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RESUMO 

 

Introdução: A asma é uma doença com predominância da presença das células T 
CD4 do tipo Th2, que afeta das crianças e tem como principais características a 
inflamação e hiperreatividade das vias aéreas. A asma apresenta dois fenótipos 

principais dependendo da presença de atopia. Ainda não foi totalmente descrito em 
crianças asmáticas com idade escolar a presença dos diferentes perfis de células 
Th1, Th2, Th17 e Treg no sangue periférico, que podem estar relacionados com a 

patogênese da doença. 

Objetivo: Avaliar o perfil fenotípico de células T CD4 em pacientes asmáticos 

escolares do município de Porto Alegre/RS. 

Métodos: Este foi um estudo transversal realizado com o recrutamento de crianças 

com 09 a 15 anos de idade, asmáticas e controles. O sangue periférico foi coletado  
e as células mononucleares foram  separadas utilizando Ficoll e  colocadas em 
cultura com anticorpos anti-CD3/CD28. Após 24hs as células foram marcadas com 

anticorpos específicos para fatores de transcrição para análise do perfil Th1, Th2, 
Th17 e Treg por citometria de fluxo e o sobrenadante foi recolhido para analise de 
citocinas por CBA. No plasma foi realizada a análise de IgE específicas. 

Resultados: Foram analisados 104 pacientes, sendo 12 controles e 92 asmáticos. 
Os pacientes asmáticos atópicos apresentaram um perfil Th2 mais acentuado, 

comparado com os não-atópicos e controles atópicos. Quando analisamos as 
células que expressam mais de um fator de transcrição foi observado que os 
pacientes asmáticos atópicos apresentam maior frequência de células T CD4 

positivas GATA3+FOXP3+, RORγT+GATA3+, GATA3+Tbet+ comparada com 
pacientes não-atópicos e controles atópicos. Analisando a severidade foi observado 
uma frequencia maior de células T CD4+ RORγT+ GATA3+ em pacientes com asma 
moderada comparado com pacientes com asma leve. O estímulo com anti-CD3 e 

anti-CD28 nas células dos pacientes asmáticos atópicos induziu mais um perfil Th1 
enquanto que estímulo com DerP1 mudou o perfil de algumas células principalmente 
de células Tregs e Th17. 

Conclusão: Este é o primeiro estudo em crianças que analisa o perfil Th1, Th2, 
Th17 e Treg utilizando a marcação de fatores de transcrição por citometria de fluxo 

em crianças asmáticas atópicas ou não-atópicas e controles. Encontramos um perfil 
mais Th2 em crianças asmáticas atópicas de acordo com a literatura. 
Interessantemente as crianças não-atópicas não apresentaram nenhum perfil 

predominante. As crianças com asma moderadas apresentam um perfil que 
expressa ao mesmo tempo o fator de transcrição RORgT e GATA3. Dependendo do 
estimulo são induzidas diferentes fenótipos 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 Th1, Th2, Th17 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, Derp1 or left unstimulated. 
After 24hs the cells were stained with antibodies specifics for transcription factors in 
order to analyze Th1, Th2, Treg and Th17 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+RORγT+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+RORγT+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 Th1 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 Th1, 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 RORγT. 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 APRESENTAÇÃO 

 

 

A asma alérgica é uma doença heterogênea, caracterizada por inflamação 

crônica e hiperresponsividade das vias aéreas (AHR) acompanhada de secreção de 

muco. Ela é uma doença que afeta mais de 300 milhões de pessoas no mundo e 

vem aumentando nos últimos anos, principalmente no mundo Ocidental em que 10% 

dos adultos e 30% das crianças são afetados (1-3). Asma é dividida em asma 

atópica e não-atópica. A asma atópica é uma doença com processo inflamatório 

liderada por citocinas produzidas por células T CD4 (4). Exemplos destas células 

são: células Th1, Th2, Th17 e Tregs, os quais têm auxiliado na inflamação 

eosinofílica, que é uma das características da asma (5). 

A asma não-atópica ou não alérgica (intrínsica), é similar a asma 

atópica, porém os pacientes asmáticos assim classificados apresentam teste 

negativo para atopia, acabando por não envolver atopia no curso da doença (6, 7). 

Além disso, os pacientes não apresentam clínica nem história familiar de atopia, 

além do baixo nível de IgE (8). Outra característica deste grupo é que os pacientes 

geralmente são mais velhos e os sintomas têm início tardio, sendo mais 

predominante no sexo feminino. Uma das diferenças entre pacientes atópico e não 

atópico foi observada em biopsias destes pacientes, em que o infiltrado de 

macrófagos era mais evidente em não-atópicos quando comparado com atópicos (7, 

9). 

Cada subtipo de célula T CD4 está envolvido em um aspecto do 

desenvolvimento da doença, a qual é caracterizada como uma doença “Th2”. Depois 

do contato com o alérgeno os níveis de IL-4, IL-13 são encontrados aumentados em 

sujeitos asmáticos, produzidas pelas células do tipo Th2 que auxiliam a produção de 

imunoglobulina E (IgE) a resposta alérgica (10). Além disso, as células Th1 

aumentam a resposta imune celular. Outro subtipo de células envolvida na patologia 

da asma são as células Th17 que produzem citocinas IL17A-17F. Estas células 

foram descritas em modelos murinos por serem resistentes ao uso de corticóides, 

além de ser relatado como um importante mediador de asma severa por produzir 

TNF-α. A IL-17 produzida por Th17 pode induzir e ativar os neutrófilos e pode estar 

envolvidas na promoção de propriedades da estrutura celular (11). Por fim, outro 
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subtipo descrito como componente da fisiopatologia da asma são as Tregs, em que 

estudos revelaram que estas células têm uma influência direta na supressão de 

células T efetoras. Devido a isso, este subtipo é caracterizado por inibir a expressão 

do gene da IL-2, e essas células também suprem a asma alérgica induzida por 

células Th2 (2). 

Desta forma, a presente dissertação apresenta dois artigos relacionados com 

diferentes fenótipos das células T CD4 com a asma, sendo que no CAPÍTULO II 

apresenta-se um Artigo de Revisão “Células Th9 e Interleucina-9 na Patogenia 

da Asma”. 

No artigo de revisão, foi descrito a influência de células Th9 e interleucina-9 

na patologia da asma, bem como informações 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 regulação destas 

células é realizada pelo fator de transcrição PU.1 (12). Também foi relatado sobre a 

interleucina-9, que também é implicada na asma e como proteção contra infecções a 

nematódeo. A IL-9 é uma interleucina multifuncional, a qual é secretada por células 

Th9 e que pode regular a inflamação crônica alérgica, além de promover o 

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

No Capítulo III desta dissertação será apresentado o Artigo Original 

“Caracterização de Diferentes Expressões Fenotípicas de Células T CD4 na 

Asma Atópica e Não-atópica de Uma População de Escolares de Porto 

Alegre/RS”. 

Segundo a literatura, a maioria dos dados sugere que na asma as células 

com papel central são as células Th2, porém diversos relatados incluíram mais três 

subtipos de células com participação na patogenia da doença, sendo eles: Th1, 

Th17 e Treg (13). Pensando nisto, este artigo original apresentou a presença destas 

células pela análise da expressão do fator de transcrição em pacientes asmáticos e 

controles, além de relatar a plasticidade destas células correlacionando com a 

gravidade da doença nestes grupos de pacientes. 
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1.2 JUSTIFICATIVA 

 

Estudos revelam que a asma não alérgica é predominante em populações de 

crianças de baixa renda no Brasil, em que influências ambientais têm influenciado a 

maior ocorrência da asma. Além disso, a asma não-atópica é o fenótipo mais 

prevalente entre as crianças da América Latina. Os estudos também apontam que 

as células Th17 encontram-se mais predominante em pacientes não-atópicos, com 

maior recrutamento de neutrófilos de acordo com a gravidade da doença. E em 

pacientes com fenótipo atópicos ocorre maior expressão de células Th2 (14, 15). 

Estudos revelam que a asma pode ter células T CD4 específicas envolvidas 

na sua patogenia além de podem terem como característica a plasticidade em seu 

fator de transcrição onde pode desempenhar um papel modulando as doenças 

inflamatórias (5). Baseando-se nas premissas apresentadas acima pretendemos 

definir melhor os fenótipos da doença em crianças para que então o tratamento e 

condução da asma sejam de acordo com cada fenótipo da doença. 



Objetivos 

 

18 

1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo geral 

 

 Caracterizar os diferentes fenótipos de células T CD4, ou seja, Th1, 

Th2, Th17 e Treg na asma atópica e não-atópica de uma população de 

escolares de Porto Alegre RS e correlacionar com severidade da 

doença. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar e definir a prevalência dos fenótipos mais freqüentes em 

crianças com asma, por meio da medida de IgE total e IgE específica; 

 Avaliar a frequência de células T CD4 do tipo Treg, Th2, Th17 e Th1 e 

através das marcações dos seus respectivos fatores de transcrição: 

Foxp3 GATA3, RORγt e Tbet, com ou sem estímulo; 

 Quantificar as citocinas produzidas por células mononucleares de 

pacientes asmáticos atópicos e não-atopicos após desafio com 

estímulos de células T e alérgenos in vitro; 

 Correlacionar os fenótipos de células T encontrados nos pacientes 

asmáticos com a severidade da doença. 
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RESUMO 

 

Objetivos: O objetivo deste estudo é revisar as principais informações 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 período de 1997 a 2012, em inglês e espanhol, 

utilizando os descritores selecionados. 

Síntese de dados: A asma é um problema de saúde pública e sua fisiopatologia 

inclui subtipos de células da família T helper, bem como suas respectivas citocinas. 

