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RESUMO

Estima-se que aproximadamente 334 milhdes de pessoas sofrem de asma no
mundo, e 5-10% dos individuos asmaticos tem asma grave caracterizada por uma
resposta insatisfatoria ao tratamento habitual. A imunopatogénese da asma esta
associada a um aumento da resposta do tipo 2, porém evidéncias também sugerem
contribuicbes das citocinas Thl e Thl7 na gravidade da doenga. Existem poucos
estudos demonstrando o perfil imunolégico de individuos com asma grave
classificados de acordo com a sua resposta ao tratamento com doses elevadas de
corticosteroides inalados. O objetivo deste estudo foi caracterizar os fendétipos dos
linfécitos e mondcitos de individuos com asma grave conforme sua resposta ao
tratamento. Neste estudo foram avaliados 19 individuos com asma grave refrataria
ao tratamento (AGR), 21 com asma grave bem controlada/parcialmente controlada
(AGC), em comparacao a 23 com asma leve a moderada (ALM) e 10 controles sem
asma (CSA). Os linfécitos e mondcitos foram obtidos de CMSP e as frequéncias das
diferentes moléculas foram realizadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. A
frequéncia de linfécitos T CD4 expressando CTLA-4 e TGF-B foi menor nos
individuos com AGR em comparagéo aos individuos AGC e ALM. No grupo de
individuos com AGR a frequéncia de células T CD4*CD25" foi menor em relacéo
aos individuos com AGC. Nos individuos com AGR, a frequéncia de células T
CD4*'CD25"FoxP3* e T CD4'IL-10" foi menor quando comparada aos individuos
com ALM. No entanto, a frequéncia das células T CD4 expressando IFN-y e IL-17A
foi maior nos grupos AGR e AGC em comparacdo ao grupo CSA. Quanto as
subpopulacdes de mondcitos, apesar de termos observado uma frequéncia maior
dessas células expressando IL-10R e IL-10 nos grupos com asma grave (AGR e
AGC), foi também observado que as subpopulacdes de monécitos de ambos os
grupos expressavam mais as citocinas IL-13, IL-33 e TGF-B quando comparadas
aos controles (ALM e CSA). Adicionalmente, a frequéncia das subpopulacdes de
mondcitos expressando os receptores IL-4Ra e IL-13Ra2 foi maior no grupo de AGR
gquando comparada aos grupos controles (ALM e CSA) e ao grupo AGC,
respectivamente. A gravidade da asma estd associada a um aumento das citocinas
do perfil Thl e Th17 pelos linfécitos e a refratariedade ao tratamento associada a
uma diminuicdo de regulacdo por essas ceélulas. Entretanto, os mondcitos de
pacientes com AGR e AGC tém um papel importante na gravidade da doenca por
apresentarem perfis distintos associados com a producdo de citocinas e expressao
de receptores envolvidos na resposta imune Th2 e no remodelamento tecidual.

Palavras-Chave: asma grave, linfocitos, mondcitos e resposta imune.
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ABSTRACT

It is estimated that about 334 million people suffer from asthma in the world, and 5-
10% of the asthmatic individuals have severe asthma characterized by unsatisfactory
response to treatment. The immunopathogenesis of asthma is associated with
increased type-2 response, but there is evidence of contributions of Thl and Th17
cytokines to disease severity. There are few studies demonstrating the
immunological profile of individuals with severe asthma categorised by their response
to treatment with higher doses of inhaled corticosteroids. Thus, the objective of this
study was to characterize the phenotypes of the lymphocyte and monocyte of
indivduals with severe asthma classified according their response to treatment. In
this study we evaluated 19 individuals with refractory severe asthma (RSA), 21 with
severe asthma well controlled/partly controlled (CSA), 23 with mild to moderate
asthma (MMA) and 10 controls with no asthma (CNA). Lymphocytes and monocytes
were obtained from PBMC and the frequencies of the different molecules were
performed using the technique of flow cytometry. The frequency of CD4" T cells
expressing CTLA-4 and TGF-B was lower in subjects with RSA in relation to
individuals with CSA and MMA. In addition, in the group of individuals with RSA the
frequency of CD4'CD25" T cells was lower in individuals with CSA. We also
observed that in individuals with RSA, the frequency of CD4*CD25"FoxP3" T and
CD4"IL-10" T cells was lower when compared to individuals with MMA. However, the
frequency of CD4 T cells expressing IFN-y and IL-17A was higher in the RSA and
CSA groups in comparison to the CNA group. Concerning the monocyte subsets,
although we observed a higher frequency of these cells expressing IL-10R and IL-10
in the severe asthma (RSA and CSA) groups, it was also observed that the monocyte
subsets of both groups expressed more cytokines IL-13, IL-33 and TGF-B when
compared to controls (MMA and CNA). In addition, the frequency of the monocyte
subsets expressing the IL-4Ra and IL-13Ra2 was higher in the RSA group when
compared to the control (MMA and CNA) and CSA groups, respectively. The severity
of asthma is associated with an increase in Thl and Th17 cytokines by lymphocytes
and refractoriness to treatment associated with decreased regulation by these cells.
However, monocytes from patients with RSA and CSA present differents profiles
associated with cytokine production and expression of receptors involved in Th2
response and tissue remodeling.

Keywords: severe asthma, lymphocytes, monocytes and immune response
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1 INTRODUCAO

A asma é uma doenca heterogénea, caracterizada geralmente por uma
inflamacdo crénica das vias aéreas, definida pelo histérico de sintomas
respiratorios tais como sibilos, falta de ar, aperto no peito e tosse que variam ao
longo do tempo, juntamente com limitacdo variavel do fluxo aéreo (GINA, 2017).
Estima-se que aproximadamente 334 milhdes de pessoas no mundo s&o
acometidas pela asma (GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2014). Na maioria dos
pacientes, a doenca pode ser controlada pelo uso combinado de corticosteroides
inalatorios e agonista adrenérgico 2 de curta e longa acéao, porém 5 a 10% dos
individuos asmaéticos tem asma grave, caracterizada por uma resposta
insatisfatéria ao tratamento habitual (ATS, 2000; LAMBRECHT e HAMMAD,
2015).

No Brasil, estima-se que 6,4 milhdes de pessoas acima dos 18 anos sejam
asmaticas, sendo a doenca responsavel por mais de 100 mil internacbes em
hospitais publicos e 2.500 6bitos por ano no pais (BRASIL, 2015). No Nordeste,
3,2% dos habitantes maiores de 18 anos foram diagnosticados com a doenca em
2013 (MENEZES et al., 2015). Em Salvador, a média da taxa de mortalidade por
asma entre 2000 e 2009 foi de 1,542/100.000 habitantes (BRASIL, 2014).

A imunopatogénese da asma esta ligada principalmente a exacerbacao da
resposta do tipo-2 (ROBINSON et al., 1992; WENZEL et al., 1999; BRIGHTLING,
et al., 2002), porém alguns estudos tém demonstrado que as respostas do tipo
Thl e Th17 tém sido associadas com a gravidade da asma. As células Thl com a
producdo de IFN-y estaria associado com a apoptose das células epiteliais e com
a contracdo da musculatura lisa dos brénquios (FORD et al., 2001; KLUNKER et
al., 2003) e as células Thl7 com recrutamento neutrofilico e resisténcia ao
tratamento (WOODRUFF et al., 2001; MCKINLEY et al., 2008; NANZER et al.,
2013). Adicionalmente, nos pacientes com asma grave as células T regulatorias
estariam diminuidas no sangue e no escarro e teriam suas atividades supressoras
prejudicadas quando comparados aos individuos sadios (MAMESSIER et al.,
2008).
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Entre as células do sistema imune inato, os mondcitos sdo células do
sangue periférico com papéis importantes no processamento e apresentacdo
antigénica ao sistema imunoldgico em varios modelos de doencas, incluindo a
asma (GEISSMANN et al., 2003; TACKE e RANDOLPH, 2006; MONIUSZKO,
BODZENTA-LUKASZYK, KOWAL et al., 2009). Dependendo do seu estado de
diferenciac@o e sinais locais, os mondcitos/macréfagos sdo capazes de secretar
uma variedade de fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatorias, pro-
fibréticas e anti-inflamatérias (AUFFRAY et al., 2009). Os mondcitos humanos
foram classificados em trés subpopulacdes de acordo com sua expressao das
moléculas de superficie CD14 e CD16 em: classicos (CD147°CD16),
intermediarios (CD14""CD16") e n&o-classicos (CD14'CD16™) (ZIEGLER-
HEITBROCK et al., 2010). Entretanto, existem poucos estudos relatando o perfil
dos mondcitos na imunopatogénese dos individuos com asma grave,

principalmente quando associados com a resposta ao tratamento.

Desta forma, o nosso objetivo foi avaliar os fendtipos dos linfécitos e
mondcitos de pacientes com asma grave conforme a sua resposta ao tratamento,
através da expressdo de marcadores de superficie e da expressao intracelular de
citocinas. A caracterizacao e identificacao fenotipica destas células auxiliardo no
entendimento do mecanismo envolvido na patogénese da doenca e pode
favorecer o esclarecimento de questdes essenciais para definicdo de estratégias

de prevencao da asma.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ASMA

A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por
inflamacé&o crbénica das vias aéreas e que ocorre em pessoas de todas as idades
(GINA, 2017). Estima-se que 334 milhdes de pessoas tém asma no mundo, esse
valor vem das analises mais recentes da Carga Global da Doenca realizadas no
periodo 2008-2010 (GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2014). Além disso,
aproximadamente 250.000 mortes atribuiveis a asma ocorrem anualmente em
todo o mundo, e a maioria delas sdo evitaveis (PAWANKAR et al 2008). A asma
era uma doenga comum nos paises de alta renda, no entanto, atualmente a
maioria das pessoas afetadas estd em paises de baixa e média renda, e sua
prevaléncia é estimada a crescer mais rapidamente nesses paises (GLOBAL
ASTHMA NETWORK, 2014). A prevaléncia de asma em adultos mais jovens entre
18 a 45 anos varia muito. Em geral, 4,3% dos adultos entrevistados na Pesquisa
Mundial de Saude da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), em 2002-2003,
relataram diagnostico de asma por parte do médico, 4,5% relataram o diagnéstico
realizado por um médico ou estavam sob tratamento para asma e 8,6% relataram
que ja tinham sofrido de sibilancia nos 12 meses anteriores. A maior prevaléncia
da asma nesses adultos jovens foi observada na Australia, Norte e Oeste da
Europa e Brasil (TO et al 2012).

