do sinal
inicial dos receptores de antigenos de células T, as citocinas e os fatores
epigenéticos (5). Partindo disso, essa idéia vem mudando desde a identificacéo de
um subtipo de células T que secretam IL-9 e que séo distintas de Thl, Th2, Thl7 e
Treg (6), bem como o pensamento de que as células Th2 eram preferencialmente
produtoras de IL-9, a qual € uma interleucina chave no desenvolvimento da asma
(7). Esse novo subtipo foi denominado de células Th9 aumentando assim o

entendimento da imunidade adaptativa (8).
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Fig.1. A diferenciacao de células T naive. Ap6s estimulagdo com alérgeno, estado das células e microambiente, as
células T naive se diferenciam entre células T helper de diferentes subtipos, sendo eles Thl, Th2, Thl7, Treg e Th9.
Cada um destes subtipos tem fatores de transcricdes e STATs especifico para seu destino de diferenciagdo, bem
como suas respectivas citocinas efetoras e suas fungdes.

A metodologia deste artigo foi através da selecao das referéncias baseadas
de artigos originais através de uma revisao das bases de dados MEDLINE/Pubmed
e OVID, publicados no periodo de 1997 a 2012, em inglés espanhol, utilizando os
termos interleucina 9, asma, células Th9 e TGF-B. Foram excluidas as referéncias
em que 0s autores nao tiveram acesso aos artigos na sua forma completa, além

daquelas referéncias em que os termos utilizados n&o eram completamente

abordados nos artigos (Figura 2).
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FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA
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Fig.2. Esquematizacdo da busca e sele¢céo de referéncias para o artigo de revisdo

Com bases nessas informacgdes, esta revisdo tem por objetivo esclarecer a

influéncia das células Th9, a qual foi descrita recentemente, e da interleucina

secretada por ela, a IL-9, para fornecer um melhor entendimento de seu mecanismo
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doenca e, por consequéncia, uma melhor conduc&o do tratamento por meio dessa

nova fisiopatologia.

FISIOPATOLOGIA DA ASMA

A asma é uma desordem crénica inflamatdria, rotulada como “Th2like”, por
diferenciar células TCD4 do tipo Th2, as quais secretam citocinas, como IL-4, IL-5 e
IL-13. A asma € causada pela combinacdo de fatores genéticos, ambientais e uma
resposta inapropriada a alérgenos, que geralmente tem seu inicio precocemente e
emerge como a doenca mais comum em criancas. Ela € caracterizada
fisiologicamente por hiperresponsividade bronquica e infiltracdo de células

inflamatorias nas vias aéreas, levando a intermitente obstrugdo das vias aéreas (9,

10).

As mudancas causadas pela asma incluem deposicdo de proteina na matriz
extracelular, como fibronectina, coldgeno e hipersecrecdo de muco, além da
proliferacdo de células no musculo liso das vias aéreas. Uma das principais
caracteristicas da asma é o remodelamento das vias aéreas, 0 qual esta associado
com a super-regulacédo dos fatores de crescimento pro-fibréticos, em particular TGF-
B (11). O remodelamento é explicado pela produgcdo excessiva de muco epitelial,
gue é a causa de obstrucdo das vias aéreas (10), o que é papel chave neste
processo de remodelamento (11). Na histologia, as vias aéreas de pacientes
asmaticos foram analisadas, e as mesmas mostraram infiltragdo de um grande
namero de células inflamatorias, causando um aumento da camada do musculo liso

das vias aéreas (12).

Essas caracteristicas acontecem porque ha um contato inicial da mucosa com

um alérgeno, o0 que inicia a producdo de anticorpos IgE pelas células B com a
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cooperacdo das células Th2. Depois de desafiados com alérgenos, os niveis de
citocinas Th2, IL-4 e IL-13 s&o encontrados nas vias aéreas de sujeitos asmaticos

com influxo de eosindfilos que contribuem para a inflamacéao alérgica na asma (3).

A producdo de IFN-y por células Th1 regula negativamente a sintese de IgE,
enquanto que II-9 estimula a producédo de IgE e o crescimento de mastécitos (13). O
aumento evidente de células Thl, e a interagcdo complexa entre essas células levam
a producdo de mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas e quimiocinas, a qual

desempenha um papel na patogenia da asma (14).

IL-9, TH9 E ASMA

Geralmente, estdo envolvidas nas desordens inflamatorias cronicas as
citocinas de células tipo Th2, como IL-5, IL-13 e IL-14. Entretanto, ndo muito tempo
atrads, Simonetta Baraldo citou que a interleucina-9 (IL-9) pode desempenhar um
importante papel nas doencas alérgicas das vias aéreas. Inicialmente, quando foi
descrita em meados do ano de 1980, a IL-9 foi identificada em células TCD4+
ativadas, e sua producéo era associada com a familia de citocinas Th2 (15, 16)
Nesse periodo de descobrimento da IL-9, ela foi caracterizada como um fator de
crescimento, diferenciacdo de células T e de mastdcitos (15) em modelos murinos

(17).

IL-9 € uma citocina derivada de células T com atividades pleiotrépicas e que
promove a proliferacdo e diferenciacdo de mastocitos e progenitores eritroides, a
sobrevida de eosindfilos in vitro, a proliferacdo de células T ativadas e diferenciadas,

e a producédo de imunoglobulinas de células B. Além dessas atividades, a IL-9 ainda
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regula a expressdo do receptor da IL-5 na superficie das células, causa
hipersecrecdo de muco por estimulacdo de metaplasia das células calciformes e a

expressao do gene mucina (9, 12).

Com o objetivo de maior esclarecimento em torno dessa interleucina, ela foi
mapeada juntamente com outras citocinas do tipo Th2, tais como IL-4, IL-5 e IL-13, e
identificou-se que ela esta localizada na regido 5931-gq33 do cromossomo 5 (18). Em
humanos, a proteina IL-9 é compreendida por 144 aminoacidos e tem 4 potencial de
locais de glicolizagado, tem 5 éxons e 4 introns, que se estendem por cerca de 4kB,
assim como em camundongos (17). A partir disso, um novo grupo de células T CD4
foi designado de células Th9, por também secretar IL-9. Esse novo fendtipo celular
tem atraido a atencdo de pesquisadores do mundo todo, pelo fato da IL-9 estar

associada com atividade pleiotropica, a qual favorece a asma alérgica (7).

Descritas recentemente, as células Th9 s&o consideradas as mais
consistentes células T secretoras de IL-9, que sdo geradas pela combinacdo dos
efeitos das citocinas TGF- e IL-4. Essas células s&o pro-inflamatoérias e parecem
estar presentes em um amplo espectro de doencas autoimunes e inflamatodrias, além
de produzirem grandes quantidades de IL-9 e IL-10 (19). Pelo fato do papel da Th9
ainda ndo ser bem esclarecido no sistema imune, alguns estudos, mostraram que a
IL-9 pode provocar inflamacéo, em particular apés a re-estimulagdo de Th9, e que a
existéncia de células Th9 se da pela presenca do fator de transcricdo PU.1, para que

as linhagens Th9 possam se desenvolver (20-22).

Segundo o estudo de Horka, os dados apresentados esclarecem que IL-9
derivada de Th9 esta envolvida no desenvolvimento das inflamac¢fes alérgicas dos
pulmdes (7), além de confirmar que a principal fonte de IL-9 € a mucosa brénquica

asmatica (23). Como as células Th9 que secretam IL-9 afetam a ocorréncia de
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inflamacfes alérgicas, estudos sobre o desenvolvimento dessas células foram
realizados. Os dados dos mesmos apresentam que, para essas ceélulas Th9 se
desenvolverem, necessita de multiplos sinais de equilibrio, tais como os fatores de
transcricao Interferon regulatory factor (IRF4), PU.1, os quais sdo essenciais além da

exposicao a TGF- e IL-4 (24).

O TGF-B é descrito como um direcionador no desenvolvimento das células
Thl e Treg (5), mas seu papel crucial esta na principal caracteristica de células Th2
e Th9, que é redirecionar a reprogramacéao das células Th2 em dire¢cao ao fenétipo
Th9 (25) Essa capacidade de reprogramacdo, chamada de plasticidade, € mais
evidente entre programas efetores, que s&o intensivamente relatados
funcionalmente com Th2 e Th9 e que ocorre pela capacidade de emitir uma sintonia
de repostas entre as duas células na decisdo da resposta imunitaria (5). Pelo fato
do TGF-3 ser a chave para derivar células Th2 para o destino Th9, Veldhoen et al
pesquisaram a dependéncia de TGF-B e IL-4 pelas células T secretoras de
IL-9, através de células TCD4 naive isoladas de camundongos. Segundo esse autor,
a deficiéncia na sinalizacdo em TGF-f3 faz com que ndo ocorra desenvolvimento de
células Th9, como fizeram com células TCD4+ isoladas a partir de camundongos

STATG6 knockout (5)

Além de todas as fungdes envolvidas em torno do desenvolvimento de células
Th9 secretoras de IL-9, o TGF-B € sugerido como inibidor da super- regulacdo de
IL-4 mediada por GATA-3,que depende da expressdo de STAT6. Pelo fato das
células Th9 secretoras de IL-9 ser um importante indutor dos sintomas asmaticos
dependentes de IL-4 (17), Goswami et al mostraram que IL-4 e STAT6 sao

requeridos para ativar IRF4 e potencializar outros fatores, tais como PU.1, o fator de
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transcricdo de células Th9 (26), o qual se liga diretamente no promotor IL-9 nas

células Th9 (21).

