PREMIO SPAIC / UCB PHARMA 2004 / SPAIC / UCB PHARMA AWARD 2004

Citocinas T1 e T2 na doenca atopica:
avaliacao do contributo relativo de
diferentes subpopulacOes celulares T
periféricas

Type 1 and type 2 cytokines in atopic disease: assessment of
different peripheral T cells relative contribution

Rev Port Imunoalergologia 2005; 13 (2): 141-152

Manuela Rebordao?, Luis Delgado?, Helena Pinto*, Augusto Remédios!, Luis Taborda-Barata®

!Hospital Militar, Bélem
?Hospital de S. Jodo. Faculdade de Medicina, Universidade do Porto
*Hospital Péro da Covilhd. Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade da Beira Interior

RESUMO

O equilibrio entre a producéo de citocinas do perfil T1 e T2 pelos linfécitos T tem sido considerado um dos fac-
tores que influencia a patogénese da doenga alérgica, genericamente favorecida por um "ambiente" T2. Objectivo:
Caracterizar o perfil de citocinas T1 e T2 em linfécitos periféricos de um grupo de doentes atdpicos, comparativa-
mente a um grupo-controlo, e avaliar o contributo das subpopula¢ces CD4 e CD8 para essa producdo. Populacédo
e métodos: Estudaram-se 14 individuos atépicos, com sensibilizacdo a alergénios ambienciais comuns e 7 individuos
sem historia de doenga alérgica. A marcagdo dos linfécitos T de sangue periférico foi feita com anticorpos monoclo-
nais CD3 e CD8. Fez-se a activacdo in vitro com PMA, ionomicina e brefeldina durante 4 horas, 37°C, 5%CO-. A ava-
liagdo das citocinas intracitoplasmaticas IFN-y, IL-4 e IL-5 foi feita por citometria de fluxo. Na andlise estatistica
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usaram-se testes ndo paramétricos Mann-Whitney U Test e Wilcoxon-Signed Ranks Test. Para o estudo das correlacBes
usou-se o teste de Spearman. Considerou-se significativo o valor de p<0,05. Resultados: O grupo atopico expressou
nos linfocitos CD3 periféricos um significativo aumento de citocinas de perfil T2 relativamente ao grupo nao atépico
sendo respectivamente para a IL-4 [13,8% (3,1 - 31,8) versus 5,1% (4,1 - 6,9), p = 0,002] e IL-5 [6,7% (1,0 - 20,4) ver-
sus 1,0% (0,4 - 2,1), p = 0,004]. S6 nos linfécitos T CD8 do grupo atdpico se constatou também o aumento significa-
tivo destas citocinas em relagdo ao grupo ndo atépico. Observou-se apenas nos doentes atépicos uma correlagao sig-
nificativa entre a percentagem de linfocitos T CD8 IL-5+ e o numero de eosindfilos circulantes (rg=0,629; p=0,028) e
os niveis séricos de ECP (rg=0,570; p=0,03). Néo se encontraram diferencas significativas na expresséo de IFN-y nas
populacBes de linfocitos periféricos, nos dois grupos em estudo (atdpicos e controlos). No grupo-controlo a producéo
de IFN-y e IL-4 foi significativamente diferente entre linfocitos T CD4 e CD8, sendo maioritariamente expresso pelos
CD4. Concluséo: Destaca-se no grupo atopico um aumento de citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5) produzidas pre-
dominantemente em linfécitos T CD8 periféricos (Tc2). No grupo-controlo (ndo atdpico) as citocinas de perfil T2 sdo
essencialmente produzidas pelos linfécitos T CD4.

Palavras-chave: citocinas, atopia, linfocitos Thl, Th2, Tcl, Tc2.

