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RESUMO

Introducdo: A asma é uma doenca prevalente em criangas, tendo como principal
caracteristica a inflamacédo e hiperresponsividade das vias aéreas. Além das células Th2, as
células Thl7, Thl e Treg sdo envolvidas na patologia da doenca pela funcdo que elas e as
citocinas por elas secretadas exercem. A asma apresenta dois fenotipos principais, 0s quais
dependem da presenca de atopia. As células TCD4 apresentam plasticidade, que sdo
influenciadas por fatores ambientais e genéticos.

Objetivos: Awvaliar o perfil fenotipico de células TCD4 de criangcas em idade escolar
asmaticas, com ou sem a presenca de atopia e de controles saudaveis. Correlacionar os dados
obtidos com a severidade da doenca. Além disso, avaliar as células que co-expressam mais de
um fator de transcricdo no sangue de criancas asmaticas atOpicas para D.pteronyssinus
estimulando as células com a proteina Derpl.

Materiais e métodos: Este foi um estudo transversal caso-controle, onde criancas de 8 a 14
anos foram recrutadas de escolas publicas de Porto Alegre/RS, asmaticas e controles. As
células mononucleares foram isoladas por Histopaque do sangue periférico destas criancas e
colocadas em cultura com anti-CD3/CD28 ou com proteina Derpl. Ap6s 24hs as células
foram marcadas com anticorpos especificos para os fatores de transcricdo para analise do
perfil Th2, Thl7, Thl e Treg por citometria de fluxo. Além disto, foi analisado no plasma a
IgE especifica para um painel de alergenos.

Resultados: Os resultados obtidos mostraram que as comparado com os controles. As células
duplo-positivas CD4+GATA-3+RORyt+ correlacionaram com o grau de severidade da
doenca, exceto com asma severa de dificil controle (ADC). Pacientes atopicos apresentaram
uma proporcao maior de células co-expressando mais de um fator de transcricdo comparados
com individuos ndo-atdpicos. Estimulacdo de células provenientes de pacientes atopicos com
a proteina Derpl aumenta a frequéncia de células CD4+Foxp3+RORyt+ quando comparados
com o controle e estimulacdo com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28.

Conclusdo: De uma maneira geral, os resultados apresentados nesta tese nos permitem
concluir que os alérgenos desempenham um papel importante no desenvolvimento das células
que expressam mais de um fator de transcricdo em pacientes atdpicos. Além disso, nosso
estudo foi o primeiro a demonstrar que criancas com ADC apresentam um perfil distinto de
expressdo de fatores de transcri¢do reguladores de células TCD4 do tipo Thl, Th2, Thl7 e
Treg quando comparado com criangas com doenca menos severa.

Palavras-Chave: asma pediatrica, células TCD4, GATA-3, T-bet, RORyt e FoxP3,
alérgenos e D.pteronyssinus, ADC



ABSTRACT

Introduction: Asthma is a disease that affects most children, characterized by inflammation
and airway hyperresponsiveness. Asthma has two main phenotypes depending on the
presence of atopy. In addition to Th2 cells, Th17 cells, Thl and Treg cells are involved in
disease pathology by secreting cytokines. CD4 T cells have plasticity, which are influenced
by environmental and genetic factors.

Aim: To assess the phenotypic profile of CD4 T cells in asthmatic children of school age,
with or without the presence of atopy and healthy controls and correlate the data with disease
severity. In addition, analyze cells expressing more than one transcription factor in the blood
of atopic asthmatic children to D.pteronyssinus stimulating mononuclear cells with DerP1
protein.

Methods: This was a cross-sectional case-control study, where 8-14 years-old asthmatic and
healthy children were recruited of public schools in Porto Alegre/RS. Mononuclear cells were
isolated by Histopaque peripheral blood of children and cultured with anti-CD3/CD28 or
DerP1 protein. After 24 hours the cells were stained with antibodies specific for transcription
factors for analysis of Th2, Th17, Thl and Treg cells by flow cytometry. Moreover, it was
analyzed in plasma allergen-specific IgE specific.

Results: The results showed that children with asthma have a higher frequency of CD4+
GATA-3+ compared to controls. Frequency of CD4+GATA-3+RORyt+ cells correlated with
disease severity, except with severe therapy resistant asthma (STRA). Atopic patients showed
a higher proportion of co-expressing more than one transcription factor cells compared to
non-atopic individuals. Stimulation with DerP1 protein enhances the frequency of CD4 +
Foxp3 +RORyt+ compared with the control and stimulation with anti-CD3/ CD28.