A IL-9 é uma citocina produzida pelas células T CD4 através da ativação de fatores 

de transcrição IRF4 e PU.1. Produzem IL9, as células Th2, mas principalmente 

células Th9. Essa citocina está envolvida na patologia da asma por aumentar a 

hiperresponsividade das vias aéreas e liberar eotoxina pelas células epiteliais 

pulmonares. Além disso, a inibição da produção de IL-9 na asma já vem sendo 

estudada e relatada como um tratamento preventivo e inibitório no remodelamento 

das vias aéreas de camundongos. 

Conclusões: Como ainda é escasso o tratamento da asma alérgica, a identificação 

desse novo subgrupo de células T helper pode possibilitar novos tratamentos, 

através da inibição da produção de IL9, além de maior entendimento do seu 

envolvimento no desenvolvimento da asma. 

Descritores: Interleucina-9, células T helper e TGF- β 
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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-β 
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INTRODUÇÃO 

 

A asma é um problema de saúde pública mundial, especialmente prevalente 

em crianças, que está presente em países desenvolvidos e em desenvolvimento, e a 

maior parte das mortes ocorre em países de baixa renda. A asma é caracterizada 

por hiperresponsividade das vias aéreas (AHR), recrutamento de leucócitos 

inflamatórios para os pulmões e remodelamento tecidual (1). 

A asma é dividida em asma atópica e asma não-atópica, conforme a presença 

ou não de atopia(2). Na fisiopatologia da asma, subtipos de células da família T 

helper (auxiliares), que constituem as células Th1, Th2, Th17, Treg e Th9, de acordo 

com a produção de citocinas, podem ter um papel fundamental no desenvolvimento 

da doença (3) (figura 1).  

Historicamente, acreditava-se que apenas dois subtipos de células T helper, 

Th1 e Th2, desempenhavam papel importante nas doenças alérgicas (4). No 

entanto, sabe-se que as células TCD4+ auxiliares diferenciam-se em subconjuntos 

funcionalmente distintos após encontrar o antígeno, e que essa heterogeneidade 

funcional de células T é moldada por muitos componentes, tais como a força do sinal 

inicial dos receptores de antígenos de células T, as citocinas e os fatores 

epigenéticos (5). Partindo disso, essa idéia vem mudando desde a identificação de 

um subtipo de células T que secretam IL-9 e que são distintas de Th1, Th2, Th17 e 

Treg (6), bem como o pensamento de que as células Th2 eram preferencialmente 

produtoras de IL-9, a qual é 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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A metodologia deste artigo foi através da seleção das referências baseadas 

de artigos originais através de uma revisão das bases de dados MEDLINE/Pubmed 

e OVID, publicados no período de 1997 a 2012, em inglês espanhol, utilizando os 

termos interleucina 9, asma, células Th9 e TGF-β. Foram excluídas as referências 

em que os autores não tiveram acesso aos artigos na sua forma completa, além 

daquelas referências em que os termos utilizados não eram completamente 

abordados nos artigos (Figura 2). 

 

 

 

Fig.1. A diferenciação de células T naive. Após estimulação com alérgeno, estado das células e microambiente, as 

células T naive se diferenciam entre células T helper de diferentes subtipos, sendo eles Th1, Th2, Th17, Treg e Th9. 
Cada um destes subtipos tem fatores de transcrições e STATs específico para seu destino de diferenciação, bem 

como suas respectivas citocinas efetoras e suas funções. 
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FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2. Esquematização da busca e seleção de referências para o artigo de revisão 
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doença e, por conseqüência, uma melhor condução do tratamento por meio dessa 

nova fisiopatologia. 

 

FISIOPATOLOGIA DA ASMA 

A asma é uma desordem crônica inflamatória, rotulada como “Th2like”, por 

diferenciar células TCD4 do tipo Th2, as quais secretam citocinas, como IL-4, IL-5 e 

IL-13. A asma é causada pela combinação de fatores genéticos, ambientais e uma 

resposta inapropriada a alérgenos, que geralmente tem seu início precocemente e 

emerge como a doença mais comum em crianças. Ela é caracterizada 

fisiologicamente por hiperresponsividade brônquica e infiltração de células 

inflamatórias nas vias aéreas, levando à intermitente obstrução das vias aéreas (9, 

10).  

As mudanças causadas pela asma incluem deposição de proteína na matriz 

extracelular, como fibronectina, colágeno e hipersecreção de muco, além da 

proliferação de células no músculo liso das vias aéreas. Uma das principais 

características da asma é o remodelamento das vias aéreas, o qual está associado 

com a super-regulação dos fatores de crescimento pró-fibróticos, em particular TGF-

β (11). O remodelamento é explicado pela produção excessiva de muco epitelial, 

que é a causa de obstrução das vias aéreas (10), o que é papel chave neste 

processo de remodelamento (11). Na histologia, as vias aéreas de pacientes 

asmáticos foram analisadas, e as mesmas mostraram infiltração de um grande 

número de células inflamatórias, causando um aumento da camada do músculo liso 

das vias aéreas (12). 

Essas características acontecem porque há um contato inicial da mucosa com 

um alérgeno, o que inicia a produção de anticorpos IgE pelas células B com a 
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cooperação das células Th2.  Depois de desafiados com alérgenos, os níveis de 

citocinas Th2, IL-4 e IL-13 são encontrados nas vias aéreas de sujeitos asmáticos 

com influxo de eosinófilos que contribuem para a inflamação alérgica na asma (3).  

A produção de IFN-γ por células Th1 regula negativamente a síntese de IgE, 

enquanto que Il-9 estimula a produção de IgE  e o crescimento de mastócitos (13). O 

aumento evidente de células Th1, e a interação complexa entre essas células levam 

à produção de mediadores inflamatórios, incluindo citocinas e quimiocinas, a qual 

desempenha um papel na patogenia da asma (14). 

 

IL-9, TH9 E ASMA 

 

Geralmente, estão envolvidas nas desordens inflamatórias crônicas as 

citocinas de células tipo Th2, como IL-5, IL-13 e IL-14. Entretanto, não muito tempo 

atrás, Simonetta Baraldo citou que a interleucina-9 (IL-9) pode desempenhar um 

importante papel nas doenças 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 produção era associada com a família de citocinas Th2 (15, 16) 

Nesse período de descobrimento da IL-9, ela foi caracterizada como um fator de 

crescimento, diferenciação de células T e de mastócitos (15) em modelos murinos 

(17).  

IL-9 é uma citocina derivada de células T com atividades pleiotrópicas e que 

promove a proliferação e diferenciação de mastócitos e progenitores eritróides, a 

sobrevida de eosinófilos in vitro, a proliferação de células T ativadas e diferenciadas, 

e a produção de imunoglobulinas de células B. Além dessas atividades, a IL-9 ainda 
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regula a expressão do receptor da IL-5 na superfície das células, causa 

hipersecreção de muco por estimulação de metaplasia das células calciformes e a 

expressão 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 está localizada na região 5q31-q33 do cromossomo 5 (18). Em 

humanos, a proteína IL-9 é compreendida por 144 aminoácidos e tem 4  potencial de 

locais de glicolização, tem 5 éxons e 4 íntrons, 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 fenótipo celular 

tem atraído a atenção de pesquisadores do mundo todo, pelo fato da IL-9 estar 

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

Descritas recentemente, as células Th9 são consideradas as mais 

consistentes células T secretoras de IL-9, que são geradas pela combinação dos 

efeitos das citocinas TGF-β e IL-4. Essas células são pró-inflamatórias e parecem 

estar presentes em um amplo espectro de doenças autoimunes e inflamatórias, além 

de produzirem grandes quantidades de IL-9 e IL-10 (19). Pelo fato do papel da Th9 

ainda não ser bem esclarecido no sistema imune, alguns estudos, mostraram que a 

IL-9 pode provocar inflamação, em particular após a re-estimulação de Th9, e que a 

existência de células Th9 se dá pela presença do fator de transcrição 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 está envolvida no desenvolvimento das inflamações alérgicas dos 

pulmões (7), além de confirmar que a principal fonte de IL-9 é a mucosa brônquica 

asmática (23). Como as células Th9 que secretam IL-9 afetam a ocorrência de 
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inflamações alérgicas, estudos sobre o desenvolvimento dessas células foram 

realizados. Os dados dos mesmos apresentam que, para essas células Th9 se 

desenvolverem, necessita de múltiplos sinais de equilíbrio, tais como os fatores de 

transcrição Interferon regulatory factor (IRF4), PU.1, os quais são essenciais além da 

exposição a TGF-β e IL-4 (24).  

O TGF-β é descrito como um direcionador no desenvolvimento das células 

Th1 e Treg (5), mas seu papel crucial está na principal característica de células Th2 

e Th9, que é redirecionar a reprogramação das células Th2 em direção ao fenótipo 

Th9 (25) Essa capacidade de reprogramação, chamada de plasticidade, é mais 

evidente entre programas efetores, que são intensivamente relatados 

funcionalmente com Th2 e Th9 e que ocorre pela capacidade de emitir uma sintonia 

de repostas entre as duas células na decisão da resposta imunitária (5).  Pelo fato 

do TGF-β ser a chave para derivar células Th2 para o destino Th9, Veldhoen et al 

pesquisaram a dependência de TGF-β e IL-4 pelas  células T secretoras de            

IL-9, através de células TCD4 naive isoladas de camundongos. Segundo esse autor, 

a deficiência na sinalização em TGF-β faz com que não ocorra desenvolvimento de 

células Th9, como fizeram com células TCD4+ isoladas a partir de camundongos 

STAT6 knockout (5) 

Além de todas as funções envolvidas em torno do desenvolvimento de células 

Th9 secretoras de IL-9, o TGF-β é sugerido como inibidor da super- regulação de  

IL-4 mediada por GATA-3,que depende da expressão de STAT6. Pelo fato das 

células Th9 secretoras de IL-9 ser um importante indutor dos sintomas asmáticos 

dependentes de IL-4 (17), Goswami et al mostraram que IL-4 e STAT6 são 

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

células Th9 (21). 