STAT6 tem a capacidade de neutralizar TGF-B e de dirigir a expressao de
IRF4, a qual é indispensavel para o desenvolvimento de células Th9. Isso é notavel
em camundongos deficientes de IRF4, que ndo sdo capazes de expelir
Nippostrongyrus brasiliensis, sugerindo que a producdo de IL-9 protetora,
presumidamente por células Th9, ndo é presente na auséncia de IRF4, podendo ser
a IRF4 um alvo promissor para o tratamento das doencgas crbnicas pulmonares (27,

28).

Segundo Goswami et al, o fator de transcricdo IRF4 mostrou um padréao
parecido de inducdo em células Th2 e Th9, embora a expressao desse fator fosse
mais elevada na diferenciacdo de células Th9 (29). O IRF4 é essencial para o
desenvolvimento de Th2, mas é crucial para o desenvolvimento e fungdo da IL-9
produzida por células Th9. Em um estudo que avaliou a contribuicdo de IRF4 para o
desenvolvimento de células Th9, foi observado que células Th9 expressaram
aumento na proteina IRF4, além disso, essa proteina dirige o desenvolvimento de
células Th9 por meio da ligacdo para o promotor de IL-9. Em camundongos
heterozigotos com deficiéncia de IRF4, apresentou um fendtipo intermediario,

concordando com os sintomas de asma (27).

Embora o fator de transcricdo PU. 1 e IRF4 serem associados com Th9, eles
ndo séo especificos de células Th9 e estdo envolvidos na indugédo de outras células
T, incluindo células Th2. Pensando nisso, num recente estudo realizado por Xiao et
al, uma nova molécula co-estimulatoria foi encontrada, a chamada OX40, a qual
potencializou e favoreceu a inducéo de células Th9. Foi visto que a ligacdo da OX40

com TGF-B e IL-4 converteu em torno de 80% de células TCD4+ em células Th9.
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Também foi observado que OX40 é um suporte de sobrevivéncia e proliferacdo de
células Th9, assim como também inibe Foxp3+Treg, por meio de uma variedade de
mecanismos para o controle da imunidade e da imunopatologia. Ela é associada
com a patogénese da colite auto-imune, encefalite auto-imune experimental, artrite,
asma e rejeicado de transplante. As células Th9 induzidas por OX40 foram diferentes

de outras células Th9 relatadas, que tinham expressdes elevadas de IL-9, sem

expresséo de outras citocinas Th2 ou Th9 (30).

Assim, as células Th9 podem desempenhar um papel de reguladoras da
patogénese versus mecanismo de protecdo em respostas imunes (31), além de
contribuir para a patologia da asma (27), sendo um importante estimulador para a
infiltrac&o de mastocitos, bem como promotor de inflamacé&o tecidual e producéo de

muco (32)

A hipotese de que a IL-9 pode desempenhar um papel prejudicial na patologia
da asma (33) se reforca pelo fato de que essa interleucina tem a possibilidade de
aumentar a hiperresponsividade (10). A acdo que a IL-9 exerce na
hiperresponsividade se da pelo mecanismo de interacdo entre o receptor da IL-9
(IL-9R) e seu préprio cognato, associado a receptores distintos (34), sugerindo
assim o efeito direto da IL-9 nos musculos das vias aéreas, além de sua influéncia
na liberacdo da eotoxina pelas células epiteliais dos pulmdes. Isso se confirma com
a aumentada expressao de IL-9 em pacientes asmaticos, quando comparados com
nao asmaticos (9), além de estar envolvida na resisténcia a parasitas, como

Trichurismuris(33).

O IL-9R é um heterodimero, constituido de ligante especifico de subunidade
de cadeia a (IL-9Ra) (34) e uma cadeia y comum, a qual € compartilhada com IL-2,

IL-7 e IL-15(5). Esse receptor esta localizado na regido pseudo-autossémica do
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cromossomo Y e X (xg28 e yql2). O IL-9R pertence a super familia do receptor da
hematopoetina e € expresso em células T, mastocitos, macréfagos, eosindfilos e
neutréfilos e que também vem sendo implicado na asma por essas suas

caracteristicas (9). Segundo Béttcher et al, a IL-9 e IL-9R podem ser lesivos a

D

diferenciagdo de células T humanas, eosindfilos e mastécitos. Esse receptor
expresso em células B de tonsilas (34), além da superficie das células dos musculos
lisos bronquiais das vias aéreas humanas, as quais sao sintetizadas pelos musculos

liso bronquial de pacientes asmaticos (12).

Uma caracteristica especifica do IL-9R € que ele ativa Janus Kinase e fatores
STATS, e esse receptor vem sendo demonstrado ser crucial no desenvolvimento de
células T e prevencao de apoptose. No entanto, seu papel mais especifico é na
estimulacao de fatores quimiotaticos pelas células epiteliais bronquicas e células dos
musculos lisos. Porém, processos derivados de mudancas funcionais no IL-9R
podem surgir de alteraces do aminoacido essencial para ativacdo de STAT e sua
sinalizacao, tais como Tirosina 116 e 336. Tais mudancas tém impacto nas doencas
alérgicas, como o aumento da expressdo de mMRNA IL-9 e aprimoram a

imunoreatividade de IL-9 e IL-9R (35).

Analises recentes em modelos animais, sobre a regido promotora do gene
IL-9, associam niveis de IgE e IL-9 e hiperresponsividade bronquica, sugerindo que
certas variagcdes genéticas no gene IL-9 podem predispor a asma (17). Tendo um
papel chave no desenvolvimento da alergia, a IL-9 pode atuar diretamente sobre o
IL-9R nos linfécitos B e regular a sintese de IgE (35). Por esse motivo, a IL-9 é
sugerida como uma candidata para a patologia da asma, baseando-se no
desequilibrio entre o total sérico de IgE e em marcadores relacionados com a

expressdo desse gene (10).
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Produzidas nas vias aéreas dos asmaéticos, a IL-9 dos mesmos foi avaliada
por deteccdo do mRNAde IL-9 nos tecidos pulmonares, apds serem desafiados com
alérgenos, segundo Devos et al. Nesse estudo, 24 voluntérios identificados como
asmaticos, utilizando RAST e imunoensaio de fluorenzima especifica de IgE, tiveram
as determinagOes das interleucinas IL-5, IL-13 e IL-9 realizadas por ELISA. Os
resultados desse estudo sugeriram que a producdo de IL-9 foi especialmente
induzida em PBMC de adultos hipersensiveis por estimulagdo com alérgenos e
associada com os titulos de IgE de alérgenos especificos. Identificou-se que a
producdo de IL-9 foi mais alta em individuos asmaticos que em atopia sem asma

(36).

Ja o estudo de Béttcher analisou os PBMCs de 18 criancas identificadas
como asmaticas, utilizando critérios definidos pelo estudo ISAAC (International Study
of Asthma and Allergies in Childhood), além de criancas controles. Utilizando o
método de ELISA, apés a estimulacdo das células com alérgenos, as citocinas
IFN-y, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 foram determinadas (13). Os resultados desse
estudo corroboram com os resultados obtidos por Devos et al, em que a producao
de IL-9 apresentou maior nivel nas criangas atdpicas, sendo associada apenas com
a asma atopica, provavelmente devido as suas propriedades indutoras de IgE (36).
Tendo como eixo os resultados desses dois estudos em humanos, observa-se que a
producdo de IL-9 tende a ser mais alta em individuos asméaticos do que em
individuos ndo asmaticos (13, 36), reforcando a interacdo entre a expresséao de IL-9

e atopia e asma (20).

Diversos estudos em camundongos foram realizados em torno da IL-9,
sugerindo o seu papel para predispor a asma. Segundo Namkung et al, a reducéo

na producdo de IgE foi apresentada em camundongos transgénicos devido a
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deficiéncia na IL-9 (17). J& outro estudo, em camundongos transgénicos e super-
expressando IL-9, sugeriu que essa citocina tem papel no desenvolvimento da
eosinofilia e hiperresponsividade nas vias aéreas e hiperplasia de mastdcitos (12).
Para ressaltar que a IL-9 é um importante mediador na patogénese da asma, Chiba
et al administraram intratraqueal IL-9 recombinante em camundongos naive apds o
desfio com OVA, para avaliar a funcédo de IL-9e correlacionar IL-9 com UGRP1, uma
proteina relacionada a uteroglobina secretada, de alta expressdo na traquéia,
brénquios e bronquiolos, porém seu papel funcional na fisiologia das vias aéreas
ainda € desconhecido. Sugere-se que possivelmente ela esteja envolvida na
patogenia da asma . Além de envolvida na asma, o estudo de Chiba mostrou que a
IL-9 esta envolvida na regulacdo bésica da UGRP1 nas vias aéreas de
camundongos e ainda regula a expressdo UGRP1 nesses animais, quando a IL-9 é

administrada pela via intranasal. Esses resultados aumentam a evidéncia de que

IL-9 é um importante mediador da patogénese da asma bronquica alérgica (14).

