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Resumo

Estudos anteriores demonstraram que linfécitos T CD4+ activados elaboram um padréo de
citocinas rico em IL-4, IL-5 e pobre em IFN-y em doencgas alérgicas. Mais recentemente tem-se
demonstrado que um padréo similar é produzido pelos linfécitos T CD8+ (padrao Tc2)
desconhecendo-se a importancia do contributo destas subpopulacdes na patogénese da
doencga alérgica.

Objectivo: Avaliar o contributo relativo de subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ para
o perfil de citocinas T1 e T2 em linfocitos de sangue periférico de individuos atdpicos.

Métodos: Utilizando-se a citometria de fluxo e a tripla imunofluorescéncia, avaliou-se a
expressao intracelular de IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 em linfocitos T.

Resultados: A citocina que foi expressa em maior quantidade foi o IFN-y, ndo diferindo
significativamente na subpopulagdo T CD4+ e T CD8+. As citocinas IL-4 e IL-5, foram expressas
em menor quantidade nos linfécitos T CD4+ diferindo significativamente dos linfécitos T CD8+
(5,4+/-1,9% versus 10,1+/-6,5%; p=0,047 para a IL-4 e 0,91+/-0,45% versus 6,8+/-5,6%; p=0,028
para a IL-5).

Concluséo: A frequéncia de linfocitos T CD8+ produtores de IL-4 e IL-5 foi superior na patologia
alérgica em relacédo a dos linfécitos T CD4, sendo no entanto predominante a produgéo de IFN-y
em ambas as populag@es linfécitarias. Estudos futuros serdo necessarios para caracterizar as
propriedades citotoxicas e reguladoras destes linfocitos de sangue periférico na patologia alérgica.
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Summary

Background: Previous studies have shown increased production of IL-4 and IL-5 and decreased
production of IFN-y by CD4+ activated lymphocytes (Th2) in allergic diseases. It has recently
been demonstrated that a similar cytokine pattern can be produced by CD8+ T cells (Tc2)
although their role in human allergic disease has not been defined.

Objective: To assess the relative contribution of CD4+ and CD8+ T lymphocyte subsets
towards type 1 and type 2 cytokine production in peripheral blood T cells from atopic subjects.

Methods: Expression of intracellular IFN-y, IL-4 and IL-5 was assessed in peripheral blood T
lymphocytes by flow cytometry and triple staining fluorescence.

Results:

IFN-y was the cytokine most expressed, without significant differences between

CD4+ and CD8+ T cells. IL-4 and IL-5 were less expressed in CD4+ T lymphocytes than in CD8+T
lymphocytes (5,4+/-1,9% vs 10,1+/-6,5%; p=0,044 for IL-4 and 0,91+/-0,45% vs 6,8+/-5,6%;

p=0,010 for IL-5).

Conclusion: The frequency of IL-4 and IL-5-producing peripheral blood CD8+ T cells was
greater than that of CD4+ T cells, in allergic subjects. There was an increased frequency of IFN-y
production in both subsets of T cells. Further studies are required to characterize the cytotoxic
and regulatory properties of peripheral blood CD8+ T lymphocytes in allergic diseases.

Key-words: T lymphocytes, cytokines, IgE, IgG, IFN-y, IL-4 and IL-5

INTRODUCAO

A prevaléncia das doencas alérgicas (rinite,
asma, dermatite) tem vindo a aumentar nas Gltimas
décadas?. A principal caracteristica que distingue
0s doentes atopicos € a sua capacidade para desen-
volver e manter respostas |gE aumentadas frente a
antigénios ambientais comuns (alergénios).

Uma resposta alérgica aguda, resulta da liber-
tacdo dos mediadores pré-formados e sintetizados
denovo, quando o alergénio éreconhecido pelalgE
gue se encontra ligada aos receptores de alta
afinidade dos mastécitos e dos basofilos?. A esta
resposta segue-se outra, um pouco mais tardia, em
gue ha recrutamento de eosindfilos, basofilos e
linfécitos T a partir da circulacdo. A infiltracdo e
activacdo dos eosinéfilos € uma caracteristica
importante na alergia, podendo os mediadores
inflamatérios por eles libertados (por exemplo, a
proteina catiénica- ECP), ser correlacionados com
a severidade da doenca®. Os linfécitos T apds
reconhecimento dos alergénios processados pelas
células apresentadoras de antigénio (APC), sdo 0s

responsaveis pela sintese de mediadores proteicos
(citocinas, quimiocinas) que orquestram a diferen-
ciacdo, recrutamento, acumulacdo e activacdo de
células efectoras™*®.