STAT6 tem a capacidade de neutralizar TGF-β e de dirigir a expressão de 

IRF4, a qual é indispensável para o desenvolvimento de células Th9. Isso é notável 

em camundongos deficientes de IRF4, que não são capazes de expelir 

Nippostrongyrus brasiliensis, sugerindo que a produção de IL-9 protetora, 

presumidamente por células Th9, não é presente na ausência de IRF4, podendo ser 

a IRF4 um alvo promissor para o tratamento das doenças crônicas pulmonares (27, 

28). 

Segundo Goswami et al, o fator de transcrição IRF4 mostrou um padrão 

parecido de indução em células Th2 e Th9, embora a expressão desse fator fosse 

mais elevada na diferenciação de células Th9 (29). O IRF4 é essencial para o 

desenvolvimento de Th2, mas é crucial para o desenvolvimento e função da IL-9 

produzida por células Th9. Em um estudo que avaliou a contribuição de IRF4 para o 

desenvolvimento de células Th9, foi observado que células Th9 expressaram 

aumento na proteína IRF4, além disso, essa proteína dirige o desenvolvimento de 

células Th9 por meio da ligação para o promotor de IL-9.  Em camundongos 

heterozigotos com deficiência de IRF4, apresentou um fenótipo intermediário, 

concordando com os sintomas de asma (27). 

Embora o fator de transcrição PU. 1 e IRF4 serem associados com Th9, eles 

não são específicos de células Th9 e estão envolvidos na indução de outras células 

T, incluindo células Th2.  Pensando nisso, num recente estudo realizado por Xiao et 

al, uma nova molécula co-estimulatória foi encontrada, a chamada OX40, a qual 

potencializou e favoreceu a indução de células Th9. Foi visto que a ligação da OX40 

com TGF-β 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 sobrevivência e proliferação 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 patogênese da colite auto-imune, encefalite auto-imune experimental, artrite, 

asma e rejeição de transplante. As células Th9 induzidas por OX40 foram diferentes 

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

expressão de outras citocinas Th2 ou Th9 (30). 

 Assim, as células Th9 podem desempenhar um papel de reguladoras da 

patogênese versus mecanismo de proteção em respostas imunes (31), além de 

contribuir para a patologia da asma (27), sendo um importante estimulador para a 

infiltração de mastócitos, bem como promotor de inflamação tecidual e produção de 

muco (32) 

A hipótese de que a IL-9 pode desempenhar um papel prejudicial na patologia 

da asma (33) se reforça pelo fato de que essa interleucina tem a possibilidade de 

aumentar a hiperresponsividade (10). A ação que a IL-9 exerce na 

hiperresponsividade se dá pelo mecanismo de interação entre o receptor da IL-9   

(IL-9R) e seu próprio cognato, associado a receptores distintos (34), sugerindo 

assim o efeito direto da IL-9 nos músculos das vias aéreas, além de sua influência 

na liberação da eotoxina pelas células epiteliais dos pulmões. Isso se confirma com 

a aumentada expressão de IL-9 em pacientes asmáticos, quando comparados com 

não asmáticos (9), além de estar envolvida na resistência a parasitas, como 

Trichurismuris(33). 

O IL-9R é um heterodímero, constituído de ligante específico de subunidade 

de cadeia  α (IL-9Rα) (34) e uma cadeia γ comum, a qual é compartilhada com IL-2, 

IL-7 e IL-15(5). Esse receptor está localizado na região pseudo-autossômica do 
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cromossomo Y e X (xq28 e yq12). O IL-9R pertence à super família do receptor da 

hematopoetina e é expresso em células T, mastócitos, macrófagos, eosinófilos e 

neutrófilos e que também vem sendo implicado na asma por essas suas 

características (9). Segundo Böttcher et al, a IL-9 e IL-9R podem ser lesivos à 

diferenciação de células T humanas, eosinófilos e mastócitos.  Esse receptor é 

expresso em células B de tonsilas (34), além da superfície das células dos músculos 

lisos bronquiais das vias aéreas humanas, as quais são sintetizadas pelos músculos 

liso bronquial de pacientes asmáticos (12). 

Uma característica específica do IL-9R é que ele ativa Janus Kinase e fatores 

STATs, e esse receptor vem sendo demonstrado ser crucial no desenvolvimento de 

células T e prevenção de apoptose. No entanto, seu papel mais específico é na 

estimulação de fatores quimiotáticos pelas células epiteliais brônquicas e células dos 

músculos lisos. Porém, processos derivados de mudanças funcionais no IL-9R 

podem surgir de alterações do aminoácido essencial para ativação de STAT e sua 

sinalização, tais como Tirosina 116 e 336. Tais mudanças têm impacto nas doenças 

alérgicas, como o aumento da expressão de mRNA IL-9 e aprimoram a 

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

Análises recentes em modelos animais, sobre a região promotora do gene    

IL-9, associam níveis de IgE e IL-9 e hiperresponsividade brônquica, sugerindo que 

certas variações genéticas no gene IL-9 podem predispor à asma (17). Tendo um 

papel chave no desenvolvimento da alergia, a IL-9 pode atuar diretamente sobre o 

IL-9R nos linfócitos B e regular a síntese de IgE (35). Por esse motivo, a IL-9 é 

sugerida como uma candidata para a patologia da asma, baseando-se no 

desequilíbrio entre o total sérico de IgE e em marcadores relacionados com a 

expressão desse gene (10). 
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Produzidas nas vias aéreas dos asmáticos, a IL-9 dos mesmos foi avaliada 

por detecção do mRNAde IL-9 nos tecidos pulmonares, após serem desafiados com 

alérgenos, segundo Devos et al. Nesse estudo, 24 voluntários identificados como 

asmáticos, utilizando RAST e imunoensaio de fluorenzima específica de IgE, tiveram 

as determinações das interleucinas IL-5, IL-13  e IL-9 realizadas por ELISA. Os 

resultados desse estudo sugeriram que a produção de IL-9 foi especialmente 

induzida em PBMC de adultos hipersensíveis por estimulação com alérgenos e 

associada com os títulos de IgE de alérgenos específicos. Identificou-se que a 

produção de IL-9 foi mais alta em indivíduos asmáticos que em atopia sem asma 

(36). 

Já o estudo de Böttcher analisou os PBMCs de 18 crianças identificadas 

como asmáticas, utilizando critérios definidos pelo estudo ISAAC (International Study 

of Asthma and Allergies in Childhood), além de crianças controles. Utilizando o 

método de ELISA, após a estimulação das células com alérgenos, as citocinas    

IFN-γ, 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 produção 

de IL-9 apresentou maior nível nas crianças atópicas, sendo associada apenas com 

a asma atópica, provavelmente devido às suas propriedades indutoras de IgE (36). 

Tendo como eixo os resultados desses dois estudos em humanos, observa-se que a 

produção de IL-9 tende a ser mais alta em indivíduos asmáticos do que em 

indivíduos não asmáticos (13, 36), reforçando a interação entre a expressão 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 à asma. Segundo Namkung et al, a redução 

na produção de IgE foi apresentada em camundongos transgênicos devido à 
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deficiência na IL-9 (17). Já outro estudo, em camundongos transgênicos e super-

expressando IL-9, sugeriu que essa citocina tem papel no desenvolvimento da 

eosinofilia e hiperresponsividade nas vias aéreas e hiperplasia de mastócitos (12). 

Para ressaltar que a IL-9 é um importante mediador na patogênese da asma, Chiba 

et al administraram intratraqueal IL-9 recombinante em camundongos naive após o 

desfio com OVA, para avaliar a função de IL-9e correlacionar IL-9 com UGRP1, uma 

proteína relacionada à uteroglobina secretada, de alta expressão na traquéia, 

brônquios e bronquíolos, porém seu papel funcional na fisiologia das vias aéreas 

ainda é 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 está envolvida na regulação básica da UGRP1 nas vias aéreas de 

camundongos e ainda regula a expressão UGRP1 nesses animais, quando a IL-9 é 

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

IL-9 é um importante mediador da patogênese da asma brônquica alérgica (14). 

 

TRATAMENTO COM IL-9 

 

Na asma alérgica, a inflamação é causada por diversas células, e as 

mudanças ocorridas na asma incluem deposição de proteínas na matriz extracelular, 

tal como fibronectina, colágeno e tenascina, hipersecreção 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-

inflamatórias, como os corticóides. Além do uso de corticóides, o tratamento de 

pacientes asmáticos envolve o uso de anti-histamínicos e anti-leucotrienos (11, 37).  
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Além disso, segundo relatos, o que tem sido utilizado em crianças é o 

Omalizumab, um anticorpo monoclonal recombinante humanizado anti-IgE, 

recomendado para o tratamento de doenças 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 é um inibidor de infiltração de esosinófilos  

(39) bloqueada, e é a mais utilizada, por ser secretada pela principal célula envolvida 

na patologia da asma. No entanto, ainda é necessário descobrir novos alvos 

terapêuticos para a asma. (11). Pensando a respeito do tratamento e do fato de que 

a IL-9 é especificamente super-regulada nos pulmões após a estimulação com 

alérgenos (18), todos os estudos prévios foram limitados a examinarem os efeitos, 

bloqueando a IL-9 em modelos inflamatórios agudo. No estudo de Kearley et al, 

após uma prolongada exposição à OVA, eles encontraram que os  níveis de  TGF-β, 

VEGF-β e FGF-2 ativados foram elevados nos tecidos pulmonares, e que a 

neutralização de IL-9 reduziu marcadamente a expressão dessas três citocinas, 

sugerindo que isso seja um mecanismo modular potencial para efeito antifibrótico de 

pré-tratamento com anti-IL-9 (11). Já Staudt et al sugerem que a neutralização de  

IL-9 pode apenas revogar as propriedades indutoras da asma relacionadas às 

células Th9, enquanto que as propriedades das células Th2 foram marginalmente 

afetadas. 