No Brasil, a prevaléncia da asma oscila em 10% afetando 20 milhdes de
pessoas (GINA, 2010). Estima-se que 6,4 milhdes de pessoas acima dos 18 anos
sejam asmaticas neste pais (BRASIL, 2015). Segundo os dados do Sistema de
Informacdes Hospitalares (SIH) foram realizadas 105,5 mil internacdes pela
doenca, no periodo de janeiro a novembro de 2014, originando um custo de R$
57,2 milhdes para a rede publica de saude. No Nordeste, 3,2% dos habitantes
maiores de 18 anos foram diagnosticados com a doenga em 2013 (MENEZES et
al., 2015). Em Salvador, a média da taxa de mortalidade por asma entre 2000 e
2009 foi de 1,542/100.000 habitantes (BRASIL, 2014).
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2.2 CLASSIFICACAO E TRATAMENTO DA ASMA GRAVE

A classificagdo da gravidade da asma tem como papel principal a
determinacdo da dose de medicamentos suficiente para que o paciente atinja o
controle em curto prazo (IV DIRETRIZES BRASILEIRA PARA O MANEJO DA
ASMA, 2006). A avaliacao da gravidade desta doenca pode ser feita pela analise
da frequéncia e intensidade dos sintomas e funcé&o pulmonar. Adicionalmente,
outros aspectos tais como a toleréncia ao exercicio, a medicacdo necessaria para
0 controle dos sintomas, 0 nimero de visitas ao pronto-socorro, 0 humero anual
de cursos de corticosteroide sistémico, 0 numero de hospitalizacdes por asma sao
também utilizados para classificar a gravidade da doencga (GINA, 2006). No
entanto, como a gravidade ndo € uma caracteristica fixa do paciente com asma,
uma vez que pode se alterar no decorrer dos meses ou anos, uma avaliacado
periodica do paciente € fundamental para estabelecer o tratamento de acordo com
o nivel de controle dos sintomas da doenca (IV DIRETRIZES BRASILEIRA PARA
O MANEJO DA ASMA, 2006).

O principal objetivo do tratamento da asma € a manutencéo do controle das
manifestacdes clinicas e funcionais da doenca por longos periodos. Seguindo os
critérios da GINA o controle pode ser definido conforme parametros clinicos e
funcionais em trés niveis diferentes: asma controlada, asma parcialmente
controlada e asma nao controlada (GINA, 2006).

De acordo com as Diretrizes Brasileiras para Manejo da Asma, o tratamento
desta doenca consiste basicamente na combinacéo de corticosteroides inalatérios
e agonistas beta-2 de longa acao (LABA). O corticosteroide inalatério é o
medicamento essencial utilizado no tratamento da asma tanto em adultos como
em criancas. Este medicamento reduz a frequéncia e gravidade das
exacerbacbes, o numero de atendimentos nos servicos de emergéncia e
hospitalizagcbes, melhora a qualidade de vida, a funcdo pulmonar e a
hiperresponsividade bronquica. O LABA € utilizado em associacdo aos
corticosteroides inalatérios para promover o controle da asma. A associacdo de
ambos medicamentos pode ser utilizada como terapia inicial na asma classificada

como moderada ou grave.
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No entanto, estima-se que 5-10% dos individuos com asma grave nao tem
uma resposta satisfatéria ao tratamento mesmo com o uso de altas doses do
medicamento (ATS, 2000; LAMBRECHT e HAMMAD, 2015). Esses pacientes
podem clinicamente apresentar limitagdo cronica do fluxo de ar nas vias aéreas,
producdo de muco variando de ausente a abundante, perda rapida progressiva da
funcdo pulmonar e respostas variadas aos corticosteroides. Devido a isso, a
Sociedade Toracica Americana (ATS) elaborou critérios para classificar os
pacientes com asma grave refrataria levando em consideracdo essas
caracteristicas clinicas. Foi estabelecido dois critérios maiores e sete critérios
menores, sendo a asma refrataria definida por um ou ambos os critérios maiores e
pelo menos dois critérios menores (ATS, 2000). Os critérios maiores sao: 1 -
tratamento com corticoide oral continuo ou = 50% do ano; 2 - uso continuo de
altas doses de CI (= 880 de fluticasona/ dia ou equivalente) e os critérios menores:
1. uso diario, além do corticoesteroides inalatorios, de LABA, anti-leucotrieno ou
teofilina; 2. sintomas diarios de asma, com uso de medicacdo de resgate; 3 -
obstrucdo brénquica persistente (VEF1< 80 ou variacdo de PFE> 20%); 4. uma ou
mais visitas a emergéncia no ano; 5. = 3 cursos de corticoide oral/ ano; 6.
deterioracéo rapida com reducéo < 25% da dose do inalatérios ou oral; 7. evento

de asma quase fatal no ano anterior

2.3 IMUNOPATOGENESE DA ASMA

2.3.1 Contribuicado da respostatipo 2 na patogénese da asma

O processo inflamatério das vias aéreas na asma € multicelular envolvendo
principalmente eosindfilos, neutréfilos, mastdcitos e células T CD4" (KAY, 2005). A
imunopatogénese da asma, assim como de outras doencas atopicas, esta ligada a
exacerbacédo da resposta do tipo-2, com producédo principamente de IL-4, IL-5 e IL-
13 (Figura 1). A IL-4 promove a diferenciacdo de células T para o subtipo Th2,
contribui para a expressao do receptor de alta afinidade para IgE (FceRIl) na
superficie dos mastacitos e basofilos, e de baixa afinidade (FceRIIb) na superficie

das células B ativadas, eosinofilos, monacitos e macrofagos (YSSEL et al., 1993).
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A IL-4 e a IL-13 induzem e mantém a troca de classe de imunoglobulina no
linfocito B para o isotipo IgE. Essas citocinas induzem ainda a expressdo de
moléculas de adesdo vascular nos eosindfilos e basofilos, além da producdo de
guimiocinas, o que facilita a migracéo de células inflamatorias da circulacdo para a
lamina propria, o epitélio e lumen das vias aéreas (ZHU et al., 1999). A IL-5, junto
a IL-3 e ao GM-CSF, promovem a diferenciacdo de eosindfilos, a partir de
precursores mieldides, além de atuar na ativacdo desta célula. O eosindfilo ativado
expressa moléculas na superficie, como a E-selectina e o VLA-4, que estimulam a
guimiotaxia destas células pela ligacdo a receptores no endotélio vascular
(FOSTER et al.,, 1996; HOLT et al.,, 1999). A IL-4 & também produzida por
mastoécitos ativados, perpetuando o processo inflamatério (YSSEL et al., 1993).
Além disso, a IL-13 desempenha um papel importante na imunopatologia e na
hiperresponsividade das vias aéreas vista na asma (HASHIMOTO et al., 2004;
WILLS-KARP, 2004; PARK et al., 2005; FELESZKO et al., 2006). A IL-13, sozinha,
pode mediar as principais caracteristicas fisiopatolégicas da doenca, tais como,
hipersecrecdo de muco, fibrose subepitelial e hiperresponsividade bronquica
(WILLS-KARP, 2004).

As células dendriticas situadas na submucosa e epitélio das vias aéreas
sdo responsaveis pelo reconhecimento e processamento dos antigenos inalados
(VON GARNIER et al., 2005; HAMMAD e LAMBRECHT, 2006). Uma vez que a
célula dendritica captura o antigeno, a mesma recebe sinais para migrar para
0gaos linféides, onde ocorre a apresentacdo antigénica para os linfécitos T
(HOLGATE, 2008). Em individuos atépicos, o primeiro contato com o alérgeno a
resposta imune é desviada para o tipo-2, esse desvio ocorre devido a presenca de
citocinas derivadas do epitélio, a exemplo da IL-25, IL-33 e TSLP (FORT et al.,
2001; FALLON et al., 2006). As células Th2, entdo, vao migrar para o epitélio das
vias aéreas e para a mucosa subepitelial, onde vao produzir as citocinas tipo 2, IL-
4, IL-5 e IL-13, que desempenham um papel importante na fisiopatologia da asma,
contribuindo para a produgdo de muco, fibrose subepitelial, remodelamento
brénquico, hiperreatividade das vias aéreas e sintese de IgE. Este anticorpo IgE

vai se ligar nos receptores nos mastécitos e em contatos posteriores com o
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alérgeno vao provocar a degranulacao destas células e liberagcdo dos mediadores
inflamatdrios como a histamina, prostaglandinas e leucotrienos, além de citocinas
(PLATTS-MILLS e WHEATLEY, 1996). Esta fase se caracteriza pela ativacao de
terminacdes nervosas vagais com producdo de neurotransmissores (acetilcolina,
substancia P, neurocinina A) que vao resultar em broncoconstriccao,
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, com exsudacgédo de plasma,
hipersecrecdo de muco e inflamagao.

Ha uma producado de citocinas do tipo 2 também por células inatas, tais
como 0s mastocitos, eosindfilos, basdfilos e células linfoides inatas 2 (ILCs2)
(BARLOW, 2014), que vao contribuir também com esse processo inflamatorio
observado na doenca. Por essas células produzirem citocinas semelhantes as das
células Th2, a resposta imune na asma, atualmente, é frequentemente associada
a uma resposta imune do tipo 2 (LAMBRECHT e HAMMAD, 2015; ROBINSON et
al, 2017).

Os eventos iniciais da fase aguda da asma iniciam-se aproximadamente 10
minutos apO0s o contato com o alérgeno e duram cerca de duas horas. A fase
tardia desta resposta se inicia 2 a 4 horas apés o0 contato com o alérgeno e tem
uma duracdo média de 24 horas, sendo essa fase caracterizada pela quimiotaxia
de eosindfilos, neutrofilos, mondcitos e linfécitos e pelo aumento da liberacéo de
mediadores inflamatorios, como o TNF (FERREIRA, 2004). Segue-se a
degeneracédo celular, com ruptura do epitélio ciliado, descamacédo para o limem,
juntamente com o0 muco, seguido de remodelamento bronquico e fibrose
subepitelial, com depdsito intersticial de colageno na lamina reticular por células
endoteliais e miofibroblastos. Com o tempo este processo pode levar a um
aumento do trabalho respiratorio e limitagdo do fluxo aéreo, causando a fadiga e a
faléncia respiratéria progressiva podendo levar ao 6bito por asfixia (LEMANSKE e
BUSSE, 2003).