ABSTRACT

Background: The unbalanced of type 1 (T1) and type 2 (T2) pattern of cytokines produced by T lymphocytes has been
considered the primary abnormality of atopy which is characterized by a biased T cell T2 activation. Objective: To characte-
rize the T1 and T2 pattern of cytokines production by CD4+ and CD8+ T cells in whole blood in atopic and nonatopic (con-
trol) subjects. Population and methods: Fourteen atopic subjects, sensitised to common environmental allergens, and 7
nonatopic subjects were included in this study. In each blood sample T lymphocytes were marked with monoclonal antibodies:
CD3 and CD8. Cell culture was performed at 37°C in an atmosphere containing 5% CO2, in the presence of phorbol 12-myris-
tate acetate (PMA), ionomycin and brefeldina, during 4h. Cells were then fixed and permeabilized and detection of intracyto-
plasmic cytokines IFN-y, IL-4 and IL-5 was achieved. Flow cytomatric analysis was performed. Statistical analysis was undertak-
en by using the Mann-Whitney Test, the Wilcoxon-Signed Ranks test and the Spearmam test. Values of p<0.05 were accepted
as statistically significant. Results: The atopic group expressed a significant increase in T2 pattern of cytokines produced by
peripheral CD3 lymphocytes compared with nonatopic group: IL-4 [13,8% (3,1 - 31,8) versus 5,1% ( 4,1 - 6,9), p = 0,002]
and IL-5 [6,7 (1,0 - 20,4) versus 1,0% (0,4 - 2,1), p = 0,004] respectively. Just in CD8 T cells of the atopic group were also
detected a significant correlation between the percentage of IL-5 producing CD8 T cells and the number of circulating eosinophils
(rg = 0,629; p = 0,028) and the level of ECP (rg = 0,570; p = 0,03). No significant difference was seen in IFN-y expression in
T lymphocytes of both groups. However, IFN-y and IL-4 expression by CD4 and CD8 T cells differ significantly in the nonatopic
group (control), being expressed mainly by CD4 T cells. Conclusion: These data support a T2 cytokine (IL-4 and IL-5) pre-
dominance, in the peripheral blood of atopic subjects, produced mainly by CD8 T lymphocytes (Tc2). In the control group the
T2 pattern of cytokines was mainly produced in CD4 T cells.

Key-words: Cytokines, atopic, lymphocytes, Thl, Th2, Tcl, Tc2.
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INTRODUCAO

s linfécitos T podem ser caracterizados pela
sua expressdo fenotipica em células CD4+
("Helper"-Th) e CD8+ (citotoxicas-Tc) ou
pelo perfil de citocinas que predominantemente sinteti-
zam. As citocinas IFN-y, TNF e IL-2 caracterizam o per-
fil T1 (quer Thl quer Tcl), enquanto a produgdo de IL-4,
IL-5 e IL-13 estdo ligadas ao perfil T2 (Th2 ou Tc2)*2. As
manifestagdes clinicas da atopia estdo, pelo menos par-
cialmente, associadas a producdo de IgE e ao recruta-
mento e activacdo de células como sejam os mastécitos,
basdfilos, eosindfilos e linfocitos*®. Por outro lado, estu-
dos em doentes asmaticos tém evidenciado o papel dos
linfécitos T CD4+ como orquestradores da resposta
inflamatdria através da producdo de citocinas que carac-
terizam as suas diferentes funcdes efectoras®. Por exem-
plo, estd descrito que uma baixa producdo de IFN-y
pelos linfocitos T em doentes asmaticos alérgicos se cor-
relaciona positivamente com a gravidade da doenga’, e
que, experimentalmente, a terapéutica com IFN-y inibe a
eosinofilia alérgica e a hiperreactividade brénquica®.
Magnan descreve na atopia um enfraquecimento da
expressdo de IFN-y e uma elevada producédo de IL-4 cor-
relacionada com os niveis de IgE®. A IL-4 parece ser cru-
cial no desenvolvimento do perfil Th2. Demonstrou-se ja
que a inalacdo de IL-4 por doentes asmaticos pode levar a
uma hipersecrecdo de muco e aumento de eosinéfilos na
expectoracdo’. Num modelo animal, o blogueio do recep-
tor da IL-4 associou-se a uma diminui¢do da hiperreactivi-
dade brdnquica especifica, assim como a eosinofilia pul-
monar, induzidas por alergénios®. Por outro lado, a IL-4
aumenta a expressao vascular de moléculas de adesdo e
selectinas, responsaveis pelo recrutamento selectivo de
eosinofilos®. A IL-5 influencia também a producdo, matu-
racdo, activacdo e sobrevida dos eosinofilos, assim como
a hiperreactividade brénquica, tendo uma actividade
essencialmente eosinopoiética®.
Estudos mais recentes tém evidenciado o papel das
células T CD8 na doenca alérgica e das suas diferentes

populacBes, Tcl e Tc2, definidas através do perfil de
citocinas. Foi demonstrado que um nimero elevado de
células T CD8+ participa na inflamagdo alérgica, com
aumento da sua activacéo e diferenciacdo em células pro-
dutoras de IL-5"*?, Magnan descreve elevados niveis de
IFN-y associados aos linfocitos T CD8 na asma®. Em
doentes com dermatite atOpica foi demonstrado aumen-
to de frequéncias de linfécitos T CD4 e T CD8 produ-
tores de citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5) em sangue
periférico®. Por outro lado, Akdis et al** evidenciaram
que linfécitos T CD4 e T CD8 de sangue periférico de
doentes com dermatite atopica eram equipotentes na
inducdo da producdo de IgE pelos linfocitos B, bem como
no aumento da sobrevida do eosindfilo.