Os resultados do estudo de Horka e colegas indicam que a inibição da IL-9 é 

uma abordagem mais própria 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  o aumento da resistência total das vias 

áreas e resistência tecidual causado pela doença, sugerindo que a inibição do 

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

aéreas em modelos animais de asma (7). 

Outro achado interessante é que os camundongos com a IL-9 bloqueada fez 

com que o remodelamento das vias aéreas fosse prevenido, pois camundongos 

tratados com anticorpo anti-IL-9 permaneceram completamente protegidos pelas 

mudanças na deposição de colágeno e resistência das vias aéreas. Isso ocorre 

porque a IL-9 regulou o recrutamento de mástocitos progenitores (11), e porque o 

tratamento com anticorpo anti-IL-9 inibe a inflamação eosinofílica e reduz a 

hiperreatividade das vias aéreas em modelos animais com asma desafiados com 

OVA (18). Esses dados sugerem que a inibição prolongada de IL-9 é requerida para 

reduzir a atividade dos mastócitos e mediar os efeitos significativamente benéficos 

nos pulmões. O pré-tratamento anti IL-9 também protegeu camundongos do 

remodelamento em indução crônica de HDM e inibiu o número de mastócitos, o qual 

é o eixo que regula a fibrose das vias aéreas (11). 

 Porém, novos tratamentos vêm 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 

inflamações alérgicas dos pulmões. 

 

CONCLUSÃO 

 

A identificação desse novo subtipo de células T e suas funções e influência 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 sugestão de novos tratamentos por meio da inibição com anticorpo 

anti-IL-9 para o bloqueio da inflamação nas vias aéreas. 
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3.1 ARTIGO ORIGINAL 

 

 

Caracterização de Diferentes Expressões Fenotípicas de 
Células T CD4 na Asma Atópica e Não-atópica de Uma 

População de Escolares de Porto Alegre/RS 
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RESUMO 

Introdução: A asma é uma doença com predominância da presença das células T 
CD4 do tipo Th2, que afeta das crianças e tem como principais características a 

inflamação e hiperreatividade das vias aéreas. A asma apresenta dois fenótipos 
principais dependendo da presença de atopia. Ainda não foi totalmente descrito em 
crianças asmáticas com idade escolar a presença dos diferentes perfis de células 

Th1, Th2, Th17 e Treg no sangue periférico, que podem estar relacionados com a 
patogênese da doença. 

Objetivo: Avaliar o perfil fenotípico de células T CD4 em pacientes asmáticos 
escolares do município de Porto Alegre/RS. 

Métodos: Este foi um estudo transversal realizado com o recrutamento de crianças 
com 09 a 15 anos de idade, asmáticas 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. Após este tempo as células foram 
marcadas com anticorpos específicos para fatores de transcrição para análise do 
perfil Th1, Th2, Th17 e Treg por citometria de fluxo e o sobrenadante foi recolhido 

para analise de citocinas por CBA. No plasma foi realizada a análise de IgE 
específicas. 

Resultados: Foram analisados 104 pacientes, sendo 12 controles e 92 asmáticos. 
Os pacientes asmáticos atópicos apresentaram um perfil Th2 mais acentuado, 
comparado com os não-atópicos e controles atópicos. Quando analisamos as 

células que expressam mais de um fator de transcrição foi observado que os 
pacientes asmáticos atópicos apresentam maior frequência de células T CD4 
positivas GATA3+FOXP3+, RORγT+GATA3+, GATA3+Tbet+ comparada com 

pacientes não-atópicos e controles atópicos. Analisando a severidade foi observado 
uma frequência maior de células T CD4+ RORγT+ GATA3+ em pacientes com asma 
moderada comparado com pacientes com asma leve. O estímulo com anti-CD3 e 

anti-CD28 nas células dos pacientes asmáticos atópicos induziu mais um perfil Th1 
enquanto que estímulo com DerP1 mudou o perfil de algumas células principalmente 
de células Tregs e Th17. 

Conclusão: Este é o primeiro estudo em crianças que analisa o perfil Th1, Th2, 
Th17 e Treg utilizando a marcação de fatores de transcrição por citometria de fluxo 

em crianças asmáticas atópicas ou não-atópicas e controles. Encontramos um perfil 
mais Th2 em crianças asmáticas atópicas de acordo com a literatura. 
Interessantemente as crianças não-atópicas não apresentaram nenhum perfil 

predominante. As crianças com asma moderadas apresentam um perfil que 
expressa ao mesmo tempo o fator de transcrição RORγT e GATA3. Dependendo do 
estimulo são induzidas diferentes fenótipos 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 Th1, Th2, Th17 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, Derp1 or left unstimulated. 
After 24hs the cells were stained with antibodies specifics for transcription factors in 
order to analyze Th1, Th2, Treg and Th17 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+RORγT+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+RORγT+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 Th1 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 Th1, 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 RORγT. Depending on the stimulus used it was induced different 
phenotypes in the cells of this group of patients with asthma. 
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INTRODUÇÃO  

 

A asma é uma desordem heterogênea das vias aéreas, em que as interações 

genéticas e ambientais estão envolvidas (1, 2), tendo como características 

fundamentais, a inflamação, a hiperreatividade das vias aéreas, hipersecreção de 

muco e fibrose subepitelial, resultando em perda da função pulmonar (2, 3).  Devido 

a esse desfecho, pacientes asmáticos apresentam: dispnéia, sibilância, dor no peito, 

tosse e espirros contínuos, sendo conseqüência da obstrução das vias aéreas (2, 4), 

outra característica da doença é a liberação de potentes mediadores inflamatórios 

(5). Porém, além dessas características, a principal característica é o 

remodelamento das vias aéreas, o qual foi denominado assim, pelo fato de 

alterações coletivas ocorrerem, tais como muco epitelial, metaplasia, a hipretrofia do 

músculo liso e deposição aumentada de glicoproteínas de matriz subepitelial (4).  

Por esse motivo que a manifestação clínica da asma é dependente da severidade da 

inflamação (6). 

Por ser uma doença heterogênea, a asma induz a expressão de diferentes 

fenótipos, severidades, história 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  

é dependente das células apresentadoras de antígenos (APCs) e da cooperação 

entre as células B e células Th2 (6). Este processo de progresso inicial para asma é 

relatada tipicamente como precoce, e emerge como a doença mais comum entre as 

crianças que geralmente irá persistir até a adolescência (8, 9).  

Na asma a própria natureza da doença influência nos diferentes fenótipos de 

células TCD4, além da magnitude da resposta imune e pelas citocinas que por elas 

são secretadas (10). Estão envolvidas na fisiopatologia da asma, as linhagens de 

células T helper, tais como Th1, Th2, Th17 e Tregs, atuam de diversas maneiras na 

patologia da asma, o que pode ser exibido pela plasticidade de seus fatores de 

transcrição (11, 12). Acreditava-se que apenas as células Th1 e células Th2, as 

quais 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 últimos anos, como, Th17 e Treg (13). 
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A plasticidade das células envolve a expressão coordenada dos seus 

respectivos fatores de transcrição, onde todas as células necessitam de um fator de 

transcrição para sua ativação (7). As células Th2 é o fenótipo de células mais 

estudadas na asma, entretanto evidências mostram que células Th1 possam estar 

envolvidas no desenvolvimento da doença. Esta hipótese foi demonstrada em um 

estudo, onde ocorreu o aumento dos níveis de INF-γ em pacientes com asma, 

sugerindo uma resposta Th1 (14, 15). Células Th1 são dirigidas por estimulação do 

INF-γ e IL12 que ativam STAT1 e STAT4, resultando na ativação do fator de 

transcrição Tbet, que por fim estimula as células T naive a tornarem-se células Th1. 

A resposta destas células é em torno da imunidade de células contra patógenos 

intracelulares (13). 

Na patologia da asma as células T helper estão envolvidas, porém a principal 

fenótipo relatado no processo da doença são as células Th2, as quais têm um papel 

chave na patogenia da doença, 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 sensibilização alérgica e 

produção de IgE, já a IL-5 é uma citocina crucial para a sobrevivência eosinofílica 

(16). Estas citocinas secretadas por células Th2 são codificadas em agrupamento de 

genes no cromossomo 5 em humanos (17), e seu desenvolvimento ocorre por meio 

da IL-4 que induz a ativação de STAT6 e a expressão do fator de transcrição 

GATA3. Estas células Th2 estão implicadas principalmente nas respostas alérgicas 

(13). 

O terceiro subtipo de células efetoras envolvidas na patogênese da asma são 

as células Th17, uma linhagem de células TCD4 que secreta as citocinas IL17A a F 

(18) e desempenham um importante papel nas várias doenças imunes. O papel 

principal das Th17 é a habilidade direta no recrutamento e ativação de neutrófilos e 

produção de IL-8, já indiretamente as células Th17 induzem citocinas pró-

inflamatórias 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 inflamação neutrofílica na asma. Estas 

células originam-se da ativação de TGF-β, IL-6, IL-1β, e IL-23 que induz o STAT3 

que por sua vez induz a ativação do fator de transcrição RORγt, induzindo a 

produção de células Th17 (13, 18). 
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Outro subtipo de células T que têm sido sugeridos pelo seu papel na 

patogenia da asma, são as células TCD4 regulatórias (Treg), as quais são 

consideradas como as principais reguladoras da resposta imune (15). Elas são 

caracterizadas pelos marcadores CD4 e CD25, e pelo fator de transcrição FOXP3.  

O efeito de supressão destas células é importante no controle da resposta 

inflamatória na asma, reduzindo a asma severa (13, 19). Além do envolvimento das 

células T na asma, outra característica da doença é sua classificação em asma 

atópica e não atópica de acordo com a predisposição a IgE, conforme a presença ou 

não de atopia(10, 11). 