2.3.2 Papel dos linfocitos Thl e Th1l7 na patogénese da asma

Vérios estudos identificaram a participacado de outros subtipos de linfocitos

T CD4, além dos linfécitos Th2 na asma, uma vez que as células efetoras
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responsaveis pela inflamacdo na asma sdo também influenciadas por outras
células T helper, incluindo as células Thl (KAMINUMA et al., 2009; PARK, et al.,
2009), Th1l7 (AL-RAMLI et al., 2009; WILSON et al.,, 2009) e T regulatorias
(KARIMI et al., 2009; MCGEE e AGRAWAL, 2009; NGUYEN et al., 2009).

Inicialmente, a citocina do tipo Thl, o IFN-y, foi considerada como uma
citocina antialérgica com capacidade de neutralizar a IL-4 e por reduzir a
proliferacdo de células Th2 (MAGGI et al., 1992). Entretanto, outros estudos
mostraram que o IFN-y poderia contribuir na imunopatogénese da asma por ativar
eosindfilos in vitro (VALERIUS et al., 1990) ou estimular o recrutamento de células
inflamatorias por induzir a expressdo de ICAM-1 (LOOK et al.,, 1992). Outros
estudos tém mostrado que niveis de IFN-y estaria associado a gravidade da asma
(TRUYEN et al, 2006) ou que administracdo de IFN-y aumenta a
hiperresponsividade das vias aéreas em modelo animal (KOBAYASHI et al.,
2011).

Adicionalmente, os linfécitos Th17 também s&o importantes na resposta
imune da asma (AL-RAMLI et al., 2009; BURGLER et al., 2009; WILSON et al.,
2009). O principal papel dessa célula esta na sua capacidade de recrutar e ativar
os neutrofilos (PELLETIER et al., 2010, OUYANG et al., 2008). As células Thl7
sdo produtoras de mediadores proé-inflamatérios tais como fator de necrose
tumoral a (TNF-a), IL-1B, IL-6, como também, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-26,
0 que torna essas células importantes no processo inflamatério (LANGRISH et al.,
2005; KREYMBORG et al., 2007; STEINMAN, 2007).

Nos ultimos anos, varios estudos tentaram encontrar uma associacao entre
as células Thl7 e a asma (ALCORN et al., 2010; DOE et al., 2010; MOON et al.,
2010), sendo bem conhecido o papel de IL-17 no recrutamento de neutrofilos para
as vias aéreas. Em pacientes asmaticos cuja inflamacdo € ndo atépica, nao-
dependente de IgE e n&o-eosinofilica, a neutrofilia das vias aéreas esta
correlacionada com a gravidade da asma, sugerindo um papel importante dos
neutrofilos neste grupo de pacientes (LOUIS et al.,, 2000; WOODRUFF et al.,

2001). Outros estudos também tém associado niveis elevados de IL-17 com a
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resisténcia ao tratamento com corticosterdides tanto em modelo animal
(MCKINLEY et al., 2008) como em humano (NANZER et al., 2013).

2.3.3 Papel dos linfocitos T regulatérios na patogénese da asma

As células T regulatérias (T reg) sdo importantes por prevenir a geracéo de
resposta imune a auto-antigenos, a antigenos ambientais in6cuos, a exemplo dos
alérgenos, como também por limitar a resposta imune a patégenos (RYANNA et
al., 2009). As funcbes supressivas dessas ceélulas sdo mediadas por multiplos
mecanismos que envolvem a liberagdo de citocinas inibitérias, tais como IL-10,
TGF-B, IL-35 (KITANI et al.,, 2003; NAKAMURA et al., 2004; COLLISON et al.,
2007; COLLISON et al.,, 2010) ou modulacdo das células apresentadoras de
antigeno (CTLA-4) (READ et al., 2000).

Dependendo de como séo derivadas, as T reg podem ser classificadas em
dois principais tipos: naturais ou induzidas. As células T regulatorias naturais
(nTreg) surge no timo como um subtipo de célula T madura e expressa a cadeia a
do receptor de IL-2 (CD25), podendo também expressar o fator de transcricdo
FoxP3 (HORI et al.,, 2003; NIELSEN et al., 2004). Varios estudos tém
demonstrado que as células T CD4" com alta expressdo de CD25 (T CD4"CD25")
tém potentes atividades supressoras na resposta imune por inibir a proliferacédo
celular e a secrecédo de citocinas pelas células T (BAECHER-ALLAN et al., 2001;
SAITO et al.,, 2005). As células regulatoria induzidas (iTreg), por sua vez, se
desenvolvem da diferenciacdo das células T naive na periferia depois do contato
com altas concentra¢gBes de antigeno (WEINER, 1997; AKDIS et al., 1998; YSSEL
et al., 2001).

As células T reg secretoras de IL-10, também denominadas Trl, parece ter
relevancia na homeostase no pulmdo e na asma (HAWRYLOWICZ, 2005;
O'GARRA et al.,, 2008). Enquanto que as células T reg secretoras de TGF-f3,
também denominadas de Tr3, parecem ser mais relevantes no intestino (FARIA e
WEINER, 2006; LI et al., 2006), mas eles também possuem o potencial de causar
patologia no pulméo através da capacidade do TGF-B promover cicatrizagéo,
fiborose e remodelamento tecidual (LI et al.,, 2006). Alguns estudos tém
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demonstrado numeros reduzidos de T CD4 expressando IL-10 em individuos com
asma grave instavel quando comparados com individuos com asma grave estavel
e asma leve (MATSUMOTO et al., 2004) ou baixa expressdo de CTLA-4 pelos
linfocitos T CD4" de individuos asmaticos em comparacdo com 0s controles
(OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 1. Resposta imune na asma.
Fonte: Adaptado de (HOLGATE e POLOSA, 2008). Legenda: APC — célula apresentadora de
antigeno; ILC2 — célula linfoide inata tipo 2; TCR — receptor de célula T; T reg — célula T regulatéria

2.4 PARTICIPACAO DOS MONOCITOS NA PATOGENESE DA ASMA

Existem poucos dados na literatura quanto a caracterizacdo das
subpopulacdes de mondcitos e o papel destas células na imunopatogénese da
asma. Os mondcitos humanos tém sido segregados em duas subpopulacdes de
acordo com a expressdo de CD14 e CD16 (CD14°CD16 e CD14°CD16") por mais
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de duas décadas (PASSLICK et al., 1989; FRANKENBERGER et al., 1996;
ANCUTA et al.,, 2003; GEISSMANN et al., 2003; GORDON e TAYLOR, 2005;
TACKE e RANDOLPH, 2006; ZIEGLER-HEITBROCK, 2007; AUFFRAY et al.,
2009). Entretanto, em 2010 uma nova nomenclatura foi aprovada e os mondcitos
humanos foram definidos em trés subpopulacbes, a maior populacdo dos
mondcitos humanos (90%) com alta expressdo de CD14 e nenhuma expressao
para CD16 (CD147°CD16°) sdo denominados de mondcitos classicos, enquanto a
menor populacdo (10%) de mondocitos humanos é subdividida em intermediarios,
com alta expressdo de CD14 e baixa para CD16 (CD14"'CD16%) e em néo-
cldssicos com alta expressao de CD16, mas com expressao relativamente baixa
de CD14 (CD14°CD16™") (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010).

Em um estudo de Wong et al (2011) foram avaliadas as caracteristicas dos
monaocitos classicos, intermediarios e nao-classicos através do perfil de expressao
génica. Os autores observaram que 0s mond@citos classicos expressaram genes
envolvidos na angiogénese, cicatrizacédo e coagulacéo, implicando em funcdes de
reparo tecidual, além da alta expressdo de genes proinflamatorios; os mondcitos
intermediarios com alta expressdo de MHC de classe Il, que indica funcdes de
célula apresentadora de antigeno e estimulatorias de células T (WONG et al.,
2011), e os mondcitos nao-classicos com genes envolvidos no rearranjo do
citoesqueleto, o que pode ser responsavel por sua alta motilidade observada in
vivo (CROS et al., 2010).

Alguns estudos tém mostrado a expansdo de mondcitos CD16" na asma
(TOMITA et al., 2002; VON BUBNOFF et al., 2004), e outros observaram que a
expansado foi especificamente nos mondcitos intermediarios nos pacientes com
asma grave (MONIUSZKO, BODZENTA-LUKASZYK, KOWAL et al., 2009;
KOWAL et al., 2012). Kowal et al (2012) também observaram que o0 aumento da
frequéncia dos monocitos intermediarios foi correlacionado com o grau de hiper-
reatividade bronquica (KOWAL et al., 2012). Além disso, Veremeyko et al (2013)
observaram que num ambiente de citocinas tipo Th2, IL-4 e IL-13, os mondcitos

intermediarios exibiram propriedades de células tipo-M2 (macréfagos
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alternativamente ativados), sugerindo seu papel importante na inflamacéo alérgica
(VEREMEYKO et al., 2013).

Existem duas principais vias de ativagdo dos macréfagos necessarias para
suas atividades funcionais: classica (M1) e alternativa (M2) (MILLS, 2012; WYNN,
et al., 2013) (Figura 2). A via classica d& origem aos macrofagos M1 durante uma
resposta imune a infec¢do e é induzida por patégenos intracelulares, componentes
de paredes de células bacterianas (lipopolissacarideo - LPS), lipoproteinas e
citocinas tais como IFN-y. Os macréfagos M1 expressam e secretam uma grande
quantidade de citocinas pro-inflamatoria, a exemplo do TNF, e espécies reativas
de oxigénio (tais como o 6xido nitrico - NO) que sdo associadas com dano
tecidual. No entanto, os macréfagos M2 sao geralmente divididos em trés
subpopulacdes a depender do ambiente de citocinas: os que sao induzidos
principalmente por citocinas por IL-4 ou IL-13 (M2a); induzidos por
imunocomplexos e agonistas TLRs e receptores IL-1 (M2b); e M2c
(imunossupressivo) induzido por IL-10, TGF-B ou glicocorticoide (GORDON, 2003;
BENOIT et al., 2008). Os macréfagos M2 produzem fatores que sdo responsaveis
por resposta anti-parasitaria, como também componentes da matrix extracelular
(ME), fatores angiogénicos e quimiotéaticos e IL-10 (FUENTES et al., 2010; MILLS,
2012). Portanto, possuem funcdes associadas a cicatrizacdo de feridas, reparo
tecidual, como também funcdes anti-inflamatdrias e regulatérias (POLLARD, 2009;
MORRIS et al., 2011). Apesar dos macr6fagos M2 serem considerados como
antagonistas dos macrofagos M1, eles podem causar inflamacédo alérgica, auxiliar
0 crescimento de tecidos tumorais e ser reservatérios celulares de Vvarios
patdgenos (SICA e MANTOVANI, 2012).
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Figura 2: Polarizacdo dos mondcitos/macréfagos.
Fonte: Adaptado de (ZANLUQUI et al., 2015).