Num estudo retrospectivo* e utilizando técnicas
imuno-histoquimicas, foi possivel caracterizar, em teci-
dos peribrénquicos de doentes falecidos por asma
aguda, uma populacdo de linfocitos T CD8 activados
(CD25+) com fendtipo citotoxico (exprimindo perfori-
na) e com elevados niveis de IL-4, comparativamente
com um grupo-controlo de doentes falecidos com outra
patologia.

Em estudo anterior evidenciamos, em linfécitos T
periféricos de doentes atOpicos (com asma e rinite) e
clinicamente estaveis, a expressdo intracelular de citoci-
nas T1 e T2, sendo este dltimo perfil particularmente
evidente na subpopulacdo T CD8+*,

Neste estudo pretendemos avaliar se a expressdo de
citocinas T1 e T2 nas subpopulacbes CD4 e CD8 é
semelhante nos individuos atdpicos e ndo atdpicos (con-
trolos normais) e se algum destes perfis se correlaciona
particularmente com os marcadores da atopia (IgE,
eosindfilos circulantes e proteina catiénica do eosinéfilo
- ECP). Assim, fomos avaliar, por citometria de fluxo, a
expressdo de citocinas nos linfocitos de sangue periféri-
co (estimulados policlonalmente) num grupo de doentes
atOpicos, comparativamente com individuos saudaveis
ndo atopicos.
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MATERIAL E METODOS

Populacéo

Estudamos 14 individuos atOpicos, sensiveis a acaros
do p6 da casa (Dermatophagoides pteronyssinus), sendo 4
também sensiveis (em menor grau) a pélens de grami-
neas. Apresentavam uma media de idades de 22,3%%
anos, sendo 9 do sexo masculino e 5 do sexo feminino.
Onze tinham asma brdnquica e trés rinite alérgica. Cinco
destes doentes estavam a fazer corticosteroides de inala-
cdo oral, oito corticosteréides de inalacdo nasal, dois
broncodilatadores e trés anti-histaminicos. Todos estes
doentes eram seguidos na consulta de Alergologia de um
hospital.

O grupo nao atdpico era constituido por sete indivi-
duos, com uma média de idades 25,6 (20-38) anos, sendo
cinco do sexo masculino e dois do sexo feminino. Foram
recrutados no Hospital Militar de Belém com aceitagdo
voluntaria de participacdo no estudo e tendo como
critérios de exclusdo qualquer doenca concomitante,
local ou sistémica, que afecte o sistema imunitario (neo-
plasia, doenca auto-imune ou inflamatoria cronica, insufi-
ciéncia renal croénica, diabetes mellitus, atopia, imuno-
deficiéncia). A todos foram feitas provas de sensibilidade
cutanea, doseamentos de IgE total e especificas, avaliacdo
da funcédo renal, hepatica e raios X de térax.

Quadro 1. Caracteristicas das duas populagdes estudadas:
Populagdo controlo ndo atopica e populagdo com doenca
atopica.

Controlos Atopia
n=7 n=14
Idade 25,6 (20-38) 22,3 (13-58)
Sexo M/F 5:2 9:5
IgE total KU/L 46 (7-104) 787 (100-4265)

Eosindfilos/ mm? 266,0 (105-432) 272,3 (100-931)

ECP ng/L 11,1 (1,9-18) 14,3 (8,9-53)

Colheita de sangue

Foram colhidos 20 mL de sangue total por puncéo
venosa, que foram distribuidos em fraccBes de 5 mL para
tubos com dois tipos diferentes de anticoagulante: EDTA e
heparina, para tubo SST® Vacutainer® e para tubo seco.

Determinacdes séricas

IgE total — Determinou-se no soro por uma técnica
imunoenziméatica com leitura final de fluorescéncia
(Enzyme Linked Fluorescent Assay - ELFA), no equipamen-
to VIDAS-bioMerieux. O limite de deteccdo deste méto-
do é de 0,50 kU/L e 95% da populacdo nao atdpica adul-
ta tem valores inferiores a 120 kU/L.

IgE especifica — Determinaram-se no soro por uma
técnica imunoenzimatica com leitura final de fluorescén-
cia (Fluoro-enzyme-immunoassay - FEIA) no equipamento
Cap-System da Pharmacia Diagnostics.