Uma das características da patogenia da asma como já citado acima, se diz 

respeito à inflamação crônica, que em pacientes atópicos é mais potencializada 

quando são expostos ao alérgeno Dermatophagoides sp. (HDM). Este ácaro é um 

das fontes mais comuns de alérgenos em todo o mundo e considera-se que ele 

atinge mais de 15-20% da população dos países industrializados (20, 21). Estudos 

experimentais sugerem que o alérgeno HDM específico para células Th2 

desempenham um papel central na resposta inflamatória alérgica induzindo a 

produção de alérgenos específicos para IgE, para o recrutamento de eosinófilos nos 

tecidos, a facilidade do endotélio para o recrutamento de células inflamatórias para 

os pulmões inflamados, a produção de muco e a modulação do músculo liso das 

vias aéreas (22). 

Pensando no que vêm sendo sugerido sobre a plasticidade na diferenciação 

das células T e no papel na modulação de doenças inflamatórias, nossa hipótese é 

caracterizar os subtipos e células T, por meio dos seus fatores de transcrição em 

grupos de asmáticos não-atópicos, atópicos e grupo controle, bem como 

correlacionar com a severidade da asma de crianças escolares da cidade de Porto 

Alegre/RS. 

 

MÉTODOS 

 

Realizamos um estudo experimental transversal com o objetivo de 

caracterizar os fenótipos de células T CD4 em uma população de crianças 

asmáticas, por meio dos fatores de transcrições destas células. O estudo foi 
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conduzido no Centro Infant, localizado no Instituto de Pesquisas Biomédicas do 

Hospital São Lucas da PUC - RS- Brasil. O centro é referência em pesquisas de alta 

qualidade em doenças respiratórias, tecnologia e conhecimento. Este estudo foi 

aprovado pelo comitê de ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul sob o número CEP10/05084. 

Foram incluídos no estudo escolares de 09 a 15 anos de idade da rede 

pública e particular de ensino básico do município de Porto Alegre. Essas escolas 

foram selecionadas a partir de sorteios realizados pelos próprios pesquisadores. 

Após o sorteio, questionários foram enviados aos responsáveis do escolar com 

perguntas sobre o tema abordado. Neste questionário a asma foi definida como uma 

tosse ou sibilância sem resfriado nos últimos doze meses, bem como o uso de 

medicamentos para asma, sendo assim melhor caracterizada a seleção da 

população asmática do estudo.  

Os critérios de inclusão para o estudo foram crianças diagnosticadas com 

asma segundo os critérios apresentados pelos responsáveis após o preenchimento 

do questionário, as quais foram convidadas a participarem do estudo 

imunofenotípico. Após esta etapa, os responsáveis que concordaram a participação 

da criança no estudo, realizaram uma entrevista e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido antes de qualquer procedimento com o infantil. O 

questionário dos aspectos clínicos das crianças foi baseado o usado pelo estudo de 

ISAAC-fase II, após respondidos os questionários, os estudantes foram submetidos 

à coleta de sangue periférico. 

Os critérios de exclusão do estudo foram crianças em que os responsáveis 

não concordaram com a participação das mesmas no estudo, as crianças que se 

recusaram a coleta de sangue e aquelas em que a quantidade de sangue não foi 

suficiente para as realizações das análises. 

Coleta sanguínea: A coleta sanguínea foi realizada no próprio Instituto de 

Pesquisas Biomédicas onde foram coletados 10 mL de sangue periférico venoso 

com o uso de seringas heparizadas.  

Preparação das populações de células mononucleares: O procedimento de 

separação das células por gradiente de densidade ocorreu no fluxo laminar, com 

Histopaque 1119 e Histopaque 1077, com centrifugação a 700xg por 30 minutos à 
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18ºC. Após a centrifugação foram coletados 3mL de plasma em eppendorfs 

identificados para a análise de IgE específica, a qual foi realizada pelo laboratório 

Imuno da cidade de Porto Alegre. Os alérgenos que foram analisados foram: 

Periplaneta americana; pêlo de cão, gato, gramíneas, fungos, Dermatofagoide 

spteronyssinus, Dermatofagoides farinae, pólen, poeira e Blomiatropicalis. Foi 

considerado paciente atópico, 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. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi desprezado e a viabilidade das células foi avaliada através do 

ensaio de exclusão com corante vital azul de trypan diluição 1:10 em câmara de 

Neubauer. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas e congeladas em 

10% de dimetil sulfóxido (DMSO)e 90% de soro bovino fetal (SBF) na concentração 

de 8X106células mononucleares por criotubo em 1mL, e armazenadas a -80ºC até o 

próximo processo. 

Cultura de células: Para a cultura das células, as células mononucleares 

foram descongeladas rapidamente á 37ºC e o conteúdo do criotubo foi transferido 

para um tubo com 10 mL de meio RPMI sem soro, e centrifugadas por 10 min a 

1800 rpm à 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 exclusão com corante azul de Trypan. As células 

mononucleares foram suspendidas na concentração de 8X106 mL em meio RPMI 

2% de SBF, e em seguida foram plaqueadas em placas de 96 poços na 

concentração de 2X105 células por poço em meio RPMI com 2% de SBF em 100μL 

totalizando 3 poços por paciente. Um dos poços as células foram estimuladas por 

24hrs com LPS (500ng/ml) para guardar o sobrenadante, outro com a proteína 

DerP1 (11μg/ml), e outro poço as células foram estimuladas por 24 hs com 

anticorpos anti CD3/antiCD28 (2μg/ml) por 24 horas. Após o tempo de incubação o 

sobrenadante foi recolhido e armazenado em eppendorffs de 0,5mL para a posterior 

análise das citocinas e com as células mononucleares realizamos a marcação 

celular de citometria de fluxo. 
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Marcação para análises de citometria de fluxo: As células mononucleares 

foram marcadas com anticorpos para a identificação dos fenótipos de células Th1, 

Th2, Th17 e Treg. Em cada poço da placa que as células estavam em cultura, foi 

retirado o sobrenadante e foi acrescentado sobre as células 100μL de PBS 2% de 

SBF contendo os anticorpos que marcam superfície: anti-CD4 PE Cy7 e anti-CD25 

APCH7. As células foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente no 

escuro, após foi adicionado 100μL de tampão de citometria em cada amostra, 

centrifugamos por 5 minutos à 1500rpm. Desprezamos o sobrenadante e sobre as 

amostras foram acrescentamos 200μL de tampão de A de Foxp3 1X (BD 

bioscience). Então as células foram incubadas por mais 10 minutos à temperatura 

ambiente no escuro, e centrifugadas por 5 minutos à 1500rpm e desprezamos o 

sobrenadante. Foram adicionados 200μL de tampão de citometria em cada amostra, 

e centrifugado por 5 minutos à 200rpm e desprezado o sobrenadante. O tampão C 

foi adicionado ao pellet em um volume de 50μL e incubamos por 20min à 

temperatura ambiente no escuro. Realizada esta incubação, adicionamos sobre as 

amostras 100μL de tampão de citometria e centrifugamos à 1500rpm por 5 minutos, 

após, o sobrenadante foi desprezado e acrescentados 100uL de PBS 1X contendo 

2% de SBF, com  anticorpo que marcam os fatores de transcrição: anti-Foxp3 Alexa 

488, anti-GATA3 Alexa 648, anti-RORyT PE, anti-Tbet PerCP Cy5.5. As células 

foram incubadas durante 20 minutos à temperatura ambiente no escuro, e 

acrescentados 200μL de tampão de citometria em cada amostra. Novamente as 

células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm e o sobrenadante foi 

desprezado e acrescentados 150μL de tampão de citometria em cada amostra e foi 

realizada a aquisição no citômetro de fluxo FACS CantoII (BD bioscience). 

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

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

Cytometric Bead Array (CBA) Kit: Os sobrenadantes das células após a 

cultura celular foram utilizados para a realização deste experimento. Primeiramente, 

os padrões (‘standards’) de citocinas Th1, Th2 e Th17 foram reconstruídos em 

‘Assay Diluent’- 2mL, que descansaram durante 15 minutos, a fim que os padrões 

reconstituídos se equilibrem antes de fazer as diluições. A diluição dos padrões foi 

seriada usando o ‘Assay Diluent’. As proteínas reconstituídas foram gentilmente 

misturadas com auxílio da pipeta. Então, 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 μL de Assay Diluent em cada tubo, e a diluição seriada foi realizada 

conforme a figura abaixo, homogeneizando delicadamente. 

Realizamos a preparação das beads adicionando 5μl de cada bead de 

captura por tubo e identificamos, homogeneizamos com auxilio de um vortex e 

pipetamos 25μL de mixed capture beads por tubo. No procedimento do ensaio, 

adicionamos 25μL de beads para cada amostra nos tubos e adicionamos 25μL de 

PE detection reagent, 25μL da diluição de Cytokine Standard (tubos dos controles 

positivos), e 25μL de cada amostra aos respectivos tubos. Incubamos por 3 horas 

em temperatura ambiente, protegendo da exposição direta da luz. Enquanto estava 

incubando, preparamos o Cytometer setup. Após as 3h de incubação: adicionamos 

500μL de Wash buffer e centrifugamos a 200 xg por 5 minutos, e aspiramos 

cuidadosamente o sobrenadante e desprezamos. Após adicionamos 150μL de Wash 

buffer em cada tubo para re-suspender o pellet, e por fim analisamos no citômetro 

de fluxo. 

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

interpretados com auxílio do programa do próprio fabricante (FCAP array). 

Análises Estatísticas: Para verificação de a amostra ter distribuição normal ou 

não-normal foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As variáveis qualitativas 

ordinais com distribuição normal foram expressas através de médias com o 

respectivo desvio-padrão. As variáveis quantitativas não-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 versão 20.0 

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

 

 

 

 



Artigo Original 

 

55 

RESULTADOS 

 

Características dos pacientes 

O total de pacientes deste estudo foi de 108 pacientes, porém dois foram 

excluídos por amostra insuficiente. As características clínicas e demográficas dos 

106 pacientes participantes do trabalho estão demonstradas na tabela1. 

 

 

* Para definir a atopia foi avaliado pelo exame de RAST o valor semi-quantitativo para a quantidade de IgE  

específica, 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 padrão. 