Oslinfocitos T podem ser caracterizados pelasua
expressao fenotipica em células CD4+ (“Helper”-
Th) e CD8+ (citotéxicas-Tc) ou pelo perfil de
citocinas que predominantemente sintetizam. As
citocinas IFN-y, TNF e IL-2 caracterizam o perfil
T1 (quer Thl quer Tcl) enquanto que aproducdo de
IL-4, IL-5 e IL-10 o perfil T2 (Th2 ou Tc2). Na
doenca aérgica a producdo elevada de anticorpos
IgE tem sido correlacionada positivamente com a
presencade linfdcitos Th2 no sangue periférico®8.
Defacto, alL-4 promoveadiferenciacdo dascéulas
T CD4 naive em células produtoras de citocinas
com perfil Th2 e em conjugacéo com a activacéo
do CD40 promove a proliferacéo dos linfécitos B
induzindo mudancadeisotipo para IgE®. Tem um
efeito inibitério da producéo de citocinas
proinflamatdrias antagonizando o efeito do IFN-y.
Esta citocina é sintetizada pelos linfécitos com
perfil Th2, células mastocitérias e linfécitos NK®,
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A IL-5 éacitocinaque favorece adiferenciacéo
do eosindfilo influenciando a quimiotaxia, acti-
vacdo e sobrevida local destas células®d. E sin-
tetizadapeloslinfocitos T CD4 activados com perfil
Th2, pelas células mastocitérias e de forma aut6-
crina pelos préprios eosinofilos®.

O IFN-y é umacitocinaque actuanas células T
CD4 promovendo a diferenciacdo dos linfocitos
com perfil Thl e inibindo a diferenciagdo dos
linfécitos Th2. Promove adiferenciacéo de células
B induzindo mudanca de isotipo para IgG (efeito
contra-regulador nasintese de IgE). Tem efeitos na
maturacdo dos linfécitos T CD8, em células
efectoras com actividades citotoxicas. O IFN-y é
produzido por todos oslinfécitose célulasNK apds
activacdo ou em respostaa IL-2 e1L-120,

A influéncia da producéo de citocinas de perfil
T1 e T2 pelos linfocitos T CD4+ e linfécitos T
CD8+ napatogénese dadoencaal érgicando é ainda
devidamente conhecida®®.

O presente trabalho teve como objectivo o
estudo da producéo de citocinas peloslinfécitos T
CD4+ e T CD8+ no sangue periférico, deindividuos
atopicos, deformaacaracterizar operfil TLeT2em
ambas as subpopul agoes. Pretendeu-se correl acionar
estes perfiscom marcadores caracteristicosdadoenca
alérgica: IgE tota e especifica, algG especifica, o
numero total de eosindfilos e a ECP.

MATERIAISE METODOS
Populacéo

Estudamos 10 individuos atépicos, sensiveis a
acaros do p6 da casa (Dermatophagoides pte-
ronyssinus), sendo 4 também sensiveis (em menor
grau) a pélens de gramineas. Apresentavam uma
médiadeidadesde 22,3+/-8,5 anos, sendo 6 do sexo
masculino e 4 feminino. Oito tinham asma brén-
quica e dois rinite alérgica.

Cinco destes doentes estavam a fazer corticoste-

roides de inalagdo oral, oito corticosteroides de
inalacéo nasal, dois broncodilatadores e trés anti-
histaminicos.

Dos quatro doentes sensiveis a &caros e polens
simultaneamente, dois foram estudados na época
polinica.

Deformaaavaliar alguns dos parametros séricos
como niveis de IgE e 1gG especificas de Derma-
tophagoides pteronyssinus, niveis de ECP e n° de
eosindfilos por mm?3, foi também estudada uma
amostrade 8 individuos ndo atdpicos, emparel hada
parasexo eidade com o grupo de doentes atdpicos.
Todos tinham testes cutaneos negativos e ndo
apresentavam clinica de doenca alérgica.