Proteina cationica eosinofilica (ECP) — Executou-se
a colheita em tubos SST® Vacutainer® (Becton Di-
ckinson) de acordo com normas estabelecidas: puncéo
venosa até enchimento do tubo, coagulagdo do sangue de
60-120 minutos a temperatura ambiente e centrifugacéo
1000-1300 g durante 10 minutos. A determinacdo foi
feita em soro por uma técnica imunoenzimatica com
leitura final de fluorescéncia (FEIA) no equipamento Cap-
System. O valor a partir do qual se considera o resulta-
do positivo é de 15 pg/L.

Eosindfilos — Contagem no contador hematoldgico
Coulter-Gens, a partir de sangue total colhido em EDTA.
E considerado valor de referéncia para adultos normais
o compreendido entre 0-400/mm?,

Estudo da expressédo de citocinas nos linfoécitos T

Activacéo

Ao sangue total colhido em heparina juntou-se, em
partes iguais, RPMI 1640 (GibcoBRL) enriquecido com L-
glutamina 200mM (GibcoBRL). A activacdo fez-se em
presenca de brefeldina A (Sigma) na concentracdo de
10pg/mL com Phorbol 12-Myristate 13-Acetate-PMA
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(Sigma) na concentracdo final de 25 ng/mL e ionomicina
(Sigma) na concentragdo de 1ug/mL. Utilizou-se como
controlo negativo da activacdo uma amostra de sangue
incubada com tudo o descrito anteriormente, excepto
PMA e ionomicina. A activacdo fez-se durante 4 horas a
37°C em atmosfera himida e com 5% CO:..

Marcacéao de superficie

Os linfdcitos foram estudados usando como mar-
cadores de superficie o anticorpo monoclonal CD3 mar-
cado com o fluorocromo PC5 - ficoeritrina-cianina 5.1
(excitacdo a 486-580 nm e emissdo a 660-680 nm) e o
anticorpo monoclonal CD8 marcado com FITC-isotio-
cianato de fluoresceina (excitagdo a 486-580 nm e emis-
sd0 a 504-541 nm), ambos da Immunotech (Izasa). As
células foram incubadas durante 15 minutos a tempe-
ratura ambiente com 10uL de anticorpo monoclonal
CD3 e 20puL de CD8.

Fixacdo e permeabilizacéo

Efectuou-se a fixacdo e permeabilizacdo dos linfocitos
T de acordo com as instrucdes do produtor (Fix e Perm,
Caltag Laboratories). Apés a marcacdo de superficie,
lavaram-se as células com um tampéo fosfato salino (PBS)
durante 5 minutos a 2000 rpm. Apos fixagdo durante 15
minutos a temperatura ambiente, fez-se a permeabiliza-
cdo e a marcagdo das citocinas intracelulares.

Marcacéo de citocinas intracelulares

Utilizaram-se anticorpos monoclonais anti-citocinas
humanas IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 (PharMingen) todas
conjugadas com o fluorocromo PE - ficoeritrina (exci-
tacdo a 486-575 nm e emissdo a 568-590 nm). Para ava-
liagdo da activacdo in vitro estudou-se também a
expressdo intracitoplasmatica de CD69 PE (Becton
Dickinson). A quantidade de anticorpos usados foi de
3uL para as citocinas e 20uL para CD69. O tempo de
incubacdo foi de 15 minutos a temperatura ambiente,
seguindo-se lavagens para posterior analise.

Anédlise por citometria de fluxo

Para a analise por citometria de fluxo utilizou-se um
citémetro de fluxo Epics®Elite equipado com um laser de
15 mW e com filtros apropriados para leitura de FITC
(525 nm), PE (575 nm) e PC-5 (675 nm). O nlimero de
células adquirido foi de 20 000 e a informagdo computo-
rizada foi guardada em listmode para mais tarde ser avalia-
da de acordo com o software de andlise do préprio equipa-
mento. Os resultados foram expressos em % de células
(linfécitos T totais ou CD4 ou CD8) que coraram de
forma positiva para uma dada citocina. O gate de linfocitos
foi feito a partir do CD3 PC-5. Os linfocitos T CD4+
foram identificados como CD3+CD8- devido & dimi-
nuicdo da expressdo do CD4 nos linfécitos T na presenca
de estéres do Phorbol*". Foram utilizados como contro-
los negativos os linfécitos ndo estimulados.

Estudo estatistico

Apbs andlise estatistica descritiva e verificagdo da dis-
tribuicdo ndo normal dos dados, foram utilizados testes
ndo paramétricos para avaliagdo dos resultados: Mann-
Whitney U test (comparagdo de uma variavel entre 2 gru-
pos) e Wilcoxon-Signed Ranks Test (comparagdo de uma
variavel no mesmo grupo). Para o estudo das corre-
lacBes usou-se o teste de correlacdo de Spearman. O
valor de p foi considerado significativo quando inferior a
0,05. Os resultados foram expressos em medianas, valor
maximo e minimo.