 

Frequência de células Th1, Th2, Th17 e Treg em pacientes asmáticos e 

controles 

 

A expressão dos fatores de transcrição das células analisadas foi realizada 

após isolamento células mononucleares de pacientes. Na figura 1A está 

demonstrado em gráficos de pontos a estratégia de Gates que foi utilizada para 

fazer a analise da expressão dos fatores de transcrição nas células T dos pacientes 

e controles.  

Os pacientes foram subdivididos em pacientes não-atópicos e atópicos, 

conforme a presença de atopia. As células dos pacientes foram estimuladas com 

anticorpo anti-CD3/CD28 ou com somente meio de cultura como controle.  Nos 

pacientes asmáticos observamos uma maior freqüência das células Th1 após 

estímulo comparando com o controle (Figura 1B). Já em relação às células Th2 a 

estimulação com anti-CD3/CD28 não altera a expressão do fator de transcrição 

GATA3 quando comparada com o controle (Figura 1C). Porém, quando analisadas 

Pacientes Controles 
(n=12) 

Pacientes Asmáticos (n=94) 
Intermitentes  

(n=36) 
Leves 
(n=41) 

Moderados 
(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 
Não  atópicos / atópicos * 4/8 18/74 

Tabela 1 - Características clínicas e demográficas dos pacientes 
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as células entre os grupos, observamos que os pacientes asmáticos atópicos tem 

uma expressão superior do fator de transcrição GATA3 comparado com os 

pacientes não atópicos e com controles atópicos (Figura 1C). As células Th17 não 

apresentaram diferença significativa entre nenhum dos grupos (Figura 1D). Em 

relação às células Treg, observamos que a estimulação com anticorpo anti-

CD3/CD28 aumenta a expressão do fator de transcrição foxp3 comparado com o 

controle (Figura 1E). Além disso, os pacientes asmáticos atópicos apresentaram 

uma freqüência de células T CD4 Foxp3+ aumentadas significativamente em relação 

aos pacientes asmáticos não-atopicos quando estimuladas (Figura 1E). 
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Figura 1: Expressão dos fatores de transcrição que determinam a diferenciação das células Th1, Th2, Th17 e Treg em 

pacientes asmáticos 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 superfície para os 

subtipos de células estudadas. A Freqüência da expressão de fatores de transcrição Tbet, GATA3, RORγt e Foxp3 em 
PBMCs em plots de citometria de fluxo. B Gráfico demonstrando as porcentagens de células Th1, em pacientes asmáticos 

não-atópicos e atópicos com células não estimuladas e estimuladas. C Gráfico demonstrando a porcentagem de célulasTh2, 
em pacientes não-atópico e atópico com células estimuladas e não estimuladas. D Gráfico apresentando as porcentagens de 

células Th17 em grupos de pacientes não-atópicos e atópicos e entre células estimuladas e não estimuladas. E Gráfico 

demonstrando a porcentagem de células Tregs em pacientes não-atópicos e atópicos e células com estímulo e sem estímulo. 
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Análise dos fatores de transcrições relacionados com a severidade da asma 

A frequência das células Th1 está aumentada significativamente quando 

estimulada com anticorpos anti-CD3/CD28 em comparação com o controle sem 

estímulo nos pacientes asmáticos intermitentes não-atópicos e atópicos, nos leves 

atópicos e no moderado atópicos (Figura 2A). Além disso, os pacientes asmáticos 

leves atópicos apresentaram uma maior frequência de células Th1 estimuladas 

comparando com pacientes leves não-atópicos (Figura 2A).  

Quando analisamos as células Th2 observamos uma porcentagem de 

expressão maior do fator de transcrição GATA3 nos pacientes atópicos leves 

comparados com pacientes não-atópicos leves (Figura 2B). Além disso, observamos 

que os pacientes intermitentes possuem uma maior freqüência de células 

TCD4+GATA3+ quando estimuladas comparado com o controle sem estimulo 

(Figura 2B).  

As células Th17 não apresentaram diferença alguma entre os grupos nem 

entre a estimulação celular (Figura 3C). A frequência das células Treg está 

aumentada significativamente quando estimulada com anticorpos anti-CD3/CD28 em 

comparação com o controle sem estímulo nos pacientes asmáticos intermitentes 

não-atópicos e atópicos, nos leves atópicos e no moderado atópicos (Figura 3D). 

Além disso, na figura 3D, os pacientes asmáticos leves atópicos apresentaram uma 

maior frequência de células Treg estimuladas comparando com pacientes leves não-

atópicos.
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A relação entre a frequência de pacientes atópicos e não-atópicos com a 

gravidade da doença está demontrado na tabela 2. 
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Figura 2:  Análise da expressão de fatores de transcrição conforme a severidade da asma. Células mononucleares foram 

purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas com ou sem estímulo de anti-CD3 e anti-CD28 e posteriormente 

marcadas. A Gráfico demonstrando a porcentagem das células CD4+ Tbet+ em pacientes asmáticos átópicos e não  

atópicos. B. Gráfico apresentando a porcentagem de células TCD4+GATA3+ e, pacientes asmáticos. C. Gráfico 

demonstrando a porcentagem de células TCD4+ RORγt+ em pacientes asmáticos não -atópicos e atópicos. D. Gráfico 

apresentando a porcentagem de células TCD4+ Foxp3 + em pacientes asmáticos. 
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Grupos Gravidade 
da doença 

Intermitentes Leves Moderados 

    

 
Asmáticos não- 
atópicos 

 50% (n=9) 44,4% (n=8)             5,6 (n=1) 

 
 
Asmáticos atópicos 

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

 

 

Expressão da frequência de células TCD4+ positivas para mais de um fator de 

transcrição  em pacientes asmáticos e controle 

Recentemente ficou-se sabendo da plasticidade das células TCD4+ em 

relação a expressão do seu fator de transcrição e da sua influência na modulação 

das doenças inflamatórias, deste modo, decidimos  avaliar a expressão de células 

positivas para mais de um fator de transcrição nestes pacientes. A figura 3A 

demonstra a estrategia de gates utilizada para anàlise das células duplo-positivas 

para os fatores de transcrição. Observamos que a frequência das células duplo-

positivas que expressavam o fator de transcrição GATA3 independente do outro 

fator de transcrição concomitante expresso estava aumentada nos pacientes 

asmáticos atópicos comparado com como no grupo dos controles atópicos e 

asmaticos não-atópicos. Além disso, observamos que a frequência das células T 

CD4 duplo-positivas para RORγt+ e Tbet+; Foxp3e Tbet+ quando estimuladas estão 

significantemente aumentadas em relação ao controle sem estimulo nos grupos de 

pacientes asmáticos não-atópicos e atópicos (Figura 3D e 3F). 

 

 

 

Tabela 2 - Dados relacionando a atopia e gravidade da doença  



Artigo Original 

 

61 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

FOXP3+RORGt+

C
N

C
D
3/

C
D
28 C

N

C
D
3/

C
D
28 C

N

C
D
3/

C
D
28 C

N

C
D
3/

C
D
28

0

2

4

6

Asmáticos
Não-atópico

Asmáticos
Atópicos

Controles
Não-atópicos

Controles
Atópicos

C
é
lu

la
s
 d

u
p

lo
 p

o
s
it

iv
a
s
 F

O
X

P
3
+

R
O

R
t+

 e
m

p
a
c
ie

n
te

s
 a

s
m

á
ti

c
o

s
 e

 c
o

n
tr

o
le

s

B 

FOXP3+GATA3+

C
N
 

C
D
3/

C
D
28

 
C
N
 

C
D
3/

C
D
28

 
C
N
 

C
D
3/

C
D
28

 
C
N
 

C
D
3/

C
D
28

 
0

2

4

6

*

Asmáticos
Não-atópico

Asmáticos
Atópicos

Controles
Não-atópicos

Controles
Atópicos

*

*

C
é
lu

la
s
 d

u
p

lo
 p

o
s
it

iv
a
s
 F

O
X

P
3
+

G
A

T
A

3
+

  
e
m

p
a
c
ie

n
te

s
 a

s
m

á
ti

c
o

s
 e

 c
o

n
tr

o
le

s

C 



Artigo Original 

 

62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização da relação das células duplo-positivas com a severidade da 

asma 

Como as células duplo-positivas podem estar envolvidas na modulaçã 

Caracterização da relação das células duplo-positivas para mais de um fator de 

transcrição com a severidade da asma 

 

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

responsáveis pela diferenciação dos fenótipos celulares podem estar envolvidas na 
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Figura 3. Analise das células duplo-positivas para fatores de transcrição em pacientes asmáticos e controles, 

não-atópicos e atópicos. Células mononucleares foram purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas 

conforme descritos na legenda da Figura 1, e então analisados as porcentagens de células duplo-positivas. A. Figura 

demonstrando a expressão de células duplo-positivas por citometria de fluxo. B. Porcentagem de células duplo-positivas 

Foxp3+RORγt+ em pacientes asmáticos e controles. C. Gráficos apresentando a porcentagem de células duplo -positivas 

Foxp3+GATA3+ em pacientes asmáticos e controles. D. Porcentagem de células Foxp3+Tbet+ em pacientes asmáticos e 

controles E. Este gráfico apresenta a porcentagem de células duplo-positivas RORγt+GATA3+ em pacientes asmáticos e 

controles. F. Porcentagem de células duplo-positivas RORγt/Tbet em pacientes controles e asmáticos. G. Gráfico com as 

porcentagem de células duplo-positivas GATA3+Tbet+ em pacientes asmáticos e controles. 
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modulação da asma, nós avaliamos estas células em relação à gravidade da 

doença. Na figura 4, observamos uma maior frequência das células T CD4 

RORγt+Foxp3+; Foxp3+GATA3+; Foxp3+Tbet+; RORgT+GATA3+; RORgT+Tbet+; 