TRATAMENTO COM IL-9

Na asma alérgica, a inflamacdo é causada por diversas células, e as
mudancas ocorridas na asma incluem deposi¢cao de proteinas na matriz extracelular,
tal como fibronectina, coldgeno e tenascina, hipersecrecdo de muco e
remodelamento das vias aéreas. No entanto, atualmente, o tratamento tem efeito
potencial somente no remodelamento das vias aéreas e é feito com drogas anti-
inflamatorias, como os corticéides. Alem do uso de corticoides, o tratamento de

pacientes asmaticos envolve o uso de anti-histaminicos e anti-leucotrienos (11, 37).
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Além disso, segundo relatos, o que tem sido utilizado em criancas é o
Omalizumab, um anticorpo monoclonal recombinante humanizado anti-IgE,
recomendado para o tratamento de doengcas mediadas por IgE, e que foi aprovado
em 2005 (38). Além desses tratamentos, foi descrita também a terapia com
citocinas, principalmente com IL5, a qual € um inibidor de infiltracdo de esosinofilos
(39) bloqueada, e é a mais utilizada, por ser secretada pela principal célula envolvida
na patologia da asma. No entanto, ainda é necessario descobrir novos alvos
terapéuticos para a asma. (11). Pensando a respeito do tratamento e do fato de que
a IL-9 é especificamente super-regulada nos pulmdes ap0s a estimulacdo com
alérgenos (18), todos os estudos prévios foram limitados a examinarem os efeitos,
bloqueando a IL-9 em modelos inflamatérios agudo. No estudo de Kearley et al,
apos uma prolongada exposicdo a OVA, eles encontraram que os niveis de TGF-j3,
VEGF-B e FGF-2 ativados foram elevados nos tecidos pulmonares, e que a
neutralizacdo de IL-9 reduziu marcadamente a expressdo dessas trés citocinas,
sugerindo que isso seja um mecanismo modular potencial para efeito antifibrético de
pré-tratamento com anti-IL-9 (11). J& Staudt et al sugerem que a neutralizacdo de
IL-9 pode apenas revogar as propriedades indutoras da asma relacionadas as
células Th9, enquanto que as propriedades das células Th2 foram marginalmente

afetadas.

Os resultados do estudo de Horka e colegas indicam que a inibicdo da IL-9 &
uma abordagem mais prépria para o tratamento da asma. Outro estudo sobre o
tratamento, de Kearley et al, relatou que os camundongos pré-tratados com anti-IL-9
foram completamente protegidos contra o0 aumento da resisténcia total das vias
areas e resisténcia tecidual causado pela doenca, sugerindo que a inibicdo do

remodelamento das vias aéreas é associada com a melhora da funcdo pulmonar,
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isso, porque o bloqueio da IL-9 inibiu o desenvolvimento da inflamacdo das vias

aéreas em modelos animais de asma (7).

Outro achado interessante é que os camundongos com a IL-9 blogueada fez
com que o remodelamento das vias aéreas fosse prevenido, pois camundongos
tratados com anticorpo anti-IL-9 permaneceram completamente protegidos pelas
mudancas na deposicdo de colageno e resisténcia das vias aéreas. Isso ocorre
porque a IL-9 regulou o recrutamento de méstocitos progenitores (11), e porque o
tratamento com anticorpo anti-IL-9 inibe a inflamacdo eosinofilica e reduz a
hiperreatividade das vias aéreas em modelos animais com asma desafiados com
OVA (18). Esses dados sugerem que a inibicdo prolongada de IL-9 é requerida para
reduzir a atividade dos mastocitos e mediar os efeitos significativamente benéficos
nos pulmdes. O pré-tratamento anti IL-9 também protegeu camundongos do
remodelamento em inducéo croénica de HDM e inibiu 0 nUmero de mastdcitos, o qual

€ 0 eixo que regula a fibrose das vias aéreas (11).

Porém, novos tratamentos vém sendo estudados em torno da IL-9 e do novo
grupo de células T, pois, no estudo de Horka et al, os dados deixam claro que a IL-9
derivada de Th9 é proeminentemente envolvida no desenvolvimento das

inflamacdes alérgicas dos pulmades.

CONCLUSAO

A identificacdo desse novo subtipo de células T e suas funcdes e influéncia no
desenvolvimento da asma trouxeram um maior entendimento de seu mecanismo.

Além disso, esclareceu sobre a plasticidade de células Th2 e Th9. Outro ponto
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positivo foi a sugestdo de novos tratamentos por meio da inibicdo com anticorpo

anti-IL-9 para o bloqueio da inflamag&o nas vias aéreas.
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Caracterizacdo de Diferentes Expressdes Fenotipicas de
Células T CD4 na Asma Atbpica e Nao-atopica de Uma
Populacéo de Escolares de Porto Alegre/RS
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RESUMO

Introducdo: A asma é uma doengca com predominancia da presenca das células T
CD4 do tipo Th2, que afeta das criangcas e tem como principais caracteristicas a
inflamacdo e hiperreatividade das vias aéreas. A asma apresenta dois fenotipos
principais dependendo da presenca de atopia. Ainda n&o foi totalmente descrito em
criancas asmaticas com idade escolar a presenca dos diferentes perfis de células
Thl, Th2, Th1l7 e Treg no sangue periférico, que podem estar relacionados com a
patogénese da doenca.

Objetivo: Avaliar o perfil fenotipico de células T CD4 em pacientes asmaticos
escolares do municipio de Porto Alegre/RS.

Métodos: Este foi um estudo transversal realizado com o recrutamento de criancas
com 09 a 15 anos de idade, asméticas e controles. O sangue periférico foi coletado
e as células mononucleares foram separadas utilizando Ficoll e colocadas em
cultura com anticorpos anti-CD3/CD28por 24 hrs. Apés este tempo as células foram
marcadas com anticorpos especificos para fatores de transcricdo para analise do
perfil Thl, Th2, Thl7 e Treg por citometria de fluxo e o sobrenadante foi recolhido
para analise de citocinas por CBA. No plasma foi realizada a andlise de IgE
especificas.

Resultados: Foram analisados 104 pacientes, sendo 12 controles e 92 asmaticos.
Os pacientes asmaticos atépicos apresentaram um perfil Th2 mais acentuado,
comparado com 0s nao-atopicos e controles atdpicos. Quando analisamos as
células que expressam mais de um fator de transcricdo foi observado que os
pacientes asmaticos atopicos apresentam maior frequéncia de células T CD4
positivas GATA3+FOXP3+, RORyT+GATA3+, GATA3+Tbet+ comparada com
pacientes néo-atopicos e controles atopicos. Analisando a severidade foi observado
uma frequéncia maior de células T CD4+ RORyT+ GATA3+ em pacientes com asma
moderada comparado com pacientes com asma leve. O estimulo com anti-CD3 e
anti-CD28 nas células dos pacientes asméticos atopicos induziu mais um perfil Thl
engquanto que estimulo com DerP1 mudou o perfil de algumas células principalmente
de células Tregs e Thl7.

Concluséo: Este € o primeiro estudo em criancas que analisa o perfil Thl, Th2,
Th1l7 e Treg utilizando a marcacéo de fatores de transcricdo por citometria de fluxo
em criangas asmaticas atépicas ou ndo-atopicas e controles. Encontramos um perfil
mais Th2 em criangas asmaticas atopicas de acordo com a literatura.
Interessantemente as criangas nao-atopicas ndo apresentaram nenhum perfil
predominante. As criancas com asma moderadas apresentam um perfil que
expressa ao mesmo tempo o fator de transcricao RORyT e GATA3. Dependendo do
estimulo s&o induzidas diferentes fenétipos nas células deste grupo de pacientes
com asma
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ABSTRACT

Introduction: Asthma is a disease with predominant presence of CD4 Th2 cells that
affects children. The disease main characteristics is inflammation and airway
hyperreactivity. Asthma has two main phenotypes depending on the presence of
atopy. It was not yet fully described in asthmatic children of school age the presence
of different profiles of Thl, Th2, Th1l7 and Treg cells in peripheral blood, which may
be related to the pathogenesis of the disease.

Aims: To analyze the phenotypic of CD4 T cells in asthmatics children in Porto
Alegre/RS.

Methods: This was a croos-sectional study when it was recruited children between 9
to 15 years old, asthmatics and controls. The PBMCs were isolated using Ficoll and
the cells were cultured with anti-CD3/CD28 antibodies, Derpl or left unstimulated.
After 24hs the cells were stained with antibodies specifics for transcription factors in
order to analyze Thl, Th2, Treg and Thl7 cells by flow cytometry and the
supernatant was collected for cytokine analysis by CBA assay. Plasma was used to
perform analysis of specific IgE.

Results: Itwas analyzed 104 patients, 12 controls and 92 asthmatics. Atopic
asthmatic patients presented higher frequency of Th2 cells compared with non-atopic
and atopic controls. When we analyzed cells expressing more than one transcription
factor it was observed that atopic asthmatics patients have a higher frequency of
CD4+GATA3+FOXP3+, CD4+RORyT+GATA3+ and CD4+GATA3+Tbet+ compared
with non-atopic patients and controls atopic. Analyzing the asthma severity it was
seen a higher frequency of CD4+RORyT+GATA3+ in patients with moderate asthma
compared with patients with mild asthma. Stimulating the cells from atopic asthma
patients with anti-CD3 and anti-CD28 induced more Thl profile while stimulating with
DerP1 protein changed the profile of the cells mainly to Th17 and Treg cells.

Conclusion: This is the first study in children that analyzes Thl, Th2, Treg and Th17
cells using the tag transcription factor by flow cytometry in asthmatic or atopic and
non-atopic controls. We found a Th2 profile in atopic asthmatic children according to
the literature. Interestingly non-atopic children showed no predominant profile.
Children with moderate asthma have a profile that expresses both the transcription
factor GATA3 and RORyT. Depending on the stimulus used it was induced different
phenotypes in the cells of this group of patients with asthma.
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INTRODUCAO

A asma é uma desordem heterogénea das vias aéreas, em que as interacdes
genéticas e ambientais estdo envolvidas (1, 2), tendo como caracteristicas
fundamentais, a inflamacao, a hiperreatividade das vias aéreas, hipersecrecao de
muco e fibrose subepitelial, resultando em perda da fun¢c&o pulmonar (2, 3). Devido
a esse desfecho, pacientes asmaticos apresentam: dispnéia, sibilancia, dor no peito,
tosse e espirros continuos, sendo conseqliéncia da obstrucéo das vias aéreas (2, 4),
outra caracteristica da doenca é a liberacdo de potentes mediadores inflamatorios
(5). Porém, além dessas caracteristicas, a principal caracteristca é o
remodelamento das vias aéreas, o qual foi denominado assim, pelo fato de
alteracdes coletivas ocorrerem, tais como muco epitelial, metaplasia, a hipretrofia do
musculo liso e deposicdo aumentada de glicoproteinas de matriz subepitelial (4).
Por esse motivo que a manifestagao clinica da asma é dependente da severidade da

inflamacéo (6).