RESULTADOS

Expressdo de interferdo gama (IFN-y)

A avaliagcdo da expressdo do IFN-y nos dois grupos
em estudo (atdpicos e controlos) permitiu constatar que
ndo existiam diferencas significativas entre estes grupos,
quer para os linfécitos T CD3 quer para as subpopu-
lacbes T CD4 e T CD8. Apesar disso, observou-se sem-
pre uma menor percentagem de linfocitos T que expres-
savam IFN-y no grupo atépico em relagdo ao grupo-con-
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Fig. 1. A expressdo de IFN-y nos linfocitos T e subpopulacdes
de sangue periférico foi maior no grupo-controlo relativamente
ao grupo atépico, mas sem diferenga significativa.

trolo. Na populagdo atdpica, o IFN-y foi expresso em
31,5 % (12,7-43,9) dos linfécitos T CD3 enquanto o
valor na populacdo-controlo foi de 34,0% (20,0-43,0). Os
linfécitos T CD4 expressaram 16,6% (1,7-22,0) no grupo
atopico e 18,6 (10,1-23,1) no grupo controlo, sendo
respectivamente para os linfécitos T CD8 o valor de
12,5 (2,6-21,9) e 14,6 (5,7-18,4) (Fig.1).

Quer em doentes atépicos quer em controlos
saudaveis, a expressao de IFN-y ocorreu maioritaria-
mente em linfécitos T CD4 (Fig. 2), quando se comparou
a expressdo nas subpopulac@es linfocitarias. No grupo
controlo, observou-se uma percentagem significativamente
maior de células T CD4 IFN-y+ do que células T CD8
IFN-y+ [18,6% (10,1 - 23,1) versus 14,6% (5,7 - 18,4);
p = 0,018]. No entanto, no grupo atopico nao se obser-
varam diferencas significativas entre as percentagens de
células T CD4 e T CD8 que expressavam IFN-y [16,6%
(1,7 - 22,0) versus 12,5 (2,6 - 21,9)].

Expressao de IL-4

A percentagem de linfocitos T CD3 que expressaram
IL-4 foi significativamente superior no grupo de doentes
atopicos em relacéo ao grupo de controlos ndo atopicos
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Fig. 2. Os linfécitos T CD4 do grupo-controlo ndo atépico
expressaram de forma significativa maior quantidade de IFN-y
relativamente aos linfécitos T CD8 (p=0,018). No grupo atopi-
co ndo existe diferenca significativa na expressao desta citocina
entre linfocitos T CD4 e T CD8.

[13,8% (3,1-31,8) versus 5,1% (4,1-6,9), p = 0,002]. Nao
se observaram diferengas significativas na percentagem
de células T CD4 que expressavam IL-4 entre o grupo
com doenga atdpica e o grupo-controlo [6,0% (2,9 - 9,1)
versus 4,2% (3,1 - 5,6)]. No entanto, a percentagem de
células T CD8 IL-4+ foi significativamente superior no
grupo atépico, em relacdo ao grupo-controlo [8,4% (0,5-
- 22,7) versus 1,3% (0,9 - 1,8), p=0,009] (Fig. 3).

No grupo de doentes com doenca atopica, ndo foram
observadas diferencas significativas entre a percentagem
de linfécitos T CD4 e T CD8 que expressavam |L-4,
[6,0% (2,0 - 9,1) versus 8,4% (0,5 - 22,7)]. E de destacar,
no entanto, que foram os linfécitos T CD8 que expres-
saram maior quantidade de IL-4. No grupo-controlo, a
percentagem de linfécitos T CD4 que expressavam IL-4
foi significativamente superior a dos linfocitos T CD8
positivos para a mesma citocina [4,2% (3,1 - 5,6) versus
1,3% (0,9-1,8), p= 0,018] (Figs. 4 e 5).

Ao agruparem-se 0s dados dos doentes atdpicos e
dos controlos ndo atdpicos, observou-se uma correlacdo
significativa entre a percentagem de linfocitos T CD3 que
expressavam IL-4 e o0s niveis de IgE sérica total
(rg=0,448 e p=0,04) (Fig. 6).
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Fig. 3. A expresséao de IL-4 nos linfocitos T foi manifestamente
superior no grupo atépico relativamente ao grupo-controlo
(p=0,002), contribuindo particularmente para essa diferenca os
linfécitos T CD8 (p=0,009).
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Fig. 4. No grupo-controlo, a IL-4 foi predominantemente
expressa nos linfacitos T CD4 relativamente aos linfocitos T
CD8 (p=0,018). No grupo atopico ndo se encontraram dife-
rencas significativas na expressdo desta citocina nas subpopu-
lagbes de linfocitos T periféricas.