GATA+Tbet+ quando estimuladas com os anticorpos anti-CD3/CD28comparada com 

controle sem estimulo nostrês grupos de gravidade da asma avaliados. A freqüência 

das células duplo-positivas Foxp3+Tbet+ estimuladas está diminuída nos pacientes 

asmáticos leves comparados com paciente asmáticos moderados, sugerindo que a 

diminuição desta população esteja relacionada com uma maior severidade da 

doença (Figura 4C). Na figura 4D está demonstrado  a frequência das células duplo-

positivas RORγt+GATA3+, onde foi observado  um aumento da expressão destes 

fatores de transcrição nas células não estimuladas no grupo dos pacientes 

moderados em relação aos pacientes leves sugerindo que o aumento desta 

população possa estar envolvido com a maior severidade da doença.  
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Figura 4. Analise das células duplo-positivas para fatores de transcrição em pacientes asmáticos 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 RORγt+Foxp3+ estimuladas e não estimuladas de pacientes com 

asma intermitente, leve e moderada. B. Gráfico de células duplo-positivas Foxp3+GATA3+ com estímulo e sem estímulo de 

pacientes asmáticos com diferentes graus de severidade. C. Células duplo-positvas Foxp3+Tbet+ em pacientes asmáticos com 

severidades distintas. D. Gráficos demonstrando células duplo-positivas RORγt+GATA3+ em pacientes com asma, intermitente, 

leve e moderada, estimuladas e não estimuladas. E.  Porcentagem de células duplo-positivas RORγt+Tbet+ estimuladas e não 

estimualdas de pacientes asmáticos intermitente, leve e moderado. F. Gráfico apresentando a porcentagem de células duplo -

positivas GATA3+Tbet+ em pacientes asmáticos com graus de severidade distintos. 
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Concentração de citocinas no soro de citocinas de pacientes asmáticos e controles  

 

A análise da concentração de citocinas secretadas pelas células Th1, Th2, 

Th17 e Treg, foram realizadas com um número inferior que as análises anteriores, 

sendo analisados 14 pacientes asmáticos 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 após 24hs para 

analise de citocinas por citomentria de fluxo.  Ao analisar a concentração da citocina 

IL-2, observamos que as células estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28, 

apresentaram uma maior concentração desta citocina em relação às células não 

estimuladas, independente se o paciente é asmático ou controles. Porém, ao 

comparar a concentração desta citocina entre os dois grupos, notamos que a 

quantidade de IL-2 foi superior nas células sem estímulo dos pacientes asmáticos, 

em relação aos pacientes controles (Figura 5A). 

 A IL-4 apresentou uma maior expressão nas células que receberam 

estimulação com anticorpo anti-CD3/CD28, comparado com as células não 

estimuladas, tanto em pacientes asmáticos como nos controles (Figura 5B). 

Analisando citocina IL-6, observamos uma maior concentração no sobrenadante 

quando células são estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 em pacientes 

asmáticos comparado com controles (Figura 5C).  Na figura 5D, observamos que a 

diferença na maior concentração de IL-10 ocorreu no sobrenadante de células sem 

estimulo de pacientes asmáticos comparado com pacientes controles. 

Quando analisada a produção de IL-17A, observamos que as células 

estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 apresentaram uma maior concentração 

desta citocina no sobrenadante quando comparada com células sem estimulo de 

pacientes asmáticos (Figura 5E). Além disso, esta citocina apresentou uma maior 

concentração no sobrenadante de células sem estimulo de pacientes asmático, 

quando comparado com pacientes controles (Figura 5E). Na figura 5F notamos que 

o INF-γ, apresentou maior concentração no sobrenadante das células que sofreram 

estimulação com anticorpo anti-CD3/CD28, quando comparadas com células sem 

estimulo, independentemente se o paciente era asmático ou controle.  
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Completando as análises das citocinas produzidas por células TCD4+ no 

presente estudo, analisamos a citocina TNF-α, e observamos que as células quando 

estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28, apresentaram uma maior concentração 

no sobrenadante desta citocina, quando comparado com células controles tanto em 

pacientes asmáticos como em pacientes controles (Figura 5G). 
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Figura 5. Análise das citocinas em pacientes 

asmáticos e controles. Células mononucleares foram 

purificadas do sangue periférico dos pacientes e 

cultivadas conforme descritos na legenda da Figura 1. 

A-F A concentração de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, 

INF-γ e TNF-α em células estimuladas e não 

estimuladas de pacientes asmáticos e controles. 
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Avaliação do perfil das células Th1, Th2, Th17 e Treg com estimulo da proteína 

DerP1 em pacientes asmáticos atópicos 

Avaliamos a alteração do perfil de células TCD4+ quando estimuladas com a 

proteína DerP1 do HDM. Foram analisados 5 pacientes sabidamente positivos para 

IgE especifica para HDM. A análise realizada de células TCD4+Tbet+, demonstrou 

que a estimulação celular com anticorpo anti-CD3/CD28, leva a uma maior 

freqüência do fator de transcrição Tbet+ quando comparada com células sem 

estimulo como com células estimuladas com a proteína Derp1 (Figura 6A). Porém, 

analisando as células Th2, observamos que a estimulação com anticorpo anti-

CD3/CD28, ou a estimulação com a proteína Derp1 não altera a expressão destas 

(Figura 6B). As células Th17 apresentaram uma maior expressão do seu fator de 

transcrição RORγt, quando as células foram estimuladas com a proteína Derp1 

comparando com as células sem estímulo (Figura 6C). Quando analisamos as 

células Tregs, observamos que as células estimuladas com a proteína Derp1 

aumentam a frequência de expressão 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 alterações do perfil das células duplo-

positivas para mais de um fator de transcrição quando estimuladas com a proteína 

Derp1. Observando o perfil celular, constatamos que após estimulação com a 

proteína Derp1 ocorreu um aumento da freqüência das células duplo-positivas 

FOXP3+RORγt+ 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 transcrição RORγt+GATA3+, as quais apresentaram uma maior 

frequência quando estimuladas com a proteína Derp1 comparada com células 

estimuladas com anticorpo anti-CD3/CD28 (Figura 6F). 
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Figura 6. Análise das células estimuladas com DerP1 em pacientes asmáticos e controles. Células 

mononucleares foram purificadas do sangue periférico dos pacientes e cultivadas conforme descritos na 

legenda da Figura 1. A-D. Gráficos demonstrando a porcentagem Th1, Th2, Th17 e Tregs em pacientes 

asmáticos atópicos, com células estimuladas com DerP1, anticorpo antiCD3/antiCD28 e sem estímulo algum. E-

F. Gráficos apresentando a porcentagem de células duplo-positivas Foxp3/RORγt e RORγt/GATA3 

respectivamente, sem estímulo e com células estimuladas com anticorpo antiCD3/antiCD28 e estimuladas com 

DerP1. 
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DISCUSSÃO 

 

Este é o primeiro estudo que avalia células T helper circulantes de pacientes 

asmáticos subdividos entre atópicos e não-atópicos. A análise foi realizada através 

de citometria de fluxo, para identificar a expressão de seus fatores de transcrição: 

Tbet, GATA3, RORγT e FOXP3 ou aquelas células que co-expressavam dois desses 

fatores de transcrição, 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 transcrição, podendo ocorrer durante o 

estágio da doença depois da estimulação alérgica ou depois da exacerbação, sendo 

que o risco dessas crianças desenvolverem ou não hiperreatividade alérgica 

depende diretamente da diferenciação e função das sub-populações de células T 

(23, 24).  

No presente estudo mostramos que apenas a expressão de GATA3 ou 

múltipla expressão deste fator de transcrição foram os que apresentaram diferenças 

significativas entre pacientes asmáticos e controles. Também apresentando maior 

expressão em pacientes asmáticos atópicos em relação não tópicos independente 

do estimulo empregado. Confirmando que asmáticos atópicos têm um perfil Th2. Um 

estudo realizado no ano de 2012 confirmou o presente estudo, pois eles 

apresentaram a super-expressão tanto do fator de transcrição GATA3 em células T, 

a qual é uma marca da resposta Th2 em pacientes asmáticos atópicos, assim como 

a expressão de citocina IL-4. E este aumento de células Th2 pode causar 

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

Ao analisar a expressão de células Th1, observamos que em pacientes 

controles atópicos e não atópicos a expressão dessas células se manteve no estado 

basal tanto em células estimuladas quanto a células não-estimuladas. Porém 

quando analisamos este processo em pacientes asmáticos, constatamos que o 

estímulo anti-CD3/CD28, tende a aumentar a expressão de células Th1, tanto em 

asmáticos atópicos como em asmáticos não-atópicos. Já Malmhäll et al, não 

encontrou diferença significativa entre os níveis de células Th1 de pacientes 
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asmáticos e controles (7). O estudo de Pereira relatou apenas que células Th1, está 

associada a asma não tópica e com controles, o que foi diferente em nosso estudo, 

pois o aumento da expressão de Tbet ocorreu em asmáticos  após o estímulo (15). 

Se tratando de expressão de fator Tbet e severidade da doença, as células Th1 

foram mais evidentes em pacientes com severidade leve. Este episódio pode ser 

devido ao desequilíbrio Th1/Th2 relatado anteriormente. Além disso, isto pode estar 

relacionado com o estimulo empregado, pois quando estimulamos as células de 

pacientes asmaticos com a proteína Derp1 encontramos uma diminuição da 

expressão de Tbet 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 não ocorreu diferença entre os 

pacientes asmáticos e controles. Também não encontramos diferenças quando 

analisamos pacientes asmáticos atópicos e não-atópicos em relação a freqüência 

destas células. Este resultado contradiz o estudo de Wei et al, onde a expressão de 

células Th17 estava aumentada em pacientes asmáticos comparadas com os 

controles. Neste mesmo estudo foi analisada a IL-17 no plasma, assim como no 

fluido bronco-alveolar de pacientes asmáticos e controles, e foi constatado que a 

concentração de IL17 foi maior nos pacientes com asma. Estes dados corroboram 

com o presente estudo em que a concentração de IL-17 foi maior em pacientes 

asmáticos quando comparados com controles (25). 