Por ser uma doenca heterogénea, a asma induz a expressao de diferentes
fenétipos, severidades, historia natural, atopia e resposta aos tratamentos (7). O
processo de desenvolvimento da asma inicia pelo contato de um alérgeno com a
mucosa, a qual instrui as células B a produzir anticorpos IgE, porém esse processo
€ dependente das células apresentadoras de antigenos (APCs) e da cooperacéao
entre as células B e células Th2 (6). Este processo de progresso inicial para asma é
relatada tipicamente como precoce, e emerge como a doenga mais comum entre as

criancas que geralmente ira persistir até a adolescéncia (8, 9).

Na asma a propria natureza da doenca influéncia nos diferentes fendétipos de
células TCD4, além da magnitude da resposta imune e pelas citocinas que por elas
sdo secretadas (10). Estdo envolvidas na fisiopatologia da asma, as linhagens de
células T helper, tais como Thl, Th2, Thl7 e Tregs, atuam de diversas maneiras na
patologia da asma, o que pode ser exibido pela plasticidade de seus fatores de
transcricdo (11, 12). Acreditava-se que apenas as células Thl e células Th2, as
qguais foram sub-classificadas em meados dos anos de 1980 conforme suas
atividades efetoras estivessem envolvidas, porém essa idéia mudou com as novas

células efetoras descritas nos ultimos anos, como, Th17 e Treg (13).
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A plasticidade das células envolve a expressdo coordenada dos seus
respectivos fatores de transcricdo, onde todas as células necessitam de um fator de
transcricdo para sua ativacdo (7). As células Th2 é o fendtipo de células mais
estudadas na asma, entretanto evidéncias mostram que células Thl possam estar
envolvidas no desenvolvimento da doenca. Esta hipotese foi demonstrada em um
estudo, onde ocorreu 0 aumento dos niveis de INF-y em pacientes com asma,
sugerindo uma resposta Thl (14, 15). Células Thl séo dirigidas por estimulacdo do
INF-y e IL12 que ativam STAT1 e STAT4, resultando na ativagdo do fator de
transcricdo Tbet, que por fim estimula as células T naive a tornarem-se células Thl.
A resposta destas células é em torno da imunidade de células contra patdégenos

intracelulares (13).

Na patologia da asma as células T helper estdo envolvidas, porém a principal
fendtipo relatado no processo da doenca séo as células Th2, as quais tém um papel
chave na patogenia da doencga, bem como as citocinas por elas secretadas: IL-4, IL-
5, IL-9 e IL-13. A IL-4 é uma importante citocina para a sensibilizacdo alérgica e
producdo de IgE, ja a IL-5 é uma citocina crucial para a sobrevivéncia eosinofilica
(16). Estas citocinas secretadas por células Th2 sdo codificadas em agrupamento de
genes no cromossomo 5 em humanos (17), e seu desenvolvimento ocorre por meio
da IL-4 que induz a ativacdo de STAT6 e a expressdo do fator de transcricdo
GATA3. Estas células Th2 estdo implicadas principalmente nas respostas alérgicas
(13).

O terceiro subtipo de células efetoras envolvidas na patogénese da asma sao
as células Thl7, uma linhagem de células TCD4 que secreta as citocinas IL17A a F
(18) e desempenham um importante papel nas varias doencas imunes. O papel
principal das Th1l7 é a habilidade direta no recrutamento e ativagéo de neutrofilos e
producdo de IL-8, ja indiretamente as células Thl7 induzem citocinas pro-
inflamatérias de epitélios das vias aéreas (13, 18). Estas células podem ser
consideradas como promotoras das respostas imunes e como uma célula
sinalizadora na alergia das vias aéreas e da asma, bem como relacionada com a
severidade da asma conduzindo para a inflamacdo neutrofilica na asma. Estas
células originam-se da ativacdo de TGF-f, IL-6, IL-1B, e IL-23 que induz o STAT3
que por sua vez induz a ativagdo do fator de transcricdo RORyt, induzindo a
producéo de células Th17 (13, 18).
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Outro subtipo de células T que tém sido sugeridos pelo seu papel na
patogenia da asma, sdo as células TCD4 regulatérias (Treg), as quais sao
consideradas como as principais reguladoras da resposta imune (15). Elas sé&o
caracterizadas pelos marcadores CD4 e CD25, e pelo fator de transcricdo FOXP3.
O efeito de supressdo destas células é importante no controle da resposta
inflamatoria na asma, reduzindo a asma severa (13, 19). Além do envolvimento das
células T na asma, outra caracteristica da doenca € sua classificacdo em asma
atopica e nao atopica de acordo com a predisposi¢cao a IgE, conforme a presenca ou
nao de atopia(10, 11).

Uma das caracteristicas da patogenia da asma como ja citado acima, se diz
respeito a inflamacéo crbnica, que em pacientes atopicos é mais potencializada
guando séo expostos ao alérgeno Dermatophagoides sp. (HDM). Este acaro € um
das fontes mais comuns de alérgenos em todo o mundo e considera-se que ele
atinge mais de 15-20% da populacéo dos paises industrializados (20, 21). Estudos
experimentais sugerem que o alérgeno HDM especifico para células Th2
desempenham um papel central na resposta inflamatéria alérgica induzindo a
producdo de alérgenos especificos para IgE, para o recrutamento de eosindfilos nos
tecidos, a facilidade do endotélio para o recrutamento de células inflamatérias para
os pulmdes inflamados, a producdo de muco e a modulagdo do musculo liso das

vias aéreas (22).

Pensando no que vém sendo sugerido sobre a plasticidade na diferenciacao
das células T e no papel na modulagédo de doencgas inflamatérias, nossa hipétese é
caracterizar os subtipos e células T, por meio dos seus fatores de transcricdo em
grupos de asméticos nao-atopicos, atOpicos e grupo controle, bem como
correlacionar com a severidade da asma de criangas escolares da cidade de Porto
Alegre/RS.

METODOS

Realizamos um estudo experimental transversal com o objetivo de
caracterizar os fenotipos de células T CD4 em uma populacdo de criancas

asmaticas, por meio dos fatores de transcricbes destas células. O estudo foi
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conduzido no Centro Infant, localizado no Instituto de Pesquisas Biomédicas do
Hospital Sdo Lucas da PUC - RS- Brasil. O centro é referéncia em pesquisas de alta
gualidade em doencas respiratérias, tecnologia e conhecimento. Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul sob o nimero CEP10/05084.

Foram incluidos no estudo escolares de 09 a 15 anos de idade da rede
publica e particular de ensino basico do municipio de Porto Alegre. Essas escolas
foram selecionadas a partir de sorteios realizados pelos préprios pesquisadores.
Apbs o sorteio, questionarios foram enviados aos responsaveis do escolar com
perguntas sobre o tema abordado. Neste questionario a asma foi definida como uma
tosse ou sibilancia sem resfriado nos ultimos doze meses, bem como o uso de
medicamentos para asma, sendo assim melhor caracterizada a selecdao da

populacdo asmética do estudo.

Os critérios de inclusdo para o estudo foram criancas diagnosticadas com
asma segundo os critérios apresentados pelos responsaveis apés o preenchimento
do questionario, as quais foram convidadas a participarem do estudo
imunofenotipico. Apos esta etapa, 0s responsaveis que concordaram a participacao
da crianca no estudo, realizaram uma entrevista e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido antes de qualquer procedimento com o infantil. O
guestionario dos aspectos clinicos das criancas foi baseado o usado pelo estudo de
ISAAC-fase Il, apés respondidos os questionarios, os estudantes foram submetidos

a coleta de sangue periférico.

Os critérios de exclusdo do estudo foram criangas em que 0s responsaveis
nao concordaram com a participacdo das mesmas no estudo, as criangcas que se
recusaram a coleta de sangue e aquelas em que a quantidade de sangue nao foi

suficiente para as realizagdes das andlises.

Coleta sanguinea: A coleta sanguinea foi realizada no proprio Instituto de
Pesquisas Biomédicas onde foram coletados 10 mL de sangue periférico venoso

com o uso de seringas heparizadas.

Preparacdo das populacdes de células mononucleares: O procedimento de
separacao das células por gradiente de densidade ocorreu no fluxo laminar, com

Histopaque 1119 e Histopaque 1077, com centrifugacédo a 700xg por 30 minutos a
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18°C. Apé6s a centrifugacdo foram coletados 3mL de plasma em eppendorfs
identificados para a andlise de IgE especifica, a qual foi realizada pelo laboratério
Imuno da cidade de Porto Alegre. Os alérgenos que foram analisados foram:
Periplaneta americana; pélo de cdao, gato, gramineas, fungos, Dermatofagoide
spteronyssinus, Dermatofagoides farinae, poélen, poeira e Blomiatropicalis. Foi
considerado paciente atopico, aqueles que apresentaram valor semi-quantitativo
acima de 0,79 para qualquer um dos alérgenos, através do teste doRAST in vitro no
soro. Além disso, foram coletadas as células mononucleares as quais foram
transferidas para tubos de Falcon de 15mL, e acrescentado sobre elas meio
RPMI1640 e centrifugadas por 10min a 1800rpm. Ap6s a centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado e a viabilidade das células foi avaliada através do
ensaio de exclusdo com corante vital azul de trypan diluicdo 1:10 em camara de
Neubauer. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas e congeladas em
10% de dimetil sulfoxido (DMSO)e 90% de soro bovino fetal (SBF) na concentracéo
de 8X10°células mononucleares por criotubo em 1mL, e armazenadas a -80°C até o

préximo processo.