2.4.1 Papel dos receptores associados a resposta imune tipo-2/reparo

tecidual pelos monécitos na patogénese da asma

Estudos em modelo experimental de asma tém demonstrado que o receptor
de IL-4 e as citocinas IL-4 e IL-13, tem papel importante na patologia da doenca
(KUPERMAN et al., 2002; VENKAYYA et al., 2002).

O receptor de IL-4 é expresso na maioria dos tipos de células, incluindo
células hematopoiéticas, endotelial, muscular e neural (NELMS et al., 1999). O IL-
4Ra pode combinar com a cadeia gama comum - yc (IL-4R tipo 1) ou com IL-
13Ra1 (IL-4R tipo Il) para ligar-se a IL-4 sozinho, ou a ambos IL-4 e IL-13,
respectivamente (MILOUX et al., 1997; LAPORTE et al.,, 2008, GORDON e
MARTINEZ, 2010; ALLEN e MAIZELS, 2011). A sinalizacdo através deste receptor
induz a transcricdo do gene dependente de STAT6 que polariza a imunidade do
hospedeiro para a resposta do tipo Th2 (MCKENZIE et al., 1999; MURATA et al.,
1999; ANDREWS et al., 2002). Os mondcitos/macrofagos, no entanto, adquirem
um fendtipo alternativamente ativado quando estimulados por essas citocinas do

tipo Th2 (IL-4 e IL-13), as quais induzem nessas células a expressédo de arginase,
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enzima responsavel pela conversdo de L-arginina em prolina. A prolina é um
aminoacido essencial que esta envolvido na producdo de colageno e, portanto,
pode contribuir no desenvolvimento da fibrose (HESSE et al., 2001). Embora a
arginase-1 (ARG1) seja um marcador classico de macrofagos alternativamente
ativados em camundongos, a sua expressdo em mondcitos/macrofagos humanos
nao é bem definida (ROUZAUT et al., 1999; OCHOA et al., 2001; MUNDER et al.,
2005; RAES et al., 2005). Evidéncias sugerem que o0s macrofagos
alternativamente ativados podem desempenhar um papel importante na asma por
promover a sintese de colageno e outros tecidos conectivos (VERCELLI 2003;
ZIMMERMANN et al., 2003; LOKE et al., 2007), aumentar a secrecdo de muco
(Vercelli, 2003) e atrair os eosinoéfilos (LOKE et al., 2002; LOKE et al., 2007).

O IL-13Ra2, por sua vez, liga-se a IL-13 exclusivamente e com maior
afinidade que o complexo IL-4Ra/IL-13Ral(DONALDSON et al., 1998). O IL-
13Ra2 esta presente em duas formas, solivel e de membrana, em modelo animal,
e nos humanos este receptor esta presente apenas na forma de membrana
(O'TOOLE et al., 2008; CHEN et al., 2009). A forma solavel deste receptor age
como receptor decoy (reconhece com alta afinidade citocinas e fatores de
crescimento, mas sao estruturalmente incapazes de gerar sinalizacdo
(MANTOVANI et al., 2001), e varios estudos tém demonstrado que administracao
da forma soluvel inibe a inflamacéo das vias aéreas mediada por IL-13 em modelo
experimental de asma (ZHANG et al., 1997; KAWAKAMI et al., 2001; DAINES et
al., 2006). Entretanto, Fichtner-Feigl et al (2006) demonstraram que a sinalizacéo
do IL-13Ra2 (na forma de membrana) esta envolvido na inducéo da producéo de
TGF-B e fibrose tanto em humano como em modelo experimental (FICHTNER-
FEIGL, STROBER et al., 2006). Ndo ha nenhum estudo que mostra o papel deste
receptor em mondcitos de individuos asmaticos, sendo o nosso trabalho o primeiro
abordar a expresséo do IL-13Ra2 nas subpopulagdes de mondcitos em individuos

com asma em resposta ao tratamento.

A linfopoetina estromal timica (TSLP) € uma citocina pertencente a familia
das linfopoietinas, caracterizada inicialmente como fator estimulador da

proliferacdo de linfécitos (FRIEND et al., 1994), produzida principalmente por
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células epiteliais, queratinécitos e células estromais (SOUMELIS et al., 2002). Esta
citocina é bem conhecida por seu papel na patogénese de doencas alérgicas e na
asma tanto em modelo experimental e em humanos (SOUMELIS et al., 2002; AL-
SHAMI et al., 2005; YING et al., 2005; ZHOU et al., 2005), principalmente por
reforgar respostas do tipo Th2 (MOU et al., 2009; KIMURA et al., 2011; TOGBE, et
al., 2013; YADAVA et al., 2014). Reche et al (2001) demonstraram que o TSLP em
humanos estimula preferencialmente células mieldides, tais como os mondcitos e
células dendriticas, através do complexo de receptor heterodimero TSLPR e IL-
7Ra (RECHE et al., 2001). Além disso, outro estudo demonstrou em modelo
experimental que a sinalizacdo do TSLP/TSLPR amplifica a diferenciagdo dos
macréfagos alternativamente ativados, sugerindo sua participacdo na inflamacéo

das vias aéreas alérgica (HAN et al., 2013).
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE

Os linfocitos e mondcitos de pacientes com asma grave tém um perfil

inflamatorio e a refratariedade ao tratamento esta associada a uma resposta mista
Thl, Th2 e Thl7.

3.2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o fenétipo dos linfécitos e mondcitos de pacientes com asma grave

conforme a sua resposta ao tratamento farmacoldgico

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2.

4.

Investigar a expressdo das moléculas associadas a co-estimulacao (CD28
e CTLA-4) e regulacdo (CD25, FoxP3, IL-10 e TGF-B) pelos linfécitos T
CD4;

Avaliar a expresséo das citocinas associadas a resposta Th2 (IL-5 e IL-13),
Thl (IFN-y) e Th17 (IL-17A) pelos linfocitos T CD4;

Determinar a frequéncia das subpopulaces dos mondécitos classicos
(CD147"CD16), intermediarios (CD14""CD16"), n&o-classicos
(CD14*CD16™);

Avaliar a expressao dos receptores de IL-10, IL-4, IL-13 e TSLP e das
citocinas IL-10, TNF-a, TGF-B, IL-13 e IL-33 pelas subpopulacbes de

mondadcitos.
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4 CAPITULO 1: ALTERACAO DA RESPOSTA REGULATORIA DE LINFOCITOS
T CD4 DE PACIENTES COM ASMA GRAVE REFRATARIA
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Resumo

Introducédo: Estima-se que 5-10% dos individuos asmaticos sao refratarios ao
tratamento. A imunopatogénese da asma esta frequentemente associada a um
aumento da resposta do tipo Th2, porém evidéncias também sugerem
contribuicdes das citocinas Thl e Th1l7 na gravidade da doenca. Existem poucos
estudos demonstrando o perfil imunolégico de individuos com asma grave em
resposta ao tratamento. Deste modo, o nosso objetivo foi avaliar o perfil de
linfécitos T CD4 de pacientes com asma grave de acordo com a sua resposta ao
tratamento.

Métodos: Foram avaliados um total de 73 individuos, sendo 23 individuos com
asma leve a moderada (ALM), 21 com asma grave bem controlada/parcialmente
controlada (AGC), 19 com asma grave refrataria ao tratamento (AGR), e 10
controles sem asma (CSA). As CMSPs foram obtidas através do gradiente Fycoll-
Hypaque e a avaliagcdo da frequéncia dos linfécitos e de seus marcadores de
superficie e citocinas intracelulares foram realizadas utilizando a técnica de
citometria de fluxo. Resultados: Foi observado que a frequéncia de linfocitos T
CD4 expressando CTLA-4 e TGF-B foi menor nos individuos com AGR em
comparagdo aos individuos AGC e ALM (p<0,05). Além disso, no grupo de
individuos com AGR a frequéncia de células T CD4"CD25" foi menor em relacdo
aos individuos AGC. NOs observamos também que nos individuos com AGR, a
frequéncia de células T CD4"'CD25"FoxP3" e T CD4'IL-10* foi menor quando
comparado aos individuos com ALM. Adicionalmente, a frequéncia das células T
CD4 expressando IFN-y e IL-17A foi maior nos grupos AGR e AGC em
comparacdo ao grupo CSA (p<0,05). Conclusdes: A gravidade da asma esta
associada a um aumento das citocinas do perfil Thl e Th17 pelos linfocitos e a
refratariedade ao tratamento associada a uma diminuicdo de regulagdo por essas
células.
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4.1 INTRODUCAO

A asma atinge aproximadamente 334 milhGes de pessoas no mundo
(GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2014). No Brasil, estima-se que 6,4 milhdes
de pessoas acima dos 18 anos sdo acometidas pela asma, sendo a doenca
responsavel por mais de 100 mil internacdes por ano em hospitais publicos no
pais (BRASIL, 2015). Na maioria dos pacientes, a doenca pode ser controlada
pelo uso combinado de corticosteroides inalatérios e agonista B2 adrenérgico
de curta e longa acéo, entretanto 5 a 10% dos pacientes séo refratarios ao
tratamento (ATS, 2000; LAMBRECHT e HAMMAD, 2015).