Colheita de sangue periférico

Foram colhidos 20 ml de sanguetotal por puncéo
venosa, que foram distribuidos em fracgdes de 5
ml paratubos com doistipos diferentes de anticoa-
gulante: EDTA e Heparina, para tubo SST"
Vacutainer® e para tubo seco.

Deter minacgdes séricas

IgE total — Determinou-se no soro por uma
técnica imunoenzimética com leitura final de
fluorescéncia (Enzyme linked Fluorescent Assay-
ELFA), no equipamento VIDAS-BioMerieux . O
limite de deteccdo deste método é de 0.50 kU/I e
95% da populacdo ndo atépica adulta tem valores
inferiores a 120 kU/I.

IgE e IgG especificas — Determinaram-se no
Soro por umatécnicaimunoenziméticacom leitura
final defluorescéncia (Fluoroenzymei mmunoassay
- FEIA) no equipamento Cap-System daPharmacia
Diagnostics. Nadeterminacéo dalgE especificasio
utilizedos calibradores (0,35—100kU /1) parafazer
uma curva de calibracdo a qual sdo referénciados
0s soros dos doentes a estudar. Os calibradores séo
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calibrados em relacéo ao “2nd International Refe-
rence Preparation 75/502 of Human Serum
Imunoglobulin E” da Organizagdo Mundial de
Salde. A estandardizacdo permite o célculo dos
niveis de IgE em unidades especificas dos aler-
génios-U,- em que U € aunidade internacional de
IgE. S&o considerados positivos os resultados em
gue a concentracao de IgE especifica é superior a
0.35 kU /I. O limite de detecgéo € de 0.35 kU /1.
Para a determinacéo da IgG sdo utilizados
calibradores que se encontram de acordo com o
“International Reference Preparation” — IRP 67/86
para as Imunoglobulinas séricas humanas A, G e
M da Organizacdo Mundial de Salde para a
determinacéo de 1gG total.. Estes calibradores sdo
utilizados para a determinacdo de anticorpos 1gG
especificos, sendo os valores expressos em mg, /I,
onde A representa anti corpos antigénio especificos.
Estes calibradores usados em duplicado eem vérias
concentracdes (de 0,02 até 2,0) permitem construir
uma curva de calibracéo na qual séo referenciados
0s soros a estudar. O limite de deteccéo da 1gG
especifica eéde 0.02mg,/I.

Proteina catidénica eosinofilica (ECP) —
Executou-se a colheitaem tubos SST" Vacutainer”
(Becton Dickinson) de acordo com normas
estabelecidas: puncdo venosa até enchimento do
tubo, coagulacdo do sangue de 60-120 minutos a
temperatura ambiente e centrifugagcéo 1000-1300
g durante 10 minutos. A determinacéo foi feitaem
Soro por uma técnicaimunoenzimética com leitura
final defluorescéncia(FEIA) no equipamento Cap-
System da Pharmacia Diagnostics. O valor a partir
do qual se considera o resultado positivo é de 15
mg/L.

Eosindfilos — Contagem no contador hemato-
l6gico Coulter-GenS da lzasa, a partir de sangue
total colhido em EDTA. E considerado valor de
referéncia para adultos normais o valor compreen-
dido entre 0-400/mm?3.

Estudo de Citocinas em linfécitos T
Activacdo

Partiu-se de sangue total colhido em heparina
ao qual se juntou em partes iguais RPMI 1640
(GibcoBRL) enriquecido com L-glutamina200MM
(GibcoBRL). A activagédo fez-se em presenca de
brefeldina A (Sigma) na concentragéo de 10mg/mi
com Phorbol-12-Myristate-13-Acetate- PMA,
(Sigma) na concentracéo final de 25 ng/ml e
ionomicina (Sigma) na concentracdo de 1mg/ml.
Utilizou-se como controlo negativo da activacéo
uma amostra de sangue contendo tudo o descrito
anteriormente excepto PMA eionomicina. A acti-
vacao fez-se durante 4 horas a 37°C em atmosfera
humida e com 5% CO,,.

Marcacao de superficie

Os linfécitos foram estudados usando como
marcadores de superficie o anticorpo monoclonal
CD3 marcado com o fluorocromo PC5-phycoe-
rithrin-cyanin 5.1 (excitacdo a 486-580nm e
emisséo a 660-680nm), e o anticorpo monoclonal
CD8marcado com FITC—fluoresceinisothiocyanate,
(excitacéo a 486-580nm e emissdo a 504-541nm),
ambos da Immunotech (I1zasa). As células foram
incubadas durante 15 minutos a temperatura
ambiente com 10pul de anticorpo monoclonal CD3
e 20ul de CD8.