Cultura de células: Para a cultura das células, as células mononucleares
foram descongeladas rapidamente a 37°C e o contetdo do criotubo foi transferido
para um tubo com 10 mL de meio RPMI sem soro, e centrifugadas por 10 min a
1800 rpm a temperatura ambiente. O pellet das células foi suspendido em 1mL de
meio RPMI (Cultilab) com 2% de SBF, e a viabilidade celular foi avaliada novamente
através do ensaio de exclusdo com corante azul de Trypan. As células
mononucleares foram suspendidas na concentracdo de 8X10° mL em meio RPMI
2% de SBF, e em seguida foram plagueadas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 2X10° células por poco em meio RPMI com 2% de SBF em 100uL
totalizando 3 pocos por paciente. Um dos pocos as células foram estimuladas por
24hrs com LPS (500ng/ml) para guardar o sobrenadante, outro com a proteina
DerP1 (11ug/ml), e outro pogo as células foram estimuladas por 24 hs com
anticorpos anti CD3/antiCD28 (2ug/ml) por 24 horas. Ap6s o tempo de incubagéo o
sobrenadante foi recolhido e armazenado em eppendorffs de 0,5mL para a posterior
analise das citocinas e com as células mononucleares realizamos a marcacao

celular de citometria de fluxo.
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Marcagéo para analises de citometria de fluxo: As células mononucleares
foram marcadas com anticorpos para a identificacdo dos fenétipos de células Thl,
Th2, Thl7 e Treg. Em cada poco da placa que as células estavam em cultura, foi
retirado o sobrenadante e foi acrescentado sobre as células 100uL de PBS 2% de
SBF contendo os anticorpos que marcam superficie: anti-CD4 PE Cy7 e anti-CD25
APCHY7. As células foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente no
escuro, apos foi adicionado 100uL de tampao de citometria em cada amostra,
centrifugamos por 5 minutos a 1500rpm. Desprezamos o sobrenadante e sobre as
amostras foram acrescentamos 200uL de tampdo de A de Foxp3 1X (BD
bioscience). Entdo as células foram incubadas por mais 10 minutos a temperatura
ambiente no escuro, e centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm e desprezamos 0
sobrenadante. Foram adicionados 200uL de tampéao de citometria em cada amostra,
e centrifugado por 5 minutos a 200rpm e desprezado o sobrenadante. O tampéao C
foi adicionado ao pellet em um volume de 50uL e incubamos por 20min a
temperatura ambiente no escuro. Realizada esta incubagéo, adicionamos sobre as
amostras 100uL de tampéo de citometria e centrifugamos a 1500rpm por 5 minutos,
apos, o sobrenadante foi desprezado e acrescentados 100uL de PBS 1X contendo
2% de SBF, com anticorpo que marcam os fatores de transcricdo: anti-Foxp3 Alexa
488, anti-GATA3 Alexa 648, anti-RORyT PE, anti-Tbet PerCP Cy5.5. As células
foram incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente no escuro, e
acrescentados 200uL de tampao de citometria em cada amostra. Novamente as
células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm e o0 sobrenadante foi
desprezado e acrescentados 150uL de tampao de citometria em cada amostra e foi

realizada a aquisi¢ao no citdbmetro de fluxo FACS Cantoll (BD bioscience).

Analises dos dados de citometria de fluxo: Os dados da citometria de fluxo

foram analisados e interpretados com o auxilio do programa FlowJo (TreeStar).

Cytometric Bead Array (CBA) Kit: Os sobrenadantes das células apés a
cultura celular foram utilizados para a realizacdo deste experimento. Primeiramente,
0os padrbes (‘standards’) de citocinas Thl, Th2 e Thl7 foram reconstruidos em
‘Assay Diluent- 2mL, que descansaram durante 15 minutos, a fim que os padrdes
reconstituidos se equilibrem antes de fazer as diluigdes. A diluicdo dos padrdes foi
seriada usando o ‘Assay Diluent. As proteinas reconstituidas foram gentilmente

misturadas com auxilio da pipeta. Entdo, identificamos oito tubos de citometria,
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identificando-os na ordem: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, e em seguida
foi pipetado 300 pL de Assay Diluent em cada tubo, e a diluicdo seriada foi realizada

conforme a figura abaixo, homogeneizando delicadamente.

Realizamos a preparacdo das beads adicionando 5ul de cada bead de
captura por tubo e identificamos, homogeneizamos com auxilio de um vortex e
pipetamos 25uL de mixed capture beads por tubo. No procedimento do ensaio,
adicionamos 25uL de beads para cada amostra nos tubos e adicionamos 25uL de
PE detection reagent, 25uL da diluigdo de Cytokine Standard (tubos dos controles
positivos), e 25uL de cada amostra aos respectivos tubos. Incubamos por 3 horas
em temperatura ambiente, protegendo da exposi¢éo direta da luz. Enquanto estava
incubando, preparamos o Cytometer setup. Apos as 3h de incubacdo: adicionamos
500uL de Wash buffer e centrifugamos a 200 xg por 5 minutos, e aspiramos
cuidadosamente o sobrenadante e desprezamos. Apos adicionamos 150uL de Wash
buffer em cada tubo para re-suspender o pellet, e por fim analisamos no citémetro

de fluxo.

Andlises dos dados do CBA: Os dados do CBA foram analisados e

interpretados com auxilio do programa do préprio fabricante (FCAP array).

Andlises Estatisticas: Para verificacdo de a amostra ter distribuicdo normal ou
nao-normal foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis qualitativas
ordinais com distribuicdo normal foram expressas através de médias com o
respectivo desvio-padrdo. As variaveis quantitativas nao-paramétricas entre grupos
independentes foram comparadas através do teste U Mann-Whitney e Kruskal-Wallis
com postest de Dunn’s, e em amostras relacionadas foi utilizado o teste de Friedman
com postest de Dunn’s. Os dados foram transcritos em uma planilhas Excell
Microsoft Office e posteriormente analisados através do programa SPSS versao 20.0

e pelo programa GraphPad® Prism 5 Software (USA).
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RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes

O total de pacientes deste estudo foi de 108 pacientes, porém dois foram
excluidos por amostra insuficiente. As caracteristicas clinicas e demogréficas dos

106 pacientes participantes do trabalho estdo demonstradas na tabelal.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes

Pacientes Controles Pacientes Asmaticos (n=94)
(n=12) Intermitentes Leves Moderados
(n=36) (n=41) (n=17)
Idade (anos) 11.20+1.34 11.96+1.27 11.90+1.32 12.47+£0.82
Sexo masculino/feminino 6/6 20/16 17/24 12/5
N3o atdpicos/atépicos * 4/8 18/74

* Para definir a atopia foi avaliado pelo exame de RAST o valor semi-quantitativo para a quantidade de IgE
especifica, referente aos alérgenos pesquisados, sendo classificado em classes, considerado negativo para
quantidades inferiores que 0,35, indefinido até valor 0,69 e acima deste valor classificado como positivo. Valores
das idades descritos em média e desvio padrao.

Frequéncia de células Thl, Th2, Thl7 e Treg em pacientes asméaticos e

controles

A expressédo dos fatores de transcricdo das células analisadas foi realizada
apos isolamento células mononucleares de pacientes. Na figura 1A esta
demonstrado em graficos de pontos a estratégia de Gates que foi utilizada para
fazer a analise da expressao dos fatores de transcricdo nas células T dos pacientes

e controles.

Os pacientes foram subdivididos em pacientes nao-atépicos e atdpicos,
conforme a presenca de atopia. As células dos pacientes foram estimuladas com
anticorpo anti-CD3/CD28 ou com somente meio de cultura como controle. Nos
pacientes asmaticos observamos uma maior freqiéncia das células Thl apos
estimulo comparando com o controle (Figura 1B). Ja em relacdo as células Th2 a
estimulacdo com anti-CD3/CD28 néo altera a expressdo do fator de transcricdo

GATA3 quando comparada com o controle (Figura 1C). Porém, quando analisadas
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as células entre os grupos, observamos que 0s pacientes asmaticos atdpicos tem
uma expressado superior do fator de transcricdo GATA3 comparado com o0s
pacientes ndo atopicos e com controles atopicos (Figura 1C). As células Thl7 nao
apresentaram diferenca significativa entre nenhum dos grupos (Figura 1D). Em
relacdo as células Treg, observamos que a estimulacdo com anticorpo anti-
CD3/CD28 aumenta a expressao do fator de transcricdo foxp3 comparado com o
controle (Figura 1E). Além disso, 0s pacientes asmaticos atdpicos apresentaram
uma frequiéncia de células T CD4 Foxp3+ aumentadas significativamente em relacéo

aos pacientes asmaticos ndo-atopicos quando estimuladas (Figura 1E).