Expressdo de IL-5

A avaliacdo da expressdo da IL-5 pelos linfocitos T
CD3 revelou uma diferenca significativa entre os dois
grupos estudados. No grupo atopico, a percentagem de
linfocitos T que expressavam IL-5 foi de 6,7% (1,0-20,4)
enquanto que no grupo controlo foi de 1,0% (0,4-2,1),
p=0,004. Quando se avaliou o contributo das subpopu-
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Fig. 5. Histogramas dot-plot obtidos por citometria de fluxo
(EPICS-Elite), exemplificando a expressao de IL-4 de um indi-
viduo saudavel (Fig. 5a) e de um doente atopico (Fig. 5b). No
quadrante superior esquerdo (1) temos a percentagem de célu-
las CD3+CD8- (referidas como CD4+) que expressam IL-4 e
no quadrante superior direito (2) as células CD3+CD8+ que
expressam IL-4. Nos quadrantes inferiores esquerdo e direito
temos respectivamente as células CD3+CD8- e CD3+ CD8+
que ndo expressam IL-4. No controlo sdo os linfécitos T CD4
que produzem maior quantidade de IL-4, em contraste com o
atopico, em que sdo os linfocitos T CD8.
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Fig. 6. Correlagdo da percentagem de linfocitos T CD3 que
expressavam IL-4 e os niveis de IgE sérica total na populacdo
total (atdpicos e ndo atdpicos).
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Fig. 7. A IL-5 expressou-se maioritariamente nos linfocitos T
de sangue periférico no grupo de doentes atopicos relativa-
mente ao grupo-controlo, ndo atépico (p=0,004), tendo sido a
subpopulacdo de linfocitos T CD8 que mais contribuiu para
essa expressao.

lacGes linfocitarias, verificou-se que a percentagem de
linfécitos T CD4 IL-5+ ndo diferia significativamente
entre o0 grupo atépico e o grupo-controlo: 0,9% (0,3 -
- 1,9) versus 0,5% (0,3-1,3). No entanto, a percentagem
de linfocitos T CD8 que expressavam IL-5 foi significati-
vamente superior no grupo de doentes atopicos em
relagdo aos controlos ndo atopicos [5,9% (0,1-18,9) ver-
sus 0,3% (0,1-1,3), p=0,008] (Fig. 7).

No grupo de doentes atOpicos, a percentagem de
linfécitos T CD8 IL-5+ foi significativamente superior a
percentagem de linfécitos T CD4 IL-5+ [5,9% (0,1-18,9)
versus 0,9% (0,3-1,9), p=0,026]. No grupo-controlo, a
percentagem de linfécitos que expressavam IL-5 foi
muito baixa, quer nos CD4 quer nos CDS8, e sem dife-
rencas significativas entre estas duas subpopulagdes lin-
focitarias (Fig. 8).

Observou-se apenas nos doentes atopicos uma cor-
relacdo significativa entre a percentagem de linfocitos T
CD8 IL-5+, os niveis séricos de ECP (rg=0,570; p=0,03)
e 0 nimero de eosinofilos circulantes (rg=0,629;
p=0,028) (Fig. 9).

No grupo de doentes atbpicos, encontrou-se uma
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Fig. 8. No grupo atdpico foram os linfécitos T CD8 que mais
contribuiram para a expressdo de IL-5 relativamente aos linfé-
citos T CD4 (p=0,026). No grupo ndo atopico ndo se encon-
traram diferencas significativas na expressdo de IL-5 entre as
subpopulac@es linfocitarias de sangue periférico.

correlacao significativa entre a percentagem de células
IL-4+ e a de células IL-5+, quer a nivel de linfécitos T
CD4 (rg=0,739; p=0,001) quer a nivel de linfocitos T
CD8 (rg=0,837; p=0,001).

DISCUSSAO

Neste estudo, em que avalidmos por citometria de
fluxo a expressao de citocinas T1 e T2 em linfocitos cir-
culantes de doentes atOpicos e controlos saudaveis apos
estimulacdo policlonal, verificAmos que a producgdo de
IFN-y pelos linfocitos T CD3 nédo diferiu entre os dois
grupos, sendo expresso tanto pelos linfocitos T CD4
como T CD8. A expressdo de IFN-y no grupo atopico
ndo mostrou diferencas significativas entre subpopu-
lagdes linfocitarias T CD4 e T CD8, o que contrastou
com o grupo-controlo, onde a expressao de IFN-y foi
significativamente mais elevada nos linfécitos T CD4.