Fixagdo e permeabilizacdo

Fez-seafixacao e permeabilizacéo doslinfécitos
T de acordo com as instrugdes do produtor (Fix e
Perm, Caltag Laboratories). Apos a marcacao de
superficie, lavaram-se as células com um tampéao
fosfato salino (PBS), durante 5 minutosa 2000 rpm.
Ap6s fixacdo durante 15 minutos a temperatura
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ambiente, fez-se a permeabilizacdo e a marcacéo
das citocinas intracelulares.

Marcacéao 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 - phycoerythrin (excitagéo a 486-575nm e
emissao a568-590). Paraavaliacdo daactivagéo in
vitro estudou-se também a expressao intracitoplas-
matica de CD69 PE (Becton Dickinson). A quan-
tidade de anticorpos usados foi de 3ul para as
citocinas e 20ul paraCD69. O tempo de incubacéo
foi de 15 minutos & temperatura ambiente, seguin-
do-se lavagens para posterior andlise.

Analise por Citometria de Fluxo

Para a andlise por citometria de fluxo utilizou-
seum Citometro de Fluxo EpicsElite equipado com
um laser de 15 mW e com filtros apropriados para
leitura de FITC (525), PE (575) e PC-5 (675). O
numero de células adquirido foi de 20000 e a
informagdo computorizada foi guardada em “list-
mode” paramais tarde ser avaliada de acordo com
o “software” de andlise do proprio equipamento.
Os resultados foram expressos em % de células
(linfocitos T totais ou CD4 ou CD8) que coraram
deformapositiva paraumadadacitocina. O “ gate”
de linfdcitos foi feito a partir do CD3 PC-5. Os
linfécitos T CD4+ foram identificados como
CD3+CD8- devido a diminuicdo da expressdo do
CD4 nos linfécitos T na presenca de esteres do
formol. Foram utilizados como controlos
negativos os linfécitos ndo estimulados.

Estudo estatistico

Apbs andlise estatistica descritiva foi utilizado
para comparacdo de resultados um teste néo
paramétrico Wi coxon-Signed Ranks Test . Para o
estudo das correl agbes usou-se o teste de correl acéo
de Spearman. O valor de p foi considerado signifi-
cativo quando inferior a 0,05. Para simplificacéo
da apresentacdo, exprimem-se 0s resultados em
média aritmética e desvio padréo.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A populagdo atdpicaapresentou nivels elevados
de IgE total (média de 541,0+/-469,8kU/l) e
positividade da IgE especifica para Dermato-
phagoides pteronyssinus, com valor médio de
56,5+/-34,5 kU /I. Os niveis de ECP encontraram-
-se acima dos valores de referéncia (18,5+/-12,7
ug/l), bem como os eosinofilos (422,8+/-251,6
mm?). Os valores médios de 1gG especifica (29.6+/
/-14,2 mg, /1) estavam também el evados comparati-
vamente com uma populagéo de controlo, ndo
atopica, estudada simultaneamente (Tabelal).

Oslinfécitos T (CD3+) de sangue periférico de-
monstraram umael evada percentagem de expressao
de IFN-y a nivel intracelular (média de 29,4+/-
10,1%). N&o se encontraram diferengas signi-
ficativas na proporc¢éo de linfécitos T CD4
exprimindo IFN-y (15,4 +/- 6,3%), em relacéo a
subpopulacdo T CD8+ (14,0+/-5,6 % p=0,45)
(Fig.1-A).

A frequénciade linfocitos T CD3+ que expres-
saram IL-4 intracelular foi de 15,5+/-7,1%, sendo
na subpopulacéo T CD4+ significativamente infe-
rior a subpopulacdo T CD8+ (5,4+/-1,9% versus
10,1+/-6,5%; p=0,047) (Fig.1-B).