Artigo Original 57

260K, . o . 250K ] 5 TBET, CD4 subset
. 195

200K7] : : 200K7] CD4, B5C-A subset

. Lymphocytes arn
K '
: 150K 7]

BEC-A

100K 7]

50K 7]

0 50K 100K 150K 200K 250K 10

5 5 5 | FOXP3, CD25 subset
10 GATAZ, CD4 subset 107 BORGT. CO4 subsat 1075,

k| 11,0 E 395

8103' 81U3' éma—
sz 1007 100
4 : E
WY T ™ ™ WY ™ ™ ™ E T LAk | LA § L}
0 3 5
w0 10 0 w1 10° 0 w0 10f
GATA3 RORGT FOXP3
s THL 8 TH2
S 15 o 157
n 8
© o L * 1
E © I i
3 3 *
E 8 10 * E 9 10 ok ! 1
gg | 8% b
5 + 3 *
+ 2 o3 S —
© E <E
': o 5 OO 5
< +
Ja) F
o a
@ (8]
ER 8 od
8 S Y N 2 RS RS RS S
U K
O v [¢) v @) v O v (@) U (@) % (¢ v [¢) 4y
& & & & 0 S S S &

o) o) o) o) o) o) o) 2
& & & & & & & &

Asmaticos Asmaticos  Controles Controles

Asmaticos Asmaticos Controles  Controles Asmatt T - Ontroie i
ndo-atépicos atopicos ndo-atépicos  atdpicos

ndo-atépicos atépicos néo-atépicos  atdpicos

D

[e] o
e TH17 <
° c TREG
0 159 "
3 g 15
@ K
E —_
£, g
7 101 =0 *
0 7 © 101
P e o]
g E &3 b
0% s g E [—
x o XS
K 28 ]
S %

a
g o s
S NS ) S B S @ @ -
3 [¢) SV [ v O v @) W
o] Q Q 8
o o o o o E > &% & o,tb & o'f’b > oq/‘b

& & & & © © O O O
o P P &P o
O O O o
Asmaticos  Asmaticos  Controles  Controles Asmaticos Asmaticos Controles Controles
nao-atpicos  atopicos N&o-atdpicos atopicos N3o-atpicos  atopicos ndo-atépicos atdpicos

Figura 1: Expresséo dos fatores de transcrigdo que determinam a diferenciagdo das células Thl, Th2, Th17 e Treg em
pacientes asmaticos e controles. Células mononucleares foram purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas
com ou sem estimulo de anti-CD3 e anti-CD28 e posteriormente marcadas com anticorpos marcadores de superficie para os
subtipos de células estudadas. A Frequéncia da expressao de fatores de transcricdo Tbet, GATA3, RORyt e Foxp3 em
PBMCs em plots de citometria de fluxo. B Grafico demonstrando as porcentagens de células Thl, em pacientes asmaticos
ndo-atdpicos e atopicos com células ndo estimuladas e estimuladas. C Grafico demonstrando a porcentagem de célulasTh2,
em pacientes ndo-atopico e atépico com células estimuladas e ndo estimuladas. D Grafico apresentando as porcentagens de
células Thl7 em grupos de pacientes ndo-atépicos e atopicos e entre células estimuladas e ndo estimuladas. E Grafico
demonstrando a porcentagem de células Tregs em pacientes ndo-atdpicos e atdpicos e células com estimulo e sem estimulo.
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Andlise dos fatores de transcri¢cfes relacionados com a severidade da asma

A frequéncia das células Thl estd aumentada significativamente quando
estimulada com anticorpos anti-CD3/CD28 em comparacdo com o0 controle sem
estimulo nos pacientes asmaticos intermitentes ndo-atépicos e atopicos, nos leves
atopicos e no moderado atépicos (Figura 2A). Além disso, 0s pacientes asmaticos
leves atdpicos apresentaram uma maior frequéncia de células Thl estimuladas

comparando com pacientes leves ndo-atopicos (Figura 2A).

Quando analisamos as células Th2 observamos uma porcentagem de
expressdo maior do fator de transcricdo GATA3 nos pacientes atdpicos leves
comparados com pacientes ndo-atépicos leves (Figura 2B). Além disso, observamos
gue o0s pacientes intermitentes possuem uma maior frequéncia de células
TCD4+GATA3+ quando estimuladas comparado com o controle sem estimulo
(Figura 2B).

As células Thl7 ndo apresentaram diferenca alguma entre os grupos nem
entre a estimulagdo celular (Figura 3C). A frequéncia das células Treg esta
aumentada significativamente quando estimulada com anticorpos anti-CD3/CD28 em
comparacdo com o controle sem estimulo nos pacientes asmaticos intermitentes
nao-atdpicos e atopicos, nos leves atopicos e no moderado atopicos (Figura 3D).
Além disso, na figura 3D, os pacientes asmaticos leves atdpicos apresentaram uma
maior frequéncia de células Treg estimuladas comparando com pacientes leves néo-

atopicos.
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Figura 2: Anélise da expresséo de fatores de transcricdo conforme a severidade da asma. Células mononucleares foram
purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas com ou sem estimulo de anti-CD3 e anti-CD28 e posteriormente
marcadas. A Grafico demonstrando a porcentagem das células CD4+ Thet+ em pacientes asmaticos atopicos e nao
atépicos. B. Grafico apresentando a porcentagem de células TCD4+GATA3+ e, pacientes asmaticos. C. Gréfico
demonstrando a porcentagem de células TCD4+ RORyt+ em pacientes asmaticos ndo-atépicos e atdpicos. D. Gréfico

apresentando a porcentagem de células TCD4+ Foxp3 + em pacientes asmaticos.

A relacdo entre a frequéncia de pacientes atOpicos e ndo-atépicos com a

gravidade da doenca esta demontrado na tabela 2.
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Tabela 2 - Dados relacionando a atopia e gravidade da doenca

Grupos Gravidade Intermitentes Leves Moderados
da doenca

50% (n=9) 44,4% (n=8) 5,6 (n=1)
Asmaticos nao-
atépicos

35,2% (n=26) 43,2% (n=32) 21,6% (n=16)

Asmaticos atopicos

Expressdo da frequéncia de células TCD4+ positivas para mais de um fator de

transcricdo em pacientes asmaticos e controle

Recentemente ficou-se sabendo da plasticidade das células TCD4+ em
relacdo a expressdo do seu fator de transcricdo e da sua influéncia na modulagao
das doencas inflamatérias, deste modo, decidimos avaliar a expresséao de células
positivas para mais de um fator de transcricdo nestes pacientes. A figura 3A
demonstra a estrategia de gates utilizada para analise das células duplo-positivas
para os fatores de transcricdo. Observamos que a frequéncia das células duplo-
positivas que expressavam o fator de transcricdo GATA3 independente do outro
fator de transcricdo concomitante expresso estava aumentada nos pacientes
asmaticos atépicos comparado com como no grupo dos controles atdpicos e
asmaticos ndo-atdpicos. Além disso, observamos que a frequéncia das células T
CD4 duplo-positivas para RORyt+ e Tbet+; Foxp3e Tbhet+ quando estimuladas estao
significantemente aumentadas em relagcdo ao controle sem estimulo nos grupos de

pacientes asmaticos nao-atopicos e atopicos (Figura 3D e 3F).
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Figura 3. Analise das células duplo-positivas para fatores de transcricdo em pacientes asmaticos e controles,
ndo-atépicos e atépicos. Células mononucleares foram purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas
conforme descritos na legenda da Figura 1, e entdo analisados as porcentagens de células duplo-positivas. A. Figura
demonstrando a expresséo de células duplo-positivas por citometria de fluxo. B. Porcentagem de células duplo-positivas
Foxp3+RORyt+ em pacientes asmaticos e controles. C. Graficos apresentando a porcentagem de células duplo-positivas
Foxp3+GATA3+ em pacientes asmaticos e controles. D. Porcentagem de células Foxp3+Tbet+ em pacientes asmaticos e
controles E. Este gréafico apresenta a porcentagem de células duplo-positivas RORyt+GATA3+ em pacientes asmaticos e
controles. F. Porcentagem de células duplo-positivas RORyt/Tbet em pacientes controles e asmaticos. G. Grafico com as
porcentagem de células duplo-positivas GATA3+Tbet+ em pacientes asmaticos e controles.

Caracterizacao da relacédo das células duplo-positivas para mais de um fator de

transcricdo com a severidade da asma

Como as células T CD4 duplo-positivas para fatores de transcricdo

responsaveis pela diferenciacdo dos fendtipos celulares podem estar envolvidas na
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modulacdo da asma, nods avaliamos estas células em relacdo a gravidade da
doenca. Na figura 4, observamos uma maior frequéncia das células T CD4
RORyt+Foxp3+; Foxp3+GATA3+; Foxp3+Tbet+; RORgT+GATA3+; RORgT+Tbet+;
GATA+Tbet+ quando estimuladas com os anticorpos anti-CD3/CD28comparada com
controle sem estimulo nostrés grupos de gravidade da asma avaliados. A frequéncia
das células duplo-positivas Foxp3+Tbet+ estimuladas esta diminuida nos pacientes
asmaticos leves comparados com paciente asmaticos moderados, sugerindo que a
diminuicdo desta populacdo esteja relacionada com uma maior severidade da
doenca (Figura 4C). Na figura 4D esta demonstrado a frequéncia das células duplo-
positivas RORyt+GATA3+, onde foi observado um aumento da expressdo destes
fatores de transcricdo nas células ndo estimuladas no grupo dos pacientes
moderados em relagcdo aos pacientes leves sugerindo que o0 aumento desta

populacédo possa estar envolvido com a maior severidade da doenca.
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Figura 4. Analise das células duplo-positivas para fatores de transcrigdo em pacientes asmaticos de acordo com a
severidade.Células mononucleares foram purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas conforme descritos na
legenda da Figura 1. A. Porcentagem de células duplo-positivas RORyt+Foxp3+ estimuladas e ndo estimuladas de pacientes com
asma intermitente, leve e moderada. B. Gréafico de células duplo-positivas Foxp3+GATA3+ com estimulo e sem estimulo de
pacientes asmaticos com diferentes graus de severidade. C. Células duplo-positvas Foxp3+Thet+ em pacientes asmaticos com
severidades distintas. D. Graficos demonstrando células duplo-positivas RORyt+GATA3+ em pacientes com asma, intermitente,
leve e moderada, estimuladas e ndo estimuladas. E. Porcentagem de células duplo-positivas RORyt+Tbet+ estimuladas e nido
estimualdas de pacientes asmaticos intermitente, leve e moderado. F. Grafico apresentando a porcentagem de células duplo-
positivas GATA3+Tbet+ em pacientes asmaticos com graus de severidade distintos.
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Concentragédo de citocinas no soro de citocinas de pacientes asmaticos e controles

A andlise da concentracdo de citocinas secretadas pelas células Thl, Th2,
Thl7 e Treg, foram realizadas com um numero inferior que as analises anteriores,
sendo analisados 14 pacientes asmaticos e 15 pacientes controles. As células dos
pacientes foram estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 ou com somente meio
de cultura, como controle e o sobrenadante da cultura foi coletado apds 24hs para
analise de citocinas por citomentria de fluxo. Ao analisar a concentragdo da citocina
IL-2, observamos que as células estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28,
apresentaram uma maior concentracdo desta citocina em relacdo as células néo
estimuladas, independente se o paciente é asmatico ou controles. Porém, ao
comparar a concentracdo desta citocina entre os dois grupos, notamos que a
guantidade de IL-2 foi superior nas células sem estimulo dos pacientes asmaticos,

em relacdo aos pacientes controles (Figura 5A).