Conclusion: In general, the results presented in this thesis allowed us to conclude that the
allergens play an important role in the development of cells expressing more than one
transcription factor in atopic patients. In addition, our study was the first to demonstrate that
STRA children have a distinct expression profile of regulatory transcription factors of CD4 T
cells Thl, Th2, Th1l7 and Treg compared to other severity levels of the disease.

Keywords: Pediatric asthma, TCD4 cells, GATA-3, T-bet, RORyt e FoxP3, allergens e
D.pteronyssinus.
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1 INTRODUCAO

A asma é um problema de salde publica mundial, especialmente prevalente em
criangas (1). Ela é uma doenga que afeta mais de 300 milhdes de pessoas no mundo e vem
aumentando nos ultimos anos, principalmente no mundo Ocidental em que 10% dos adultos e
30% das criancas sdo afetadas. No Brasil, a prevaléncia de asma entre as criancas e

adolescentes esta proxima de 20% e é alta em todas as regides do pais (2-4).

A asma é uma doenga heterogénea das vias aéreas, que envolve interacGes genéticas e
ambientais(5,6). As caracteristicas fundamentais da asma sdo: inflamacéo,
hiperresponsividade das vias aéreas, hipersecrecdo de muco e fibrose subepitelial, que
resultam em perda da fungdo pulmonar. Devido a esse desfecho, pacientes asmaticos
apresentam dispneia, sibilancia, dor no peito, tosse e espirros continuos, consequéncia da
obstrucdo das vias aéreas (6-8). A inflamacéo das vias aéreas € um componete importante na
patofisiologia doenca. As citocinas inflamatdrias contribuiem para uma resposta de reparacéao
alterada, com secrecdo de muco e de fatores de crescimento que induzem a metaplasia de
células, a qual é mais proeminente com a gravidade da doenca. Além disso, fatores que
podem contribuir com a exacerbacdo da asma sdo: alérgenos, virus, certos medicamentos e

produtos quimicos (8-10).

Por ser uma doenca heterogénea, a asma possui diferentes fenotipos, que interferem na
severidade. A apresentacdo dos diferentes fenétipos da asmadepende da histéria natural da
doenga, da presenca ou ndo de atopia e da resposta ao tratamento (11). O processo de
desenvolvimento da asma inicia pelo contato do alérgeno com a mucosa, a qual instrui as
células B a produzir anticorpos IgE, porém esse processo € dependente das células
apresentadoras de antigenos (APCs) e da cooperacgdo entre as células B e células T (10). Este
processo inicial da asma precoce emerge como a doenga mais comum entre as criangas, que

pode ou ndo persistir até adolescéncia (12).

Na asma a propria natureza da doenga influéncia na magnitude da resposta imune e
consequentemente nos diferentes fenotipos de células TCD4 e respectivas citocinas que por
elas sdo secretadas (1). Podem estar envolvidas na fisiopatologia da asma, as linhagens de
células T helper, tais como Thl, Th2, Th17 e Treg, que atuam de forma diferente. Além disso,
esta descrito que a plasticidade destas células, as quais podem mudar de fen6tipo dependendo

do microambiente (13, 14). Acreditava-se que apenas as células Thl e células Th2, as quais
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foram divididas em meados dos anos de 1980, estivessem envolvidas na asma, porém essa
ideia mudou com as novas células efetoras descritas nos Gltimos anos, como Thl7, Treg (15)

e recentemente células Th9 (Figura 1).

ALERGENO

Células T CDM+Naive

Citocinas de diferenciacio e proteinas

STAT
TGE-B.IL-2

IL-12, IFNy (STATS)

TGF-B.IL-6,IL-
1B,1L-23
(STAT3)

Thi [STATA, STAT1)

Citocinas efetoras vl
Thi7
- - U v-ml v Iﬁ @
IL-e

IL-17

IL-4 .
IL-17F IL-10

IL-5
Imunidade celular, patdgenos INE-y IL-10 L35

intracelular, apoptose de células IL-13 L4 L9

teciduais, ativagdo e indugdo de 121

L9 Produgdo de muco e P
morte celular L8 ¢ Tolerdnciae

inflamacdo tecidual 201
i 110 c supressao imune
Fungoes Patogenos extracelulares, inflamacdo

N " A _ Inflamacdo alérgica, helmintos,
crénica neutrofilica, autoimunidade ¢ €

T IgE, inflamagdo crénica
eosinofilica e produgdo de
muco, alergia

Figura.l. A diferenciacdo de células T naive. Ap6s estimulacdo com alérgeno, dependendo do estado de
ativacéo das células e microambiente, as células T naive se diferenciam entre células T helper de diferentes
subtipos, sendo eles Thl, Th2, Thl7, Treg e Th9. Cada um destes subtipos tem fatores de transcri¢des e
STATS especifico para seu destino de diferenciac@o, bem como suas respectivas citocinas efetoras e suas
fungdes.