A asma € uma doenca inflamatéria crénica das vias aéreas inferiores, em
qgue células do sistema inato e adaptativo agem juntas com as células
epiteliais, causando hiperreatividade brénquica, producdo de muco,
estreitamento e remodelamento das vias aéreas (GINA, 2006; LAMBRECHT e
HAMMAD, 2015). A imunopatogénese da asma esta ligada principalmente a
exacerbacéo da resposta do tipo Th2, com producéo principalmente de IL-4, IL-
5 e IL-13 (ROBINSON et al., 1992). Estas citocinas sdo responsaveis por
recrutar e ativar células do sistema inato, tais como mastécitos (WENZEL, et
al., 1999; BRIGHTLING et al., 2002) e eosinéfilos (BOUSQUET et al., 1990) e
estimular a producdo de IgE pelos linfécitos B (GASCAN et al., 1991),
contribuindo desta forma pelo processo inflamatério observado na doenca.
Além da resposta do tipo Th2, a resposta do tipo Thl e Thl7 tém sido
associadas com a gravidade da asma. Estudos tém demonstrado que a
resposta Thl, principalmente com a producéo de IFN-y, pode causar contragcéo
da musculatura lisa e apoptose de células epiteliais brénquicas (KLUNKER et
al., 2003; HOLGATE e POLOSA, 2008) e a resposta Th17, com a producao de
IL-17A, contribui para o remodelamento brénquico (ZHAO et al., 2012), além
de ser associada com a resisténcia ao tratamento com corticoide (MCKINLEY
et al., 2008). As células T regulatérias, que sdo bastante conhecidas pela
supresséo da resposta imune, tém sido mostradas diminuidas no sangue e no

escarro de individuos com asma grave refrataria ao tratamento, além de
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apresentar atividades supressoras prejudicadas (MAMESSIER et al., 2008;
CHAMBERS et al., 2012).

Na literatura existem poucos estudos que abrange em um unico trabalho o
perfil fenotipico dos linfécitos T CD4 expressando desde moléculas de co-
estimulacdo e regulacdo, como também citocinas do tipo Th2, Thl e Th17 nos
individuos com asma grave refratiria e asma grave bem
controlada/parcialmente controlada ao tratamento. Desta forma, 0 nosso
objetivo foi avaliar o perfil dos linfocitos T CD4 de pacientes com asma grave
de acordo com a sua resposta ao tratamento, através da expressdo de
marcadores de superficie e do perfil intracelular de citocinas. A caracterizacéo
e a identificacdo fenotipica desta célula auxiliardo no entendimento do
mecanismo envolvido na patogénese da doenca e pode favorecer o
esclarecimento de questdes essenciais para definicho de estratégias de

prevencao da asma.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Caracteristicas da populacédo estudada

Neste estudo foi avaliado um total de 73 individuos, dos quais 40 eram
individuos com asma grave, sendo 19 com asma grave refrataria ao tratamento
(AGR) e 21 com asma grave bem controlada/parcialmente controlada ao
tratamento (AGC) que foram acompanhados pelo Programa de Controle da
Asma e de Rinite Alérgica na Bahia (PROAR), em Salvador, Bahia-Brasil. Os
individuos com asma grave foram identificados tendo qualquer um dos
seguintes critérios: (i) sintomas diarios continuos; (ii) limitacdo nas atividades
diarias; (iii) sintomas noturnos maior que duas vezes por semanas; (iv) uso de
broncodilatadores = 2 vezes ao dia; (v) Volume Expiratério Forcado no primeiro
segundo (VEF1) ou Pico de Fluxo Expiratorio < 60%. Depois de realizada a
identificagdo dos pacientes graves, os individuos com AGC foram identificados
seguindo os critérios estabelecidos pela GINA que avalia o controle dos

sintomas da asma (GINA, 2006) e os individuos com AGR foram identificados
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segundo os critérios maiores e menores estabelecidos pela Sociedade
Toracica Americana (ATS) (ATS, 2000). No momento da coleta de sangue
todos esses individuos com asma grave estavam sob tratamento com a
combinacdo de média ou alta dose de corticosteréides inalatérios (800mcg a
1600 de budesonida ou equivalente) e agonista beta 2 de longa acao (12, 24

ou 48 mcg de formoterol ou 100 mcg de salmeterol).

Em relac@o aos grupos controles, foram avaliados 23 individuos com asma
leve a moderada (ALM) e 10 individuos controles sem asma (CSA). Ambos o0s
grupos foram convidados a se voluntariar por meio da publicidade publica em
postos de saude e transporte publico. Os individuos com ALM teve seu
diagnéstico validado por um especialista na area, e ndo foram tratados com

corticosteroides inalatorios.

Foram avaliados em todos os pacientes 0s niveis de IgE total (realizada por
nefelometria pelo aparelho IMMAGE — Beckman Coulter) e a positividade do
teste cutdneo para as seguintes proteinas alergénicas: Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus,
Blomia tropicalis, epitélio de gato, epitélio de cachorro, Blatella germanica,
Periplaneta americana, Paspalum notatum, Cynodon dactolon (Tabela 1). Entre
0s grupos ndo foram incluidos fumantes, gestantes, além de individuos com
sorologia positiva para doenca de Chagas, HIV, HTLV-1, virus da hepatite do
tipo B e C ou quaisquer outras condi¢cdes que pudessem interferir na resposta

imunolégica.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Maternidade

Climério de Oliveira, da Universidade Federal da Bahia.

4.2.2 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

e citometria de fluxo

Foi realizado a coleta de 20 mL de sangue de todos os pacientes e as

células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas através do
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gradiente de Ficoll-Hypaque e ajustadas para concentracdo de 3x10°
células/mL em RPMI 1640, contendo 10% de soro humano AB® normal
inativado, penicilina 100U/mL, estreptomicina 100uL/mL, L-glutamina 2mM,
30mM HEPES (Life technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD).

Apos a separacéo, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais
para os marcadores de superficie e ficoeritrina (PE) e APC (“Allophycocyanin”)
para citocinas intracelulares. Simplificando esta etapa, em suspensdes de 3 X
10° células foram adicionados brefeldina A (10 pg/mL; Sigma, St. Louis, MO), o
gual impede a secrecdo das proteinas pelo complexo de Golgi, em placas de
96 pocos por 4 horas a 37°C, 5% de CO,. Em seguida, foram realizadas
marcacoes de superficie utilizando anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos (fluoresceina (FITC) e “cycrhome” (CY)) especificos para os
linfocitos T CD4 e seus marcadores de co-estimulacéo e regulacdo: CD3 (clone
OKT3, eBioscience), CD4 (clone OKT4, eBioscience), CD28 (clone CD28.2,
eBioscience), CTLA-4 (clone 14D3, eBioscience) e CD25 (clone BC96,
eBioscience). Ap6s a marcacdo das moléculas de superficie, as placas foram
lavadas com PBS azida sddica, fixadas com 200 ul de formaldeido a 2% em
PBS e mantidas a 4°C até o dia seguinte. Apds esta etapa, as placas foram
incubadas com 150 pl/poco do tampéo de permeabilizacdo, por 10 minutos em
temperatura ambiente. ApOGs a incubacao, foi feita marcacdo intracelular,
utilizando-se anticorpo  monoclonal anti-citocinas conjugado com 0s
fluorocromos ficoeritrina (PE) e APC (“Allophycocyanin”), seguido de incubacgao
por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Os anticorpos
monoclonais anti-citocinas e fatores de transcrices avaliadas pelos linfocitos
foram: IL-5 (clone TRFK5, eBioscience), IFN-y (clone 45.B3, eBioscience), IL-
17A (clone eBio64DEC17, eBioscience), FoxP3 (clone 236A/E7, eBioscience),
IL-13 (clone PVM13-1, eBioscience), IL-10 (JES3-9D7, eBioscience) e TGF-p
(clone 9016 , R&D System). A aquisicao foi realizada utilizando-se o aparelho
FACSCanto (Becton Dickinson), num total de 100.000 eventos.

As células mononucleares foram analisadas de acordo com a frequéncia

da expressdo dos marcadores de superficie celular usando o programa “Flow
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Jo”. As populagdes celulares foram definidas por fluorescéncia inespecifica a
partir da disperséo frontal (FSC) e lateral (SSC) como parametros de tamanho
e granulosidade celular, respectivamente. De acordo com as caracteristicas
celulares, foi feita a selecdo da populacdo de linfécitos por janela nesta
populacdo. Foi delimitada uma regido especifica no grafico correspondente a
area de linfécitos (Figura la), em seguida foi selecionada a populacdo dos
linfécitos T a partir do marcador CD3 (Figura 1b), e dentro desta a populagéo
de linfécitos T CD4 (Figura 1c). Apoés esta selecdo, nés avaliamos a expressao

dos marcadores de superficie e citocinas intracelulares.
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Figura 1: Imagem densitométrica de fluorescéncia ndo especifica por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) celular, identificando a populacao de linfcitos (a); Selecdo da populagdo
dos linfécitos T a partir da marcacao de CD3 (b), seguido da identificacdo dos linfécitos T CD4

(©).

4.2.3 Andlise estatistica

O programa Graphpad PRISM 5.0 (La Jolla, CA, USA) foi utilizado para
realizacdo dos graficos e andlises estatisticas. Antes da analise de cada dado
foi realizado o teste de normalidade D'Agostino-Pearson. Desta forma, para
comparacao entre 2 ou mais grupos, testes paramétricos e nao-parameétricos
foram utilizados de acordo com a natureza dos dados gerados ANOVA (pds
teste bonferroni) e Kruskal Wallis (p6s teste de Dunn), respectivamente. Todos
os testes foram bicaudais e a significancia estatistica foi estabelecida no

intervalo de confianca de 95% e o valor p<0,05 foi considerado significativo.
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4.3.1 Caracteristicas da populagdo do estudo
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Foram avaliados no presente estudo 73 individuos, sendo 19 individuos
com asma grave refrataria (AGR), 21 individuos com asma grave bem
controlada/parcialmente controlada (AGC), 23 individuos com asma leve a
moderada (ALM) e 10 controles sem asma (CSA) (Tabela 1). Foi observado
que a média da idade dos individuos com AGR (49+11) foi maior do que os
individuos com ALM (39,3+£13,1), p<0,05). Em relacéo a distribuicdo de género
foi observado que a frequéncia do género feminino nos individuos com AGC foi
menor quando comparado aos outros trés grupos (p<0,05). Quanto ao teste
cutaneo foi observado que a frequéncia de positividade para pelo menos um
alérgeno foi menor nos individuos com CSA em relacdo aos trés grupos de
pacientes com asma. Nao foi observada diferenca nos niveis de IgE total entre

0S grupos.

Tabela 1: Caracteristicas da populacdo de estudo

CSA ALM AGC AGR p
(n=10) (n=23) (n=21) (n=19)
Idade (anos)* 46,8+ 11,1 39,3+13,1 42,4+ 11 49+ 11 <0,05%
(média £ DP)
Género Feminino n (%)** 10 (100) 18 (78,3) 11 (52,3) 16 (84,2) <0,05"
Teste cutaneo n (%)** 3 (30) 12 (52,2) 13 (61,9) 12 (63,1) <0,05°

IgE total (Ul/mL)*** 192(13,6-1337) 163(12,5-2548) 293,4(33,3-2166) 261,7(82-2784)  >0,05

*ANOVA; *Qui-quadrado; ***Kruskal-Wallis; *AGR vs ALM; "AGC vs CSA, ALM e AGR; °CSA vs
ALM, AGC e AGR; CSA: controles sem asma; ALM: asma leve a moderada; AGC: asma grave
bem controlada ou parcialmente controlada; AGR: asma grave refrataria.