A percentagem de linfocitos T CD3+ que
expressaram IL-5 intracelular foi de 7,6+/-5,7%.
Estaexpressao foi significativamente superior nos
linfocitos T CD8+ do que nos linfécitos T
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Tabela | — Resultados das determinacOes séricas da populagéo atdpica estudada. Estéo expressos os valores de
IgE e 1gG especificas para Der matophagoides pteronyssinus

IgE total kU/l  IgE especifica kUA/I  1gG especifica mgA/l ECP ug/l Eosinéfilos mm3

Vaores referéncia (N<120) (N<0,35) (N<10,8*) (N<15) (N<400)
Média (Desvio padréo) 541 (495) 57 (36) 30 (15) 19 (13) 423 (267)
Amplitude de variacdo 100-1282 4-101 8-54 8-53 185-931

* valores médios cal culados numa populacéo de 8 individuos néo at6picos
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e — Figura 1 — Percentagem de linfocitos T CD3 produtores de
L | diferentes citocinas e contributo das subpopulagdes T CD4 e
- i CD8 nessa producao, em sangue periférico. Cada pico
corresponde a um doente e traduz a frequéncia de linfécitos
capazes de produzir IFN-y - (A), IL-4 - (B) e IL-5 - (C).
Enquanto que a produgdo do IFN-y n&o difere nas duas
subpopulagdes T (p=0,45), a expressao de citocinas T2 foi
significativamente maior nas CD8+ (IL4, p= 0,047 e IL5,
oG co4 CoE p= 0,028).
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Figura 2 — Expressdo das diferentes citocinas nas subpopul agdes de linfécitos T CD4* (A) e T CD8+ (B) no sangue periférico.
A producéo de IFN-y predomina nas duas subpopulagdes. A expressdo de citocinas de perfil T2 constata-se sobretudo na
populagdo de linfocitos T CD8+.

CD4+(6,8+/-5,6% versus 0,91+/-0,45%; p=0,028)
(Fig.1-C)

Constatou-se uma correlagdo positiva signifi-
cativaentre aexpressao de IL-4 peloslinfocitos T
CD3 e CD8 ( r=0,976, p=0,001) acontecendo o
mesmo paraalL-5 (r=0,790, p=0,001).

No que respeita ao perfil de expressdo de cito-
cinas nas diferentes populacdes linfocitarias,
observou-se que nos linfécitos T CD4+ foi o IFN-y
gue foi expresso em maior quantidade, seguindo-
-se por ordem decrescente respectivamente a IL-4
elL-5(Fig.2-A). Noslinfécitos T CD8+, acitocina
com maior expressao foi também o | FN-y seguindo-
-se igualmente e por ordem decrescente respec-
tivamentea 1L-4 e IL-5. Nesta populacgéo de lin-
focitos T CD8+ constatou-se uma grande
heterogenei dade naexpressdo do | FN-y assim como
dalL-4 elL-5 (Fig.2-B).

Encontrou-se uma correlacéo positiva signifi-
cativaentreaexpressdo delL-4 elL-5emlinfdcitos
T CD3+ e osniveis séricos de ECP (1L-4: r=0,689,
p=0,028; IL-5: r=0,650, p=0,042). Umacorrelagéo
positiva significativa foi igualmente demonstravel

entre os niveis séricos de ECP e a percentagem de
expressdo de citocinas na populacéo de células T
CD8+ (IL-4: r=0,648, p=0,043; IL-5: r=0,733,
p=0,016), mas nado de células T CD4+ (IL-4:
r=-0,297, p=0,405; IL-5: r=-0,561, p=0,092).

N&o foi encontrada qualquer correlagéo signi-
ficativaentre aexpressdo de citocinas em linfocitos
T eondmero deeosinofiloscirculantesou osnivels
de IgE total e especifica.

A expressdo intracitoplasmatica do CD69 nos
linfocitos T CD3foi de97,3+/-4,3% .Noslinfocitos
T CD4+ a expressdo foi de 66,4+/-6,1% e signifi-
cativamente maior do que noslinfécitos T CD8 de
30,8+/-5,31% ( p<0,001).