Recentemente em estudos com modelos murinos, foi mostrado que as células 

Tregs suprimem as células Th17 que medeiam à inflamação pulmonar, regulado 

assim a inflamação neutrofílica.  No nosso estudo, observamos que a expressão do 

fator de transcrição FOXP3+ foi expressiva em pacientes asmáticos atópicos após a 

estimulação. Porém quando observamos a expressão de células Tregs entre 

pacientes asmáticos atópicos e não-atópicos, verificamos que as células dos 

asmáticos atópicos têm um nível de expressividade de FOXP3+ maior que as 

células dos não atópicos quando estimuladas. Corroborando com o estudo de 

Palomares et al, que apresentou dados semelhantes aos nossos, podemos sugerir 

que a baixa expressão de células Th17 tanto em pacientes asmáticos como em 

controles, pode ser explicada pelo fato da função supressora que as células Tregs 

exerce sobre as células Th17, resultando em seu baixo nível de expressão (26). 
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A fim de analisar a plasticidade das células T no presente estudo verificamos 

a presença de células duplo-positivas nos pacientes asmáticos e controles.    

Analisamos a expressão de células duplo-positivas Tbet+RORγT+, e verificamos 

que a expressividade da dupla-positividade destas células em pacientes asmáticos 

apresentou um aumento significativo após o estímulo com anti-CD3/CD28. Estudos 

realizados, relatando a expressão transcricionais de células Tbet e Th17 em 

encefalomielites autoimune, relataram que células Th17 inflamatórias podem 

expressar RORγt juntamente com T-bet ou GATA3. Sendo constatado que nestes 

estudos exprimentaisT-bet+RORγT+ são altamente patogênicas, onde T-bet está 

associada com a patogenicidade, mesmo quando não há INFγ, o que pode ser 

observado em nosso estudo, já que a expressão duplo-positiva destas células foram 

significativas apenas em pacientes asmáticos (27, 28). 

Sabe-se que células FOXP3+ podem expressar fatores de transcrição como 

T-bet, GATA3 e RORγT (29), o que foi constatado no presente estudo.  

Porém, quando analisamos as possíveis diferenças de expressividade entre 

pacientes asmáticos e controles co-expressando FOXP3+ RORγT+, podemos 

observar que não ocorreu diferença significativa entre eles, tanto com células 

estimuladas como em não estimuladas, o que não foi concordante com o estudo de 

Malmhäll, em que a co-expressão destas células foram somente aumentadas em 

pacientes asmáticos (7).  

Para confirmar então a hipótese que o fator de transcrição FOXP3+ co-

expressar outros fatores de transcrições, analisamos também FOXP3+T-bet+. Em 

nosso estudo, esta co-expressividade foi aumentada em pacientes asmáticos 

atópicos e não-atópicos quando as células destes eram estimuladas com anti-

CD3/CD28, diferentemente do estudo de Malmhäll em que este dado não foi 

aumentado em nenhum dos grupos de pacientes asmáticos analisados. Além disso, 

nossos resultados foram diferentes de estudos em animais que mostraram que a 

expressão de T-bet nas células Tregs depois da infecção, facilitou que estas células 

suprissem células Th1 inflamatórias (29, 30). Porém, se comparando outros estudos, 

nossos resultados reforçaram o fato, de que as células podem perder a expressão 

FOXP3 e adquirir a capacidade de produzir citocinas pró-inflamatórias (31, 32). 

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

funcional, a expressão de GATA3 em células Treg é crucial durante a resposta 
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inflamatória, onde é mantida a expressão de FOXP3 e limita a conversão de células 

Treg para um fenótipo de células T efetoras (33).  Pensando nisto, analisamos a 

expressão duplo-positiva de fatores de transcrição FOXP3+GATA3+, a qual 

apresentou uma expressão superior em células de pacientes asmáticos atópicos 

quando estimuladas, além disso, em pacientes controles esta expressão foi quase 

nula.  Este ocorrido é analisado em outro estudo, que mostram que a expressão de 

GATA3+ em células Tregs é proposta por ser uma falta na resposta da estimulação 

do TCR sob condições neutras, enquanto que em condições inflamatórias, a 

expressão de GATA3+ em Tregs limita a expressão de fatores de transcrição 

associado com diferenciação de células T(34). 

A plasticidade dos fenótipos de células T é ditada por influências ambientais, 

sendo que no contexto de doenças alérgicas a exposição a alérgicos/atopia, a 

genética, idade, histórico de infecções, poluição ou dieta pode afetar a natureza dos 

fenótipos de células T helper que desenvolve após a exposição à alérgenos(24). A 

partir disto, também foi analisado a dupla-expressão de fatores de transcrição 

RORγt+GATA3+, pois os dois subtipos celulares promovem o recrutamento da 

maioria de infiltrados inflamatórios ambos neutrofílicos e eosinofílicos, juntamente a 

patologia pulmonar (35). Foi apresentado no presente estudo que a expressão dupla 

destes fatores de transcrição foi superior em pacientes asmáticos atópicos em 

relação aos demais grupos, bem como entre suas células quando estimuladas com 

anti-CD3/CD28. 

Pensando na primeira hipótese das funções de células T que seria entre 

células Th1/Th2, a qual é um dos principais exemplos de co-expressão de fatores de 

transcrição, em que células GATA3+ podem se reprogramar-se para expressar T-bet 

e INF-γ, em locais de infecções virais, resolvemos analisar esses achados em nosso 

estudo (36). Analisamos que a expressão de duplo-positiva destes dois fatores de 

transcrições foi altamente expressiva em pacientes asmáticos atópicos quando 

comparados com não atópico, assim como o estudo de  Manhäll et al. Outro estudo 

que analisou especificamente  a reprogramação de células Th2 e Th1, em animais 

infectados com vírus linfocítico coriomeningitis, demonstrou que após 9 dias de 

infecção com LCVM,  a expressão de IFN-γ reduziu pela metade, possivelmente 

pelo efeito inibidor de GATA3+, pois a expressão de GATA3+ na presença de IFNγ 

em células Th2 foi alta, assim como na ausência do mesmo fator de transcrição (36). 
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 Este é o primeiro estudo que avaliou células duplo-positivas em relação a 

severidade da asma. Foi demonstrado recentemente que existe uma maior 

expressão das células Tbet+GATA3+ em pacientes com asma com eosinofilia e uma 

diminuição das células T GATA+RORγT+FOXP3+ (7).  Foi demonstrado por Wang 

et al em camundongos que células Th2 de memória que produzem IL-17 promovem 

a exacerbação da asma, além disso, estas células Th2 produtoras de IL-17 estão 

presentes em maior frequência em asmáticos atópicos que controles (35). Nosso 

estudo demonstrou que pacientes asmáticos moderados apresentam maior 

frequência de células duplo-positivas RORγt/GATA3 em células não 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 inalação de HDM causa o recrutamento de eosinófilos para os 

pulmões (37). A estimulação de células com a proteína DerP1, mostrou que quando 

estimulada com este alérgeno, o perfil das células Th1 estimuladas mudam, 

passando a não expressar níveis altos de T-bet. Esta característica de supressão da 

expressão de células Th1 quando estimulada com este alérgeno, torna uma 

característica de alta expressão do fator de transcrição T-bet apenas quando estas 

células são estimuladas com anti-CD3/CD28, e não com um alérgeno específico de 

atopia.  O grupo contendo apenas fator de transcrição GATA3, quando estimulado 

com Derp1 não alterou seu perfil e nem mudou suas características basais entre 

células estimuladas ou não estimuladas. Porém, quando analisadas as células co-

expressando outro fator de transcrição tal como RORγT+GATA+, o perfil destas 

células apresenta uma expressão superior quando estimuladas com Derp1 se 

comparando com células não estimuladas, ou estimuladas com anti-CD3/CD28, 

assim como quando analisado os fatores de transcrição FOXP3+RORγT. Nossos 

dados sugerem que dependendo do estímulo que as células recebem a modulação 

do perfil de células T CD4 pode ser alterado inclusive das células duplo-positivas. 

Mais estudos são necessários para entender todos os mecanismos e as rotas 

celulares envolvidas nesse processo de modulação do fenótipo das células T CD4 

na asma e a real função das células duplo-positivas na severidade da doença. 

Entendendo melhor os mecanismos envolvidos podem ser desenvolvidos novos 

medicamentos tendo como alvo a modulação dos fenótipos das células T CD4. 
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4.1 CONCLUSÕES 

 

Os resultados presentes neste estudo reforçam a questão de a asma 

atópica é designada uma “doença Th2”, porém reforça a questão de que a 

fisiopatologia da asma tem mais grupos de células T helper envolvidas. Além 

disso, a questão da atopia influência muito na patologia da asma, assim como 

a maior expressão de determinadas células assim como a plasticidade das 

mesmas. 

A plasticidade das células T pode auxiliar a elucidar a heterogeneidade e 

a variação no fenótipo clínico que é observado em pacientes com asma como 

as respostas imunes individuais adotadas. Pesquisas futuras nesta área 

poderão encontrar alvos específicos celulares bem como suas funções em 

relação a terapias.  Estes encontrados apontam que as células T helper são 

fenotipicamente distintas, porém a capacidade delas para a plasticidade não 

deve ser ignorada nas doenças inflamatórias. 

Nossos dados sugerem que dependendo do estímulo que as células 

recebem a modulação do perfil de células T CD4 pode ser alterado inclusive 

das células duplo-positivas.  Quando não estimuladas as células tem um perfil 

específico, a estimulação com anticorpo anti-CD3/CD28 ou com DerP1, induz 

mudança de perfil. As citocinas nos demonstraram muito pouco ainda, pois o n 

precisa ser aumentado para obtermos conclusões mais concisas. 

 