4.3.2 Frequéncia dos linfocitos T CD4+ e seus marcadores de co-

estimulac&o nos individuos com asma

A frequéncia dos linfécitos T CD4 e seus marcadores de co-estimulagéo

entre os grupos estdo mostrados na Figura 2 e os resultado estdo expressos
em média + desvio-padrdo (DP). Nao foi observada diferenca significativa na

frequéncia dos linfécitos T CD4 entre os grupos avaliados (p>0,05) (Figura 2a).
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Quanto aos marcadores de co-estimulacdo, CD28 e CTLA-4, foi observado que
nos individuos com AGC a frequéncia de linfocitos T CD4 expressando CD28
foi menor (62,3%+16,1) comparado aos individuos CS (75,8%z=14, p<0,05)
(Figura 2b). Por sua vez, nos individuos com AGC e ALM a frequéncia dessas
células expressando CTLA-4 foi maior (1,5%+0,9 e 1,3%=0,7, respectivamente)
em relacdo aos individuos com AGR e CSA (0,75%%0,4 e 0,6%%0,2,

respectivamente; p<0,05) (Figura 2c).
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Figura 2: Frequéncia da populacdo de linfocitos T CD4 (a), e a frequéncia desses linfécitos
expressando as moléculas co-estimulatérias CD28 (b) e CTLA-4 (c) nos individuos com asma.
*p<0,05, **p<0,005 (ANOVA)

4.3.3 Frequéncia dos linfocitos T CD4+ expressando moléculas de

regulacao nos individuos com asma

Neste estudo foram avaliadas as células T CD4'CD25" expressando as
moléculas regulatérias IL-10 e FoxP3 nos individuos com asma e controle
(Figura 3).

Nos individuos com AGC foi observado que a frequéncia das células T
CD4*CD25" foi maior (0,7%+0,2) em comparacéo aos individuos com AGR e
CSA (0,5%=0,3 e 0,4%=0,3, respectivamente; p<0,05) (Figura 3a). Além disso,
nos individuos com AGR foi observado que a frequéncia dos linfocitos T
CD4*'CD25™ expressando FoxP3 foi diminuida (12,8%+9,3) em comparacao
aos individuos com ALM (17,7%%9,4, p<0,05) (Figura 3b). No entanto, nédo foi
observada diferenca na frequéncia dessas células expressando IL-10 entre 0s

grupos (Figura 3c).
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Figura 3: Frequéncia dos linfocitos T CcD4*'CD25" (a) expressando as moléculas FoxP3 (b) e
IL-10 (¢) nos individuos com asma. *p<0,05 (ANOVA)

T CD4+ citocinas

associadas a resposta regulatéria, Th2, Thl e Th1l7 nos individuos

4.3.4 Frequéncia dos linfocitos expressando

com asma

Nos individuos com AGC e ALM foi observado que a frequéncia dos
linfécitos T CD4 expressando TGF-B foi maior (4,4%+3 e 3,2%%2,6,
respectivamente) do que nos individuos com AGR e CSA (1,7%z%1,5 e
1,1%=0,4, respectivamente; p<0,05) (Figura 4a). Além disso, nos individuos
com AGR foi observado que a frequéncia dessas células expressando IL-10 foi
diminuida (1,4%+0,9) em comparacao aos individuos com ALM (2,3%z=1,5,
p<0,05) (Figura 4b).

Quanto as citocinas associadas a resposta tipo Th2 (IL-5 e IL-13) foi
observado que nos individuos com ALM a frequéncia de linfécitos T CD4
expressando IL-5 foi aumentada (2,9%+2) em comparac¢ao aos individuos com
CSA e AGR (1,4%+0,8 e 1,6%+0,9, respectivamente; p<0,05) (Figura 4c).
Entretanto, ndo foi observada diferenca na frequéncia dos linfécitos T CD4
expressando IL-13 entre os grupos (Figura 4d). Quanto as citocinas IL-17A e
IFN-y foi observado que em ambos o0s grupos de asma grave, AGR e AGC, a
frequéncia dos linfocitos T CD4 expressando estas citocinas foi maior (IL-17A:
3,9%+3 e 4,8%3,8, IFN-y: 2,3%+0,9 e 2,3%t1,4,
respectivamente) em comparacgéo aos individuos CSA (IL-17A: 1,7%=1 e IFN-
y: 1,2%+0,6; p<0,05) (Figura 4e e 4f).

respectivamente e
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Figura 4: Frequéncia dos linfocitos T CD4 expressando TGF-f (a), IL-10 (b), IL-5 (c), IL-13 (d),

IL-17A (e) e IFN-y (f) nos individuos com asma. *p<0,05, **p<0,005 (ANOVA)
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4.4 DISCUSSAO

A asma é um sério problema de salde publica no mundo que afeta todas as
idades (GINA, 2017). Neste estudo foi observado que a média da idade dos
individuos com AGR foi maior do que os individuos com ALM, isto pode ser
explicado que apds a quarta década de vida os diametros das pequenas vias
aéreas declinam contribuindo para diminuicdo do fluxo expiratério visto com o
envelhecimento (NIEWOEHNER e KLEINERMAN, 1974), além do que o
préprio envelhecimento esta associado com o aumento da rigidez da parede
toracica e com o enfraquecimento dos musculos respiratorios (JANSSENS et
al., 1999). O género € outro fator de risco importante para desenvolvimento da
asma. No nosso estudo foi observado que a frequéncia do género feminino,
entre os asmaticos, foi maior nos individuos com AGR e ALM do que os
individuos com AGC. Estudos tém demonstrado que a prevaléncia desta
doenca em adultos é maior em mulheres do que em homens, a razdo para
essa diferenca relacionada ao género ndo esta muito clara, mas uma possivel
explicacdo para isso se deve ao meio hormonal e exposicdo ambiental
(JENKINS et al., 2006; RAO et al., 2013). Outra explicacéo se deve ao fato de
que as mulheres procuram mais 0s servigos de saude e, por isso, apresentam
maior oportunidade de diagnéstico (BRASIL, 2015).

O perfil fenotipico dos linfécitos em individuos com asma grave,
principalmente quando associado a resposta ao tratamento, necessita ser
melhor caracterizado. Desta forma, a avaliacdo de moléculas associadas a co-
estimulacdo, regulacdo e do perfil Th2, Thl e Thl7 é fundamental para o
entendimento do perfil imunolégico dos individuos refratarios e
controlados/parcialmente controlados ao tratamento, o qual auxiliara numa
estratégia futura de prevencdo para o desenvolvimento da gravidade da

doenca.

Primeiramente, a frequéncia dos linfocitos T CD4" n&o diferiram entre os
grupos de pacientes com asma e sadios, o que de certa forma é interessante,

uma vez que a gravidade da doenca néo seria um fator que alteraria o0 numero
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destas ceélulas, e consequentemente nao influenciaria na frequéncia das

moléculas avaliadas.

E bem conhecido que os linfécitos s&o inicialmente ativados apés o
reconhecimento antigénico e a interagdo das moléculas co-estimulatérias.
Entre as moléculas co-estimulatorias estdo o CD28, que é um regulador
positivo de ativacao das células T, e o CTLA-4, o qual fornece sinais inibitorios,
desempenhando um papel importante na regulacdo da resposta imune e na
manutencdo da tolerancia periférica (GREENWALD et al., 2005). No nosso
estudo foi observado que nos individuos com AGC a frequéncia dos linfocitos T
CD4 expressando CD28 foi menor em relacdo aos individuos CSA, sendo que
nesses mesmos individuos (AGC) e nos individuos com ALM apresentaram
uma frequéncia elevada de linfécitos T CD4 expressando CTLA-4 em
comparacao aos individuos com AGR e CSA. Estudo de Pietruczuk et al (2012)
observaram que a expressdo de CTLA-4 em células T regulatorias foram
diminuidas em individuos com asma grave em comparacéao aos individuos com
asma moderada a leve (PIETRUCZUK et al., 2012). Entretanto, estudo de
Smyth et al (2010) observou que a expressao de CTLA-4 nos linfécitos T CD4
foi elevada nos individuos com asma moderada a grave em relagdo ao grupo
com asma leve e controles sadios (SMYTH et al., 2010). Nao existem dados na
literatura demonstrando o papel desses marcadores de co-estimulacdo em
individuos com asma grave associados com a resposta ao tratamento, contudo
0 nosso estudo sugere que os individuos com AGC tém uma capacidade maior
de regular a resposta imune do que os individuos com AGR.

Além da molécula CTLA-4, as células T CD4*CD25" e outras moléculas
como FoxP3 e IL-10 sdo importantes para a regulacdo da resposta imune.
Evidéncias sugerem que o tratamento com glicocorticGide pode ser capaz de
aumentar a producdo de IL-10 pelos linfocitos T CD4" (AKDIS et al., 1998;
HAWRYLOWICZ et al., 2002; XYSTRAKIS et al.,, 2006), como também de
elevar a frequéncia das células T CD4'CD25" (HARTL et al., 2007) e a
expressdo do fator de transcricdo FoxP3 por essas células (KARAGIANNIDIS
et al., 2004; PROVOOST et al., 2009; BAKR et al., 2013). Em nosso estudo
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observamos que no grupo de individuos com AGC a frequéncia das células T
CD4*CD25" foi maior em relacdo ao grupo com AGR e CSA. A frequéncia
desses linfocitos T CD4'CD25" entre os individuos asméticos sdo bem
divergentes na literatura, alguns autores observaram uma diminuicdo desses
linfocitos em CMSP de pacientes com asma grave refrataria (MAMESSIER et
al., 2008), com asma moderada a grave (SHI et al.,, 2011) e no lavado
broncoalveolar de criancas asmaticas (HARTL et al., 2007) quando comparado
aos controles, e outros ndo observaram diferencas na frequéncia desta célula
em CMSP de pacientes asmaticos e controles (PROVOOST et al., 2009) até
mesmo sob tratamento com glicocorticéides (MONIUSZKO et al., 2010). Nos
encontramos que os individuos AGC tém uma frequéncia elevada desses
linfécitos, o que reforca que os mesmos parecem ter uma capacidade maior de

regular a resposta imune do que os individuos com AGR.