A IL-4 apresentou uma maior expressdo nas células que receberam
estimulacdo com anticorpo anti-CD3/CD28, comparado com as células nao
estimuladas, tanto em pacientes asmaticos como nos controles (Figura 5B).
Analisando citocina IL-6, observamos uma maior concentracdo no sobrenadante
guando células sdo estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 em pacientes
asmaticos comparado com controles (Figura 5C). Na figura 5D, observamos que a
diferenca na maior concentracdo de IL-10 ocorreu no sobrenadante de células sem

estimulo de pacientes asmaticos comparado com pacientes controles.

Quando analisada a producdo de IL-17A, observamos que as células
estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 apresentaram uma maior concentracao
desta citocina no sobrenadante quando comparada com células sem estimulo de
pacientes asmaticos (Figura 5E). Aléem disso, esta citocina apresentou uma maior
concentracdo no sobrenadante de células sem estimulo de pacientes asmatico,
guando comparado com pacientes controles (Figura 5E). Na figura 5F notamos que
o INF-y, apresentou maior concentragdo no sobrenadante das células que sofreram
estimulacdo com anticorpo anti-CD3/CD28, quando comparadas com células sem

estimulo, independentemente se o0 paciente era asmatico ou controle.
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Completando as analises das citocinas produzidas por células TCD4+ no
presente estudo, analisamos a citocina TNF-a, e observamos que as células quando
estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28, apresentaram uma maior concentragao
no sobrenadante desta citocina, quando comparado com células controles tanto em

pacientes asmaticos como em pacientes controles (Figura 5G).
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Avaliagdo do perfil das células Thl, Th2, Thl7 e Treg com estimulo da proteina

DerP1 em pacientes asmaticos atopicos

Avaliamos a alteracéo do perfil de células TCD4+ quando estimuladas com a
proteina DerP1 do HDM. Foram analisados 5 pacientes sabidamente positivos para
IgE especifica para HDM. A analise realizada de células TCD4+Tbet+, demonstrou
que a estimulacdo celular com anticorpo anti-CD3/CD28, leva a uma maior
frequéncia do fator de transcricdo Tbet+ quando comparada com células sem
estimulo como com células estimuladas com a proteina Derpl (Figura 6A). Porém,
analisando as células Th2, observamos que a estimulagcdo com anticorpo anti-
CD3/CD28, ou a estimulagcdo com a proteina Derpl ndo altera a expressdo destas
(Figura 6B). As células Th1l7 apresentaram uma maior expressao do seu fator de
transcricdo RORyt, quando as células foram estimuladas com a proteina Derp1
comparando com as ceélulas sem estimulo (Figura 6C). Quando analisamos as
células Tregs, observamos que as células estimuladas com a proteina Derpl
aumentam a frequéncia de expressao de Foxp3 tanto quando comparadas com as
células estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28, como com as células sem

estimulo (Figura 6D).

Do mesmo modo analisamos as alteragcdes do perfil das células duplo-
positivas para mais de um fator de transcricdo quando estimuladas com a proteina
Derpl. Observando o perfil celular, constatamos que apés estimulacdo com a
proteina Derpl ocorreu um aumento da freqliéncia das células duplo-positivas
FOXP3+RORyt+ quando comparado com as células estimuladas com anticorpo anti-
CD3/CD28 (Figura 6E). Outro perfil analisado foi das células duplo-positivas para os
fatores de transcricdo RORyt+GATA3+, as quais apresentaram uma maior
frequéncia quando estimuladas com a proteina Derpl comparada com células
estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 (Figura 6F).
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Figura 6. Analise das células estimuladas com DerP1 em pacientes asmaticos e controles. Células
mononucleares foram purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas conforme descritos na
legenda da Figura 1. A-D. Graficos demonstrando a porcentagem Thl, Th2, Thl7 e Tregs em pacientes
asmaticos atépicos, com células estimuladas com DerP1, anticorpo antiCD3/antiCD28 e sem estimulo algum. E-
F. Graficos apresentando a porcentagem de células duplo-positivas Foxp3/RORyt e RORYt/GATA3
respectivamente, sem estimulo e com células estimuladas com anticorpo antiCD3/antiCD28 e estimuladas com
DerP1.
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DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que avalia células T helper circulantes de pacientes
asmaticos subdividos entre atopicos e ndo-atopicos. A analise foi realizada através
de citometria de fluxo, para identificar a expressdo de seus fatores de transcricao:
Tbet, GATA3, RORyT e FOXP3 ou aquelas células que co-expressavam dois desses
fatores de transcricdo, e avaliou as citocinas mais prevalentes secretadas por
células estimuladas com anti-CD3/CD28 pelo método de CBA. Sabemos que as
células T desempenham diversos fatores na asma e exercem um papel fundamental
na patogenia da mesma. Além disso, segundo Lloyd, a plasticidade das células T
pode ser definida por um simples fator de transcricdo, podendo ocorrer durante o
estagio da doenca depois da estimulacao alérgica ou depois da exacerbacéo, sendo
gue o risco dessas criancas desenvolverem ou ndo hiperreatividade alérgica
depende diretamente da diferenciacdo e funcdo das sub-populacbes de células T
(23, 24).

No presente estudo mostramos que apenas a expressao de GATA3 ou
multipla expressao deste fator de transcricdo foram os que apresentaram diferencas
significativas entre pacientes asméaticos e controles. Também apresentando maior
expressdo em pacientes asmaticos atdpicos em relacdo ndo topicos independente
do estimulo empregado. Confirmando que asmaticos atépicos tém um perfil Th2. Um
estudo realizado no ano de 2012 confirmou o0 presente estudo, pois eles
apresentaram a super-expressao tanto do fator de transcricdo GATA3 em células T,
a qual é uma marca da resposta Th2 em pacientes asmaticos atopicos, assim como
a expressdo de citocina IL-4. E este aumento de células Th2 pode causar

desequilibrio nas Th1/Th2 e nos pacientes controles (7).

Ao analisar a expressdo de células Thl, observamos que em pacientes
controles atdpicos e ndo atopicos a expressao dessas células se manteve no estado
basal tanto em células estimuladas quanto a células né&o-estimuladas. Porém
guando analisamos este processo em pacientes asmaticos, constatamos que o
estimulo anti-CD3/CD28, tende a aumentar a expressédo de células Thl, tanto em
asmaticos atdpicos como em asmaticos nao-atopicos. Ja Malmhall et al, néo

encontrou diferenca significativa entre os niveis de células Thl de pacientes
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asmaéticos e controles (7). O estudo de Pereira relatou apenas que células Thl, esta
associada a asma nao tépica e com controles, o que foi diferente em nosso estudo,
pois 0 aumento da expressao de Thet ocorreu em asmaticos apos o estimulo (15).
Se tratando de expressao de fator Thet e severidade da doenca, as células Thl
foram mais evidentes em pacientes com severidade leve. Este episédio pode ser
devido ao desequilibrio Th1/Th2 relatado anteriormente. Além disso, isto pode estar
relacionado com o estimulo empregado, pois quando estimulamos as células de
pacientes asmaticos com a proteina Derpl encontramos uma diminuicdo da
expressdo de Thbet comparado ao controle. Sugerindo que o estimulo do anti-

CD3/CD28 direciona as células dos pacientes para um perfil Th1.

Analisando as células Th17 observamos que ndo ocorreu diferenca entre os
pacientes asméticos e controles. Também n&do encontramos diferencas quando
analisamos pacientes asmaticos atdpicos e ndo-atopicos em relacdo a frequéncia
destas células. Este resultado contradiz o estudo de Wei et al, onde a expressao de
células Thl7 estava aumentada em pacientes asmaticos comparadas com O0s
controles. Neste mesmo estudo foi analisada a IL-17 no plasma, assim como no
fluido bronco-alveolar de pacientes asméaticos e controles, e foi constatado que a
concentracdo de IL17 foi maior nos pacientes com asma. Estes dados corroboram
com o presente estudo em que a concentracdo de IL-17 foi maior em pacientes

asmaticos quando comparados com controles (25).