Na patologia da asma o fendtipo Th2 tem papel chave na doenca, bem como as
citocinas por ela secretadas: IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que estdo envolvidas desde a
sensibilizacdo alérgica e producdo de IgE até a sobrevivéncia eosinofilica (16). O
desenvolvimento de células Th2 ocorre por meio de IL-4 que induz a ativacdo de STAT6 € a
expressdo do fator de transcricdo GATA-3 (15). Outro fendtipo de células TCD4 também
descrito na patologia da asma sdo as células Th17, uma linhagem que secreta as citocinas IL-
17 A a F. O papel principal destas células é o recrutamento e ativacdo de neutrofilos através
da producéo de IL-8, aléem de indiretamente induzir citocinas pro-inflamatorias de epitélio das
vias aéreas. As células Thl7 sdo originadas da ativacdo de TGF-B, IL-6, IL-1p e IL-23 que
induzem a ativagdo do fator de transcricdo RORyt, e consequentemente a producao de IL-17
(15-18).

Embora as células Th2 tém sido frequentemente mais estudadas na asma, evidéncias

mostram que as células Thl possam estar envolvidas no desenvolvimento da doenca. Esta
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hipotese foi demonstrada em um estudo, onde o0 aumento dos niveis de INF-y em pacientes
com asma, sugerindo uma resposta Thl. Células Thl sdo dirigidas por estimulacdo do INF-y e
IL-2 que ativam STATL1 e STAT4, resultando na ativacdo do fator de transcricdo Thet, que
por fim estimulam as células a produzirem INF-y (2, 17). A resposta destas celulas é

importante para a imunidade celular contra patdgenos intracelulares (15).

As células TCD4 regulatérias (Treg), que sdo reguladoras da resposta imune (16), sdo
caracterizadas pelos marcadores CD4 e CD25, e pela expressao do fator de transcri¢cdo Foxp3.

Também tém sido relatadas durante a patogenia da asma (15, 17).

Cada fendtipo de células Thl, Th2, Thl7 e Treg possui um fator de transcricdo chave
para a sua ativagcdo e para a sua diferenciagdo. Os fatores de transcricdo T-bet, GATA-3
RORyt e Foxp3 regulam respectivamente as diferenciacdes do fenétipo Thl, Th2, Thl7 e
Treg (11). Acreditava-se que estes fenotipos eram irreversiveis, uma vez diferenciadas a
células TCD4 permaneceria com seu fendtipo. Porém, recentemente estudos mostram que as
células TCD4 podem co-expressar mais de um fator de transcricdo, um exemplo disso, é a
expressao de T-bet, a qual pode ser descrita em Treg, Tfh, Th17 e até mesmo em células Th2,
apontando para a plasticidade destas células (19-21). Em modelos animais e in vitro, estudos
tém sugerindo que células TCD4 podem exibir plasticidade, podendo mudar a expressdo do
fator de transcricdo e consequentemente sua funcdo efetora de producdo de citocinas. Esta
plasticidade pode ter um papel importante na modulagdo de doencas inflamatorias como a
asma (22-25).

A plasticidade é ditada por influéncias ambientais. Como por exemplo, na asma a
exposicao a alérgenos/atopia, genética, idade, histéria de infeccdo, poluicdo ou até mesmo
dieta pode afetar a natureza do desenvolvimento dos fenétipos de células T (26).
Recentemente foi descrito um subtipo de células que co-expressa fator de transcricdo GATA-
3 e RORyt que estd presente na resposta imune alérgica atuando na patologia
pulmonar(23,27). Além disso, foi descrito que células CD4 com fenétipo Th2/Thl7 esta
correlacionada com a severidade da asma (28).