Quanto ao FoxP3, n6s observamos que nos individuos com AGR a
frequéncia dos linfocitos T CD4"CD25" expressando FoxP3 foi diminuida em
comparacao aos individuos com ALM. Este dado corrobora com alguns
estudos que observaram que tanto em individuos asmaticos (PROVOOST et
al., 2009) e nos asmaticos resistentes a corticosteroides (CHAMBERS et al.,
2012) a frequéncia desses linfocitos expressando FoxP3 foi diminuida. Em
relacdo a IL-10, ndo foi observado diferenca significativa nos linfocitos T
CD4*'CD25" expressando esta citocina entre os grupos. Entretanto, nés
observamos que nos individuos com AGR a frequéncia dos linfécitos T CD4
expressando a IL-10 foi diminuida em relagdo aos individuos com asma leve.
Matsumoto et al (2004) observaram que nos pacientes com asma grave
instdvel a frequéncia de linfécitos T CD4 expressando IL-10 também foi
diminuida em relacdo aos pacientes com asma grave estavel ao tratamento
(MATSUMOTO et al., 2004). Outros estudos também observaram uma baixa
producdo de IL-10 pelos linfocitos T em adultos asmaticos graves resistentes a
glicocorticéides (HAWRYLOWICZ et al., 2002), e pelas CMSP de criangas com
asma grave resistente a terapia comparada aos controles ndo-asmaticos

(GUPTA et al., 2014). Os nossos resultados demonstram que os individuos
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com AGR apresentam uma diminuicdo na regulacéo pelos linfécitos, o que
pode explicar a dificuldade desses individuos de controlar/suprimir 0 processo

inflamatério exacerbado.

O papel do TGF-B continua controverso na asma, uma vez que esta citocina
exerce um papel dual na doenca, por ser responsavel tanto pela regulacdo da
resposta imune como no remodelamento das vias aéreas (SCHMIDT-WEBER
e BLASER, 2006). No presente estudo nGs observamos que nos individuos
com AGR a frequéncia dos linfocitos T CD4 expressando TGF- foi diminuida
em comparacdo aos individuos com AGC e ALM. Entretanto, estudo de Chakir
et al (2003) observaram que o tratamento com glicocorticoides ndo diminuiram
a expressao de TGF-f em amostras de bidpsias brénquicas e nem dos
colagenos tipo | e lll em pacientes com asma grave, sugerindo que a falha
terapéutica com glicocorticoides para reduzir a deposicdo do colageno pode
ser devido a expresséo elevada de TGF-f (CHAKIR et al., 2003). Em outro
estudo, por sua vez, ndo foi observado diferengas na expressdo do mRNA para
TGF-B pelas células T CD4 em individuos asmaticos apos tratamento com
glicocorticoides (KARAGIANNIDIS et al., 2004). Apesar de termos encontrado
dados divergentes com a literatura, a diminuicdo da frequéncia dos linfécitos T
CD4 expressando TGF-B nos individuos com AGR pode sugerir a incapacidade
de suprimir a resposta imune nesses individuos. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para esclarecer o papel desta citocina nos linfécitos T, como

também em outras células nesses grupos de individuos.

As citocinas associadas a reposta do tipo Th2, tais como IL-5 e IL-13,
também foram avaliadas neste estudo. NOs observamos que no grupo de
individuos com ALM a frequéncia dos linfocitos T CD4" expressando IL-5 foi
maior comparado aos grupos de AGR e CSA. A citocina IL-5 est4 envolvida
principalmente na maturacdo, diferenciagdo, sobrevivéncia, recrutamento e
ativacdo dos eosindfilos (CLUTTERBUCK et al., 1989; SANDERSON, 1992), e
o aumento do numero de eosindéfilos nas vias aéreas e no sangue periférico
tem sido correlacionado com a gravidade da asma (COYLE et al., 1995;
CHLUMSKY et al., 2006). Estudo de Dente et al (2010) observaram niveis
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diminuidos de IL-5 em amostra de escarro de pacientes com asma grave
refrataria tratados com prednisona em comparagdo aos nao tratados (DENTE
et al., 2010). Outro estudo observou que as células linfoides inatas 2 (ILCs2)
de amostra de escarro de pacientes com asma grave produziram mais
citocinas tipo 2, como IL-5 e IL-13, do que as células T CD4" (SMITH, et al.,
2016). Uma possivel explicacdo para o nosso resultado, em que observamos
uma frequéncia diminuida de células T CD4" expressando IL-5 em individuos
com AGR é que o tratamento com corticosteroides inalatérios pode ter
conseguido reduzir os niveis desta citocina ou que a principal fonte de IL-5
nesses individuos n&o seja os linfécitos T CD4" e sim as ILCs2. Quanto a IL-
13, ndo observamos diferenca significativa na frequéncia de células T CD4"
expressando esta citocina entre 0s grupos. As citocinas IL-13 e IL-4 s&o
importantes para sintese de IgE pelos linfocitos B, contribuem para producéo
de muco, fibrose dos broénquios e hiperresponsividade das vias aéreas na
asma (WILLS-KARP et al., 1998). Estudo de Machura et al (2010) observaram
aumento da frequéncia de células T CD4" e T CD8" produzindo IL-13 em
criangas com asma atdpica comparado aos controles sadios (MACHURA et al.,
2010). Além disso, alguns estudos também observaram niveis elevados de IL-
13 em amostras de lavado broncoalveolar (BAL), escarro ou bidpsias
brénquicas de pacientes com asma resistente a corticosteroides (HUANG et
al., 1995; NASEER et al.,, 1997), como também de pacientes com asma
moderada a grave apOs uso de corticosteroides sistémico e inalatorio
(AGRAWAL e TOWNLEY, 2014; KAUR et al., 2014). Em um estudo mais
recente, os autores observaram que nos individuos com asma nao-controlada
e parcialmente controlada a frequéncia de células ILCs2 IL-13" foi maior
quando comparado com o grupo de individuos com asma bem-controlada e
controles sadios, além de que essas células foram mais resistente a acdo dos
glicocorticoides do que as células Th2 in vitro (JIA et al., 2016). Esses dados
da literatura juntamente com o resultado obtido em nosso estudo sugerem que

outras células, a exemplo das ILCs2, parecem ter um papel importante no
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controle na asma nesses grupos de individuos com asma grave sob

tratamento.

O perfil de citocinas do tipo Thl, IFN-y, e do tipo Th17, IL-17A, também
foram avaliadas. N6s observamos que a frequéncia dos linfécitos T CD4
expressando IFN-y e IL-17A foi elevada nos grupos de asma grave,
independente de sua resposta ao tratamento. Alguns estudos tém
demonstrado o papel do IFN-y na gravidade da asma, Kobayashi et al (2011)
observaram que o IFN-y aumentou a hiperresponsividade das vias aéreas via a
sinalizacdo de neurocinina A com o0 receptor de neurocinina-2 em modelo
experimental (KOBAYASHI et al., 2011), e Raundhal et al (2015) observaram
que niveis elevados de IFN-y reduziu a expressdo de SLPI (inibidor de
proteases derivadas dos neutrofilos e outras células) na asma grave tanto em
humano como em modelo animal (RAUNDHAL et al., 2015). Além do IFN-y,
varios estudos também tém relatado o papel da citocina IL-17A na gravidade
desta doenca (CHAKIR et al., 2003; AGACHE et al., 2010), como também tém
associado niveis elevados desta citocina com a resisténcia ao tratamento com
corticosterdides tanto em modelo animal como em humano (MCKINLEY et al.,
2008; NANZER et al., 2013). Chambers et al (2015) mostraram que ambas as
citocinas IFN-y e IL-17A apresentaram niveis elevados em CMSP de pacientes
com asma grave resistente a corticosteroides comparado aos pacientes que
sdo sensiveis ao tratamento (CHAMBERS et al.,, 2015). Entretanto, nossos
dados sugerem que ambas as citocinas estejam envolvidas na
imunopatogénese da asma grave, independente de sua resposta ao

tratamento.

Diante destes resultados, concluimos que a gravidade da asma esta
associada a um aumento das citocinas do perfil Thl e Th17 pelos linfocitos e a
refratariedade ao tratamento associada a uma diminuicdo de regulacdo por
essas células. No entanto, mais estudos sdo necessarios para entender o perfil
imunologico desses individuos, visando uma estratégia terapéutica de

prevencao para forma refratéria da doenca.
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Resumo

Introducéo: Estima-se que aproximadamente 334 milhdes de pessoas sofrem de
asma no mundo, e 5-10% dos individuos asméaticos tem asma grave,
caracterizada por uma resposta insatisfatéria ao tratamento habitual. Os
mondcitos sdo células importantes do sistema imune inato, que a depender dos
estimulos locais, sdo capazes de secretar citocinas de perfil pré-inflamatério, pro-
fibrotico e regulatério. N&o existem estudos demonstrando o perfil das
subpopulacdes de mondcitos de individuos com asma grave conforme a sua
resposta ao tratamento. Por isso, 0 nosso objetivo foi avaliar o perfil fenotipico das
subpopulacdes de mondcitos de pacientes com asma grave de acordo com a sua
resposta ao tratamento.

Métodos: Foram recrutados 19 pacientes com asma grave refrataria ao
tratamento (AGR), 21 com asma grave bem controlada/parcialmente controlada
(AGC), 23 com asma leve a moderada (ALM) e 10 controles sem asma (CSA). Os
mondcitos foram obtidos de CMSP e as frequéncias dos marcadores de superficie
e citocinas nesta populacdo foram realizadas utilizando a técnica de citometria de
fluxo.

Resultados: Foi observado que a frequéncia dos mondcitos intermediarios foi
maior no grupo AGR quando comparado com o grupo de ALM. Né6s também
observamos que no grupo de AGR a frequéncia dos mondcitos intermediarios
expressando IL-10R foi maior quando comparado ao grupo de AGC e ALM.
Quanto a IL-10, observamos que a frequéncia dos mondcitos classicos e nao-
classicos expressando esta citocina foi maior nos grupos de AGR e AGC,
respectivamente, quando comparado aos grupos controles. Além disso, nos
observamos que as subpopulacdes de mondcitos de ambos 0s grupos de asma
grave expressavam mais as citocinas IL-13, IL-33 e TGF-B quando comparado aos
controles. Quanto aos receptores, observamos gque basicamente no grupo de AGR
a frequéncia das subpopula¢cbes de mondcitos expressando os receptores IL-4Ra
e IL-13Ra2 foi maior quando comparado aos controles (ALM e CSA) e ao grupo
AGC, respectivamente.
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Conclusdes: As subpopulacbées de mondcitos de pacientes com AGR e AGC tém
um papel importante na gravidade da doenca por apresentarem perfis distintos
associados com a producgéo de citocinas e expressao de receptores envolvidos na
resposta imune Th2 e no remodelamento tecidual.