Ja a expressdo de IL-4 e IL-5 nos linfocitos T CD3
diferiu significativamente nos doentes atépicos e contro-
los, estando associada esta diferenca aos linfocitos T
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Fig. 9. Correlagdo entre a percentagem de linfocitos T CD8 IL-5+ e 0s niveis séricos de ECP e
0 nimero de eosindfilos circulantes apenas observada nos doentes atopicos.

CD8. No grupo atépico, a avaliacdo da producédo de IL-4
entre as subpopulages linfocitarias T CD4 e CD8 ndo
foi significativamente diferente ( apesar de ser maior nos
linfécitos T CDB8), enquanto a producdo de IL-5 foi signi-
ficativamente diferente, com maior expressao nos linfé-
citos T CD8. Em contraste, nos controlos ndo atopicos,
a avaliacdo da producdo de IL-4 entre as subpopulacdes
linfocitarias T CD4 e T CD8 foi significativamente dife-
rente, com maior expressio nos CD4, enquanto a
expressdo de IL-5 foi muito baixa, ndo revelando dife-
rencas significativas.

Além disso, apenas nos doentes atdpicos se verificou
uma correlacdo significativa dos linfécitos T produtores
de IL-4 com a IgE sérica total e dos linfécitos T CD8+
produtores de IL-5 com os eosindfilos circulantes e com
0s niveis séricos de ECP.

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a deter-
minacdo da expressdo de citocinas (ELISPOT, hibridagdo
in situ, ensaios de diluicdo limite)*. A grande limitacdo de
todos estes métodos € a incapacidade de avaliar simul-
taneamente a expressdo de diferentes citocinas e as célu-
las que as expressam. A citometria de fluxo tem a van-
tagem de avaliar a frequéncia de células produtoras de
citocinas, permitindo demonstrar a co-expressdo de

diferentes citocinas em células de fendtipo conhecido
apos um curto tempo de activagdo. Por outro lado, a
possibilidade de usar sangue total tem a vantagem de nédo
haver prévia manipulacdo e a activacéo celular ser feita
no proprio meio onde as células se encontram¥. Usou-se
uma activacdo inespecifica com mitogénios em vez da
activacdo especifica com alergénios, que seria mais fiel a
realidade bioldgica; no entanto, alguns estudos demons-
tram que a produgdo de citocinas € muito semelhante
quando se usa PMA e ionomicina ou o alergénio”.
Contudo, estes métodos ndo estdo ainda estandardiza-
dos e a discrepancia de resultados intracelulares pode
ser devida a diferentes protocolos de estimulacéo, fixa-
¢do e permeabilizacdo®.

A percentagem de linfacitos T CD3 que expressavam
IFN-y néo foi significativamente diferente entre doentes
atopicos e controlos nao atépicos. No entanto, nos con-
trolos ndo atopicos, a percentagem de linfécitos que
expressavam IFN-y era significativamente superior na
subpopulacdo T CD4, em relacdo a CD8. Esse perfil de
predominio Thl (e ndo Tcl) dos controlos nao foi
encontrado no grupo atépico, no qual ndo se observou
diferenca significativa, em termos de percentagem de
expressdo de IFN-y, entre as subpopulacdes CD4 e CD8
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(Fig. 2). Entre o grupo de doentes atopicos e 0 grupo-
-controlo ndo houve diferencas significativas quanto a
percentagem de linfécitos T CD8 que expressavam IFN-y.
Sdo varios os artigos que referem uma expressdo de
IFN-y invaridvel ou diminuta em relagcdo aos controlos
numa populacdo atdpica, tanto em sangue periférico
como em lavados broncoalveolares***## No entanto, a
avaliagdo das células T que contribuem para este facto é
muito controversa, e em nenhum deles se destacou o
papel preferencial do perfil Thl dos controlos em
relagdo a expressdo Thl e Tcl na doenca atdpica. Shirai
e colaboradores fizeram a caracterizagdo da frequéncia
de linfécitos T CD4 que expressavam IFN-y em sangue
periférico e ndo encontraram diferencas significativas
entre a populacdo atdpica e ndo atdpica, constatando
também uma menor expressdo de IFN-y nos linfécitos T
CD4 dos doentes®. Magnan descreveu em doentes
atopicos que a diminuicdo do IFN-y pelos linfocitos T
CD4 estava directamente relacionada com a atopia e o
aumento associado aos linfécitos T CD8 a asma®. No
mesmo modelo e num outro estudo foi demonstrado
existir uma diminuicéo significativa da expressao de IFN-y
em relacdo ao grupo-controlo nos linfécitos T CD4 e,
nas fases mais tardias e graves da doenca, a expressédo do
IFN-y era maior nos linfécitos T CD8®, Isto sugere que
no decurso desta patologia varios estadios poderao ser
encontrados e que s6 um estudo longitudinal permitiria
avaliar. Num estudo recente avaliou-se a expressédo de
IFN-y de linfcitos de sangue periférico, LBA e bidpsias
bronquicas, verificando-se sé existir um aumento nos lin-
focitos T CD8 do sangue periférico, sendo este atribui-
do a um processo inflamatorio sistémico inerente a
patologia em causa e ndo a uma caracteristica sistémica®.