Recentemente em estudos com modelos murinos, foi mostrado que as células
Tregs suprimem as células Thl17 que medeiam a inflamac&o pulmonar, regulado
assim a inflamacé&o neutrofilica. No nosso estudo, observamos que a expresséo do
fator de transcricdo FOXP3+ foi expressiva em pacientes asmaticos atopicos apos a
estimulagcdo. Porém quando observamos a expressdo de células Tregs entre
pacientes asmaticos atopicos e nao-atopicos, verificamos que as células dos
asmaticos atépicos tém um nivel de expressividade de FOXP3+ maior que as
células dos ndo atbépicos quando estimuladas. Corroborando com o estudo de
Palomares et al, que apresentou dados semelhantes aos nossos, podemos sugerir
gue a baixa expressdo de células Thl7 tanto em pacientes asmaticos como em
controles, pode ser explicada pelo fato da fungdo supressora que as células Tregs

exerce sobre as células Th17, resultando em seu baixo nivel de expresséao (26).
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A fim de analisar a plasticidade das células T no presente estudo verificamos
a presenca de células duplo-positivas nos pacientes asmaticos e controles.
Analisamos a expressdo de células duplo-positivas Tbet+RORyT+, e verificamos
gue a expressividade da dupla-positividade destas células em pacientes asmaticos
apresentou um aumento significativo apds o estimulo com anti-CD3/CD28. Estudos
realizados, relatando a expressdo transcricionais de células Thet e Thl7 em
encefalomielites autoimune, relataram que células Thl7 inflamatérias podem
expressar RORyt juntamente com T-bet ou GATA3. Sendo constatado que nestes
estudos exprimentaisT-bet+RORyT+ sao altamente patogénicas, onde T-bet esta
associada com a patogenicidade, mesmo quando n&do ha INFy, o que pode ser
observado em nosso estudo, ja que a expressédo duplo-positiva destas células foram

significativas apenas em pacientes asmaticos (27, 28).

Sabe-se que células FOXP3+ podem expressar fatores de transcricdo como
T-bet, GATA3 e RORyT (29), o que foi constatado no presente estudo.
Porém, quando analisamos as possiveis diferencas de expressividade entre
pacientes asmaticos e controles co-expressando FOXP3+ RORyT+, podemos
observar que ndo ocorreu diferenca significativa entre eles, tanto com células
estimuladas como em néo estimuladas, o que nao foi concordante com o estudo de
Malmhall, em que a co-expressdo destas células foram somente aumentadas em

pacientes asmaticos (7).

Para confirmar entdo a hipotese que o fator de transcricdo FOXP3+ co-
expressar outros fatores de transcri¢cdes, analisamos também FOXP3+T-bet+. Em
nosso estudo, esta co-expressividade foi aumentada em pacientes asmaticos
atopicos e ndo-atépicos quando as células destes eram estimuladas com anti-
CD3/CD28, diferentemente do estudo de Malmhéall em que este dado néao foi
aumentado em nenhum dos grupos de pacientes asmaticos analisados. Além disso,
nossos resultados foram diferentes de estudos em animais que mostraram que a
expressédo de T-bet nas células Tregs depois da infeccao, facilitou que estas células
suprissem células Thl inflamatorias (29, 30). Porém, se comparando outros estudos,
nossos resultados reforcaram o fato, de que as células podem perder a expressao

FOXP3 e adquirir a capacidade de produzir citocinas pré-inflamatérias (31, 32).

Pelo fato, do n&do requerimento de células Treg para a homeostase basal e

funcional, a expressdo de GATA3 em células Treg é crucial durante a resposta




Artigo Original 73

inflamatoria, onde é mantida a expressao de FOXP3 e limita a conversao de células
Treg para um fendtipo de células T efetoras (33). Pensando nisto, analisamos a
expressdo duplo-positiva de fatores de transcricdo FOXP3+GATA3+, a qual
apresentou uma expressao superior em células de pacientes asmaticos atopicos
guando estimuladas, além disso, em pacientes controles esta expresséao foi quase
nula. Este ocorrido é analisado em outro estudo, que mostram que a expressao de
GATA3+ em células Tregs é proposta por ser uma falta na resposta da estimulacao
do TCR sob condicbes neutras, enquanto que em condi¢des inflamatorias, a
expressdo de GATA3+ em Tregs limita a expressdo de fatores de transcricao

associado com diferenciacao de células T(34).

A plasticidade dos fendtipos de células T é ditada por influéncias ambientais,
sendo que no contexto de doencas alérgicas a exposicdo a alérgicos/atopia, a
genética, idade, historico de infec¢cdes, poluicdo ou dieta pode afetar a natureza dos
fenotipos de células T helper que desenvolve ap0s a exposicao a alérgenos(24). A
partir disto, também foi analisado a dupla-expressdo de fatores de transcricao
RORyt+GATA3+, pois os dois subtipos celulares promovem o recrutamento da
maioria de infiltrados inflamatérios ambos neutrofilicos e eosinofilicos, juntamente a
patologia pulmonar (35). Foi apresentado no presente estudo que a expressao dupla
destes fatores de transcricdo foi superior em pacientes asmaticos atdpicos em
relacdo aos demais grupos, bem como entre suas células quando estimuladas com
anti-CD3/CD28.

Pensando na primeira hipétese das funcbes de células T que seria entre
células Th1/Th2, a qual € um dos principais exemplos de co-expresséo de fatores de
transcricdo, em que células GATA3+ podem se reprogramar-se para expressar T-bet
e INF-y, em locais de infec¢des virais, resolvemos analisar esses achados em nosso
estudo (36). Analisamos que a expressao de duplo-positiva destes dois fatores de
transcricbes foi altamente expressiva em pacientes asmaticos atopicos quando
comparados com néo atépico, assim como o estudo de Manhéll et al. Outro estudo
gue analisou especificamente a reprogramacao de células Th2 e Thl, em animais
infectados com virus linfocitico coriomeningitis, demonstrou que apés 9 dias de
infeccdo com LCVM, a expressédo de IFN-y reduziu pela metade, possivelmente
pelo efeito inibidor de GATA3+, pois a expressdao de GATA3+ na presenga de IFNy

em células Th2 foi alta, assim como na auséncia do mesmo fator de transcricdo (36).
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Este € o primeiro estudo que avaliou células duplo-positivas em relacdo a
severidade da asma. Foi demonstrado recentemente que existe uma maior
expressédo das células Thet+GATA3+ em pacientes com asma com eosinofilia e uma
diminuigdo das células T GATA+RORyT+FOXP3+ (7). Foi demonstrado por Wang
et al em camundongos que células Th2 de meméria que produzem IL-17 promovem
a exacerbacdo da asma, além disso, estas células Th2 produtoras de IL-17 estéo
presentes em maior frequéncia em asmaticos atépicos que controles (35). Nosso
estudo demonstrou que pacientes asmaticos moderados apresentam maior
frequéncia de células duplo-positivas RORyt/GATA3 em células ndo estimuladas, e
ocorre um maior aumento destas células quando estimuladas com Derp1, sugerindo
um maior envolvimento destas células com a severidade e corroborando de certo

modo com o estudo de Wang.

Sabe-se que inalacdo de HDM causa o recrutamento de eosinéfilos para os
pulmdes (37). A estimulagdo de células com a proteina DerP1, mostrou que quando
estimulada com este alérgeno, o perfil das células Thl estimuladas mudam,
passando a ndo expressar niveis altos de T-bet. Esta caracteristica de supresséo da
expressdo de células Thl quando estimulada com este alérgeno, torna uma
caracteristica de alta expressao do fator de transcricdo T-bet apenas quando estas
células sdo estimuladas com anti-CD3/CD28, e ndo com um alérgeno especifico de
atopia. O grupo contendo apenas fator de transcricdo GATAS3, quando estimulado
com Derpl ndo alterou seu perfil e nem mudou suas caracteristicas basais entre
células estimuladas ou ndo estimuladas. Porém, quando analisadas as células co-
expressando outro fator de transcricao tal como RORyT+GATA+, o perfil destas
células apresenta uma expressao superior quando estimuladas com Derpl se
comparando com células ndo estimuladas, ou estimuladas com anti-CD3/CD28,
assim como quando analisado os fatores de transcricdo FOXP3+RORyT. Nossos
dados sugerem que dependendo do estimulo que as células recebem a modulacéo
do perfil de células T CD4 pode ser alterado inclusive das células duplo-positivas.
Mais estudos sdo necessarios para entender todos 0s mecanismos e as rotas
celulares envolvidas nesse processo de modulacdo do fenétipo das células T CD4
na asma e a real funcdo das células duplo-positivas na severidade da doenca.
Entendendo melhor os mecanismos envolvidos podem ser desenvolvidos novos

medicamentos tendo como alvo a modulacéo dos fenétipos das células T CDA4.
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4.1 CONCLUSOES

Os resultados presentes neste estudo reforcam a questdo de a asma
atopica é designada uma “doencga Th2”, porém reforgca a questdo de que a
fisiopatologia da asma tem mais grupos de células T helper envolvidas. Além
disso, a questdo da atopia influéncia muito na patologia da asma, assim como
a maior expressdo de determinadas células assim como a plasticidade das

mesmas.

A plasticidade das células T pode auxiliar a elucidar a heterogeneidade e
a variacao no fenotipo clinico que é observado em pacientes com asma como
as respostas imunes individuais adotadas. Pesquisas futuras nesta area
poderdo encontrar alvos especificos celulares bem como suas fungbes em
relacdo a terapias. Estes encontrados apontam que as células T helper séo
fenotipicamente distintas, porém a capacidade delas para a plasticidade né&o

deve ser ignorada nas doencas inflamatérias.

Nossos dados sugerem que dependendo do estimulo que as células
recebem a modulacdo do perfil de células T CD4 pode ser alterado inclusive
das células duplo-positivas. Quando néo estimuladas as células tem um perfil
especifico, a estimulacdo com anticorpo anti-CD3/CD28 ou com DerP1, induz
mudanca de perfil. As citocinas nos demonstraram muito pouco ainda, pois o n

precisa ser aumentado para obtermos conclusdes mais concisas.