5.1 INTRODUCAO

A asma é um problema mundial de saude publica, acometendo cerca de
334 milhdes de pessoas (GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2014). Apesar da
doenca ser controlada na maioria dos pacientes pelo usado combinado de
corticosteroides inalatérios mais agonista adrenérgico 32, cerca de 5 a 10%
dos pacientes sao refratarios ao tratamento (ATS, 2000).

Como j4 sdo conhecidos, os mondcitos sdo células mononucleares do
sangue periférico com papéis importantes no processamento e apresentacdo
antigénica ao sistema imunoldgico, além de serem capazes de migrar aos
tecidos periféricos espontaneamente e em resposta a mediadores inflamatérias
(GEISSMANN et al., 2003; TACKE e RANDOLPH, 2006). Dependendo do seu
estado de diferenciacdo e sinais locais, os mondcitos e macrofagos séo
capazes de secretar uma variedade de fatores de crescimentos e citocinas pro-
inflamatérias, pro-fibréticas e anti-inflamatérias (AUFFRAY et al., 2009). Os
monadcitos humanos foram classificados em trés subpopulacdes de acordo com
sua expressdo de CD14 e CD16: classicos (CD147"CD16), intermediarios
(CD14""CD16") e n&o-classicos (CD14°CD16™") (ZIEGLER-HEITBROCK et al.,
2010). Estudos tém observado uma frequéncia elevada dos mondcitos
intermediarios nos individuos com asma grave (MONIUSZKO et al., 2009;
KOWAL et al.,, 2012), e correlacionado esse aumento com o grau de
hiperreatividade bronquica (KOWAL et al., 2012).

Na literatura ndo existe nenhum estudo com seres humanos relatando
sobre o0 papel das subpopulagbes de mondcitos na gravidade da doenca
principalmente quando associado com a resposta ao tratamento. Desta forma,
0 nosso objetivo foi avaliar o perfil das subpopulagcbes de mondcitos de

pacientes com asma grave conforme a sua resposta ao tratamento, atraves da
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expressdo de marcadores de superficie e do perfil de expressao intracelular de

citocinas.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Caracteristicas dos grupos do estudo

Neste estudo foram avaliados 73 individuos, dos quais 19 séo individuos
com asma grave refrataria ao tratamento (AGR), 21 sdo individuos com asma
grave bem controlada/parcialmente controlada ao tratamento (AGC), 23
individuos com asma leve a moderada (ALM) e 10 individuos controles sem
asma (CSA). Os individuos com asma grave tém sido acompanhados por
varios anos pelo Programa de Controle da Asma e de Rinite Alérgica na Bahia
(PROAR), em Salvador, Bahia-Brasil e os grupos controles foram convidados a
se voluntariar por publicidade publica em postos de saude e transporte publico.
Simplificando, os individuos com asma grave foram identificados tendo
qualguer um dos seguintes critérios: (i) sintomas diarios continuos; (ii) limitacdo
nas atividades diarias; (iii) sintomas noturnos maior que duas vezes por
semanas; (iv) uso de broncodilatadores = 2 vezes ao dia; (v) Volume
Expiratorio For¢ado no primeiro segundo (VEF1) ou Pico de Fluxo Expiratorio
< 60%. Os individuos AGC foram identificados seguindo os critérios
estabelecidos pela GINA (GINA, 2006) e os individuos com AGR foram
identificados pelos critérios da Sociedade Toracica Americana (ATS, 2000). No
momento da coleta de sangue todos os individuos com asma grave estavam
sendo tratados com uma combinacdo de média ou alta dose de
corticosteroéides inalatorios (800mcg a 1600 de budesonida ou equivalente) e
agonista beta 2 de longa acéo (12, 24 ou 48 mcg de formoterol ou 100 mcg de
salmeterol). Os individuos com ALM foram identificados com base no seu
historico de asma, tendo seu diagndéstico validado por um especialista na area,
e ndo foram tratados com corticosteroides inalatérios.

Em todos os pacientes foram avaliados a positividade do teste cutaneo para
as proteinas alergénicas: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus

niger, Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Dermatophagoides farinae,
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Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, epitélio de gato, epitélio de
cachorro, Blatella germanica, Periplaneta americana, Paspalum notatum,
Cynodon dactolon. Nao foram incluidos fumantes, gestantes, além de
individuos com sorologia positiva para doenca de Chagas, HIV, HTLV-1, virus
da hepatite do tipo B e C ou quaisquer outras condicbes que pudessem
interferir na resposta imunoldgica.

Em relagcé@o as caracteristicas da populacdo do estudo foi observado que a
média da idade dos individuos com AGR (49+11) foi maior do que os
individuos com ALM (39,3+13,1), p<0,05). Quanto ao género foi observado que
a frequéncia do género feminino nos individuos com AGC (52,3%) foi menor
quando comparado aos outros trés grupos (AGR: 84,2%, ALM: 78,3 e CSA:
100%) (p<0,05). Adicionalmente, foi observado que no teste cutaneo a
frequéncia de positividade para pelo menos um alérgeno foi menor nos
individuos com CSA (30%) em relacéo aos trés grupos de pacientes com asma
(ALM: 52,2%, AGC: 61,9% e AGR: 63,1%).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Maternidade

Climério de Oliveira, da Universidade Federal da Bahia.

5.2.2 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

e citometria de fluxo

Foram coletados 20 mL de sangue dos individuos e as células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas através do
gradiente de Ficoll-Hypaque e ajustadas para concentracdo de 3x10°
células/mL em RPMI 1640, contendo 10% de soro humano AB® normal
inativado, penicilina 100U/mL, estreptomicina 100uL/mL, L-glutamina 2mM,
30mM HEPES (Life technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD).

Apols a separacéo, as celulas foram marcadas com anticorpos conjugados
com fluorocromos e adquiridos pelo citbmetro de fluxo. Simplificando esta
etapa, em suspensdes de 3x10° células foram adicionados brefeldina A (10
pug/mL; Sigma, St. Louis, MO), o qual impede a secrecdo das proteinas pelo

complexo de Golgi, em placas de 96 pocos por 4 horas a 37°C, 5% de CO..
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Em seguida, foram realizadas marcacdes de superficie nas células com
anticorpos monoclonais especificos para os mondcitos e receptores avaliados
por esta célula: CD14 (clone 61D3, eBioscience), CD16 (clone eBioCB16,
eBioscience), IL-4Ra (clone hIL-4R-M57, BD Pharmigen), IL-10R (clone 3F9,
BD Pharmigen), IL-13Ra2 (clone B-D13, Abcam) e TSLPR (clone eBiolAS6,
eBioscience). ApOs esta etapa, as placas foram incubadas com 150 pl/poco do
tampé&o de permeabilizagdo, por 10 minutos em temperatura ambiente. Apés a
incubacéo, foi feita marcacédo intracelular, utilizando-se anticorpo monoclonal
anti-citocinas avaliadas pelos mondcitos: TNF-a (clone MAb11, eBioscience),
IL-33 (clone 390412, R&D System), IL-13 (clone PVM13-1, eBioscience), IL-10
(JES3-9D7, eBioscience) e TGF-f3 (clone 9016 , R&D System).

As células mononucleares foram analisadas de acordo com a frequéncia
da expressado dos marcadores de superficie celular usando o programa “Flow
Jo”. As populagdes celulares foram definidas por fluorescéncia inespecifica a
partir da disperséo frontal (FSC) e lateral (SSC) como parametros de tamanho
e granulosidade celular, respectivamente. De acordo com as caracteristicas
celulares, foi feita a selecdo da populacdo de linfécitos por janela nesta
populacdo. Foi delimitada uma regido especifica no grafico correspondente a
area de mondcitos (Figura 1a). Depois da selecdo da populacdo, nés
selecionamos as subpopulacdes de mondcitos de acordo com a expressao de
CD14 e CD16 em: classicos (CD14""CD16), intermediarios (CD14""CD16") e
nédo-classicos (CD14'CD16™) (Figura 1b). Em seguida, nds avaliamos a
expressdo dos marcadores de superficie e citocinas intracelulares em cada

subpopulacdo de mondcitos.
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Figura 1: Imagem densitométrica de fluorescéncia nédo especifica por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) celular identificando a populacdo de mondcitos (a); Subpopulacbes de
mondcitos a partir da expressdo de CD14 e CD16 (b). Histograma de expressédo de CD14 nas
subpopula¢es de mondcitos (c).
5.2.3 Analise estatistica

As analises estatisticas e os graficos foram realizados no programa
Graphpad PRISM 5.0 (La Jolla, CA, USA). Antes da analise de cada dado foi
realizado o teste de normalidade D'Agostino-Pearson, desta forma, para
comparacao entre 2 ou mais grupos, testes paramétricos e nao-parameétricos
foram utilizados de acordo com a natureza dos dados gerados (ANOVA com
pos teste de Bonferroni e Kruskal Wallis com pés teste de Dunn). Todos os
testes foram bicaudais e a significAncia estatistica foi estabelecida no intervalo

de confianca de 95% e o valor p<0,05 foi considerado significativo.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Frequéncia das subpopulagc6es de monécitos nos individuos com
asma

A figura 2 mostra a frequéncia das subpopulacdes de mondécitos e o0s
resultados estdo expressos em médiat desvio-padrdo. Neste estudo foi
observado que nos individuos com AGR a frequéncia dos mondcitos
intermediarios foi maior (15,8%+8,3) em relacdo aos individuos com ALM
(10,3%5,2, p<0,05) (Figura 2b). Quanto a frequéncia dos mondcitos classicos
e nao-classicos ndo foram observadas diferencas entre os grupos (p>0,05)

(Figura 2a e 2c, respectivamente).
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Figura 2: Frequéncia das subpopulacdes de mondcitos: classicos (CD14°CD16) (a),
intermediarios (CD14""CD16") (b) e n&o-classicos (