Na asma quando falamos de resposta imune alérgica, mediada por Th2 e IgE, estamos
nos referindo a asma atopica, mas a asma pode ser caracterizada como nao atépica também. A
asma nao-atopica (intrisica) € similar a asma atdpica em relacdo a sintomas, porém o0s
pacientes asmaticos assim classificados apresentam testes negativos para atopia, e nao
apresentam clinica nem histéria familiar de atopia e tem baixos niveis de IgE (29-31). Além

dessas caracteristicas, 0s pacientes nao-atopicos podem apresentar caracteristicas celulares
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distintas (30,32). Para se confirmar a presenca de alergia, o procedimento de diagnostico mais
comum ¢€ o teste cutaneo especifico (Skin Prick) e a avaliacdo da presenca de IgE especifica

no soro do paciente (33).

O acaro Dermatophagoides sp. € uma das fontes mais comuns de alérgenos em todo o
mundo e considera-se que ele atinge mais de 15-20% da populacdo dos paises industrializados
(34,35). Estudos experimentais sugerem que células Th2 especificas para HDM
desempenham um papel central na resposta inflamatéria alérgica induzindo a producéo de IgE
especifica, recrutamento de eosindfilos nos tecidos, a producdo de muco e a modulagdo do
masculo liso das vias aéreas (36). Entretanto, poucas informacdes existem sobre o papel do
HDM na plasticidade das células T CD4. Pensando no quem vem sido sugerido sobre a
plasticidade na diferenciacdo das células T e no papel na modulacdo de doencas inflamatorias,
nosso objetivo é caracterizar os subtipos e células T, por meio de seus fatores de transcricéo
em grupos de asmaticos nao-atopicos, atopicos e grupo controle, bem como correlacionar com

a severidade da asma das criangas.

Esta tese esta organizada em capitulos, sendo que o capitulo 1l e 11l € constituido por
dois artigos originais. Os artigos originais foram compostos dos resultados obtidos durante

todo 0 mestrado e doutorado da autora.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Células TCD4 especificas estdo envolvidas na patogenia As células T CD4 podem ter
a plasticidade em relacdo aos seus fendtipos, a qual pode desempenhar um papel modulando
as doencas inflamatorias como a asma. Sabe-se que os fatores de transcricdo Thet, GATA-3,
RORyt e Foxp3, estdo envolvidos na ativacéo de células T naive, em células Thl, Th2, Thl7 e
Treg, e que essas por sua vez estdo envolvidas no processo de desenvolvimento da asma, bem
como na sua severidade. Porém atualmente sabe-se que essas células ndo apresentam apenas

um fator de transcricdo e sim, dois, trés e até quatro fatores.

Além disso, células co-expressando os fatores de transcricio GATA-3 e RORyt estdo
correlacionadas com a severidade da asma, quanto mais severa a doenga maior 0 nimero
destas células. Entretanto, ainda ndo foi avaliada a presenca destes fenotipos na asma
pediatrica severa, a asma de dificil controle (ADCs). Os mecanismos moleculares
relacionados com o desenvolvimento destas células que expressam mais de um fator de
transcricdo ainda ndo foram estudados na asma. Uma hip6tese seria que os alérgicos podem

estar envolvidos com a estimulacao e desenvolvimento destas células.

Deste modo, o estudo destes fatores de transcricdo em pacientes com asma pediatrica
pode trazer informacGes importantes quanto a classificacdo da severidade desta patologia.
Além disso, o estudo dos mecanismos de como estas células é gerado na asma pode contribuir

na descoberta de novos alvos terapéuticos para a asma pediéatrica.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os diferentes fendtipos de células TCD4 em uma populacdo de criancas
asmaéticas atdpicas e ndo-atopicas em idade escolar na cidade de Porto Alegre, bem como

correlacionar com a severidade da doenca comparando com criangas saudaveis.

1.2.3 Objetivos Especificos

e Analisar a expressdo dos fatores de transcricdo (GATA-3, Thet, RORyt e Foxp3) que
controlam os fendtipos de células TCD4 no sangue periférico de criangas asmaticas

comparando com criancas controles saudaveis;

e Analisar a expressao dos fatores de transcricdo (GATA-3, Thet, RORyt e Foxp3) no
sangue periférico de criangas asmaticas de acordo com a severidade da doenca,
incluindo o espectro mais grave da doenca (criangas com asma de dificil controle) e
criangas saudaveis, caracterizado as células que co-expressam dois, trés ou quatro
destes fatores;

e Avaliar se o estimulo com anti-CD3 e anti-CD28 ou proteina Derpl do HDM pode

modular a expressdo dos fatores de transcricao nestas células.
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