No presente estudo, a IL-4 e IL-5 expressaram-se sig-
nificativamente em maior quantidade nos linfécitos T
CD3 na populagdo atépica, estando associadas aos lin-
focitos T CD8, o que define claramente o perfil prefe-
rencial Tc2 nesta patologia. No grupo nao atépico, a pro-
ducédo de IL-4 estava associada aos linfocitos T CD4, ou
seja, a um perfil Th2. A frequéncia de células T CD3 pro-

dutoras de IL-4 correlacionou-se de forma significativa
com os niveis de IgE, bem como a frequéncia de células
T CD8 produtoras de IL-5 com 0s niveis de ECP e
eosindfilos. Estes dados evidenciam a relagdo entre mar-
cadores clinicos da asma ou da atopia com a frequéncia
de células T produtoras de citocinas de perfil T2 e com
funcBes bioldgicas relevantes nesta patologia. Foi tam-
bém encontrada uma correlagdo significativa entre IL-4 e
IL-5 nos linfécitos T CD4 e T CD8 no grupo atoépico,
sugerindo que a expressao destas citocinas é feita na
mesma direccdo, o que faz pensar na potenciacdo de uma
em relagdo a outra, como ja tem sido referido noutros
estudos*. Um ndmero elevado de células T CD8 que
expressam IL-5 tem sido observado em infiltrados infla-
matorios de asma alérgica® e em dermatites atopicas® A
importancia das células T CD8 na patogénese e exacer-
bacdo da doenca alérgica tem sido também recente-
mente ilustrada pela identificacdo de células T CD8
especificas de alergénio em varios estudos®¥. Num
outro estudo, postula-se que a grande vantagem das
células Tc2 ¢ a capacidade de exercerem a sua actividade
citolitica em ambiente T2, ou seja, em locais onde a pro-
liferagdo das células Tcl esta comprometida ou mesmo
ausente. Em modelos de infecgdo virica também se ve-
rificou a presenca de células Tc2, correlacionando-se
curiosamente com parametros que habitualmente estdo
associados a atopia: aumento de IgE e eosindfilos. Assim,
foi demonstrado que individuos infectados com o virus
da imunodeficiéncia humana tinham niveis elevados de
IgE, sendo atribuida a sua sintese a capacidade de os
linfocitos T CD8 produzirem IL-4 e IL-5 e expressarem
CD40L**%*, Qutros estudos tém referido a existéncia de
infecgdes virais (Virus Sincicial Respiratorio - RSV) con-
comitantes com exacerbacOes agudas de asma®. Nestes
modelos de infeccdo, as células T CD8 sdo estimuladas a
produzir IL-5 resultando uma acumulacéo de eosinofilos
no tracto respiratorio, bem como uma hiperreactividade
das vias respiratorias. A populagdo por nos estudada ndo
apresentava qualquer sinal clinico sugestivo de infeccdo
viral no momento do estudo. Para uma resposta imune
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normal, o balango Th1/Tcl e Th2/Tc2 parece fulcral, mas
até ao momento esta por esclarecer todo 0 mecanismo
que leva a alteracdo deste equilibrio.

Assim, e apesar das limitagdes da metodologia que
ndo nos permite avaliar a quantidade de citocina com
efeitos bioldgicos, constatdmos que, ap0Os activacdo, 0s
linfécitos T circulantes de doentes atépicos expressam
predominantemente citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5).
Esse perfil, em contraste com o dos controlos ndo atopi-
cos, caracteriza particularmente os linfécitos T CD8
(fendtipo Tc2). Estes também se correlacionam com 0s
marcadores clinicos da atopia (IgE, ECP e eosindfilos).

Em conclusdo, o nosso estudo permitiu verificar um
aumento do perfil T2 (sobretudo Tc2) nos linfocitos cir-
culantes de doentes atdpicos. A monitorizacdo destes
parametros em diferentes fases da doenga e/ou do seu
tratamento (ex. imunoterapia), podera vir a contribuir
para um melhor esclarecimento do significado bioldgico
destes achados laboratoriais.
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