DISCUSSAO

Neste estudo constatou-se que os linfécitos T
de sangue periférico de individuos atopicos, e apos
estimulo inespecifico, expressaram citocinas de
perfil T1 e T2. A citocina que caracteriza o perfil
T1 (IFN-y, foi expressa tanto pelos linfocitos T
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CD4+ (Thl) como pelos linfécitos T CD8+ (Tcl)
ndo havendo diferencas significativas nesta
expressdo entre as duas subpopulagdes. Das
citocinas estudadas, o IFN-yfoi acitocinague maior
expressdo teve, quer nos linfécitos T CD4+ quer
nos linfocitos T CD8+. As citocinas que caracte-
rizam o perfil T2 (IL-4 e IL-5) foram também
expressas nos linfocitos T CD4+ e T CD8+, com
aumento significativo na populacédo de linfocitos
T CD8+. A IL-4 expressou-se em maior quantidade
emrelacdo alL-5tanto noslinfécitos T CD4+ como
nos linfocitos T CD8+. A expressdo dalL-4elL-
-5 peloslinfocitos T CD3 e T CD8 correlacionou-
se de forma significativa com os nivels séricos de
ECP.

A determinacdo das citocinas em sangue
periférico por citometria de fluxo tem como
vantagem a possibilidade de associar o fen6tipo dos
linfocitos T periféricos (CD3, CD4 e CD8) a
citocina por eles produzida intracelularmente.
Obtemos, desta forma, a frequéncia de células T
capazes de produzir diferentes citocinas directa-
mente em amostras de sangue periférico, com
reduzi da mani pulagéo e em condi¢des proximas as
observadasin vivo 12, A estimulacdo dascélulas T
fez-se com um activador policlonal (PMA/iono-
micina), sendo estudada a acumulagdo da citocina
na célulae ndo asua secrecdo. Estes sdo aspectosa
ter em consideracdo quando sefazem comparactes
de resultados obtidos com diferentes metodo-
logias™. A expressao intracitoplasméticado CD69
noslinfocitos T, assegurou-nos estarmos atrabal har
com uma populacdo que respondeu ao estimulo
mesmo estando em minoria como é o caso dos
linfécitos T CD8+.

Encontramos nas células T circulantes e apesar
daaergiaser umapatologiaT?2, umamaior expressao
de IFN-y (24,9%) seguindo-se IL-4 (15,5%) e IL-5
(7,7%) (Fig.2). Majori e al?, usando 0 mesmo
método numa populacdo de 12 asmaticos sensiveis
aécaros, referetambém umamaior produgéo de IFN-y
emrelagdo adelL-4 nasCD4+, comumratio de 4,1

(no nosso estudo foi de 2,6 ). Nos nossos resultados
a producdo do IFN-y parece resultar de uma
distribuicdo equilibradaentre Thl e Tcl, pois estes
valores ndo diferem estatisticamente entre as
subpopulagdes CD4 e CD8 (Fig.1-A). O predominio
da expressdo de umacitocinaT1, como o IFN-y em
linfocitos T de doentes atGpi cos com asmabronquica,
podera traduzir um mecanismo de regulacéo da
propria doenga alérgica («contrabalancando» a
producdo aumentada de IgE, eosindfilos e citocinas
T2). Apesar das limitagbes do nosso estudo, que
avdialinfécitosT circulantesestimuladospoliclonal-
mente, e ndo populagdesdelinfécitos T estimulados
de forma especifica por aergéniosin vitro, diversos
estudostém evidenciado aa ergiacomo umadoenca
sistémica™ bem como um paral €lismo naexpressao
de citocinas de linfécitos T CD3+ periféricos e do
lavado broncoalveolar na asma®®. No estudo de
Magnant®, que avaliaum niimero mais alargado de
doentes, o nimero de linfocitos T CD8 circulantes
produtores de IFN-y, correlacionou-se com a
hiperreactividade bronquica e com a severidade da
asma. Estudos recentes tém revelado, na asma
brénquica, um aumento de linfocitos T circulantes
produtores de | FN-y, quer nasubpopul acéio CD4+19
quer na CD8+10.19),

Em relacdo ao IFN-y verificou-se que é uma
citocina expressa nos linfécitos T CD4 e CD8
apresentando naliteraturavaloresmuito diferentes.
Ser& particularmente interessante acompanhar
nestes doentes e ao longo do tempo as variagoes de
expressao desta citocina, que a partida podera
espelhar a actividade reguladora da atopia.

NoO nosso estudo, aexpressdo delL-4 elL-5foi
bastante mais significativa nas células T CD8+ do
gue nas células T CD4+ (Fig.1-B e 1-C). O papel
relativo dos linfocitos T CD4 e T CD8 produtores
de citocinas na asma ndo é ainda devidamente
conhecido?. De facto, as doencas atépicas estdo
habitualmente correlacionadas com o perfil Th2,
dado o papel regulador dalL-4 elL-5 nasintese de
IgE e na activagdo dos eosinéfilos®. O aumento
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evidente na frequéncia destas células T CD8+ faz-
-Nos pensar se terd a ver com a expansao de uma
populacdo de células T CD8+ com um possivel
papel etiopatogénico na doenca alérgica, ou se é
apenas porque amaior parte das células CD4+ que
expressam IL-4 e IL-5 estéo nos 6rgaos-alvo, uma
vez que setratade um estudo em sangue periférico.
Esta segunda hipétese € ilustrada neste estudo por
um sb doente, cuja colheita de sangue periférico
foi feita na época polinica. Neste verifica-se um
elevado predominio de linfocitos T CD8+ pro-
dutores de IL-4 e IL-5. No entanto a favor da
primeira hipétese estéo os outros nove doentes, que
nos levam a perspectivar o estudo no sentido de
melhor caracterizar a populacdo de linfécitos T
CD8+ que se evidencia.

Foi demonstrado que a grande maioria das
célulasT especificasde alergeno, isoladas delesbes
dapeletém um fenétipo CD8+, estando estas corre-
lacionadas com o grau de edema epidérmico®”. Por
outro lado, existem estudos que evidenciam a
alergia como uma doenca sistémica’?,0 que nos
levaapensar que este aumento delinfdcitos T CD8+
em sangue periférico sgja o reflexo do se passa no
orgdo-alvo. No artigo de Magnant® é referido que
0 nimero de células T CD8 produtoras de IFN-y
esté relacionado com a severidade da asma, com a
hiperreactividade brénquica e ainda com a
eosinofilia no sangue periférico. Estudosfeitoscom
linfécitos T CD8+ especificos de acaros e separados
por tetrameros de MHC contendo peptideos de
acaros, mostraram que 0 aumento da frequéncia
destes linf4citos podera estar igual mente associada
a severidade da patologia e aos niveis elevados de
IgE total e IgE especifica®”.Se separarmos do
grupo de doentes por nos estudado os que
expressam uma produc&o de citocinas maioritaria-
mente a custa dos linfécitos T CD8 verificamos
gue os niveis de IgE total e especifica sGo mais
elevados assm como os valores de ECP e eosi-
nofilos.

No nosso estudo, verificAmos uma correlacéo
positiva entre a expressdo de citocinas T2 nos
linfécitos T CD8+, particularmenteda|L-5, com a
ECP. Estudos recentes demonstraram que a ECP
podera ser um bom marcador na exacerbacdo da
asma brénquica®®. A producdo de ECP por eosi-
nofilos parece estar associada com a activagdo
eosinofilicainvivo®, eallL-5éumadas principais
citocinas envolvida na activacéo dos eosindfilosin
vitro®. Os nossos dados parecem assim reforgar um
possivel papel das células T CD8+ produtoras de
IL-4 elL-5, naamplificacdo darespostaal érgica.

Na populacéo atdpica estudada, houve uma
expressao preferencial do IFN-y nos linfocitos T
CD4+ e T CD8+, enquanto que a expressdo mais
significativa de IL-4 e IL-5 foi nos linfécitos T
CD8+. O acompanhamento ao longo do tempo das
variagoes destes perfis de citocinas e dafrequéncia
dos linfécitos que as expressam podera ser
interessante no estudo da atopia, juntamente com
outros parametros que tém sido avaliados na
resposta as vacinas de dessensibilizacdo —I1gG
especifica®™ , ECP®® e alteracéo do perfil Th2 para
um perfil Th1®, Curiosamente e apesar de setratar
de um estudo “estéatico” einicial foi também entre
estes parametros que encontramos correlacoes
significativas.

Estudos futuros estéo a ser perspectivados no
sentido de caracterizar umapopulac&o controlo, de
alargar a populacdo estudada e de a avaliar apos a
imunoterapia. E de todo o interesse caracterizar as
capacidades citotoxicas e reguladoras dos linfdcitos
T CD8+ no sangue periférico, de forma a melhor
compreender qual 0 seu papel na etiopatogenia da
doenca alérgica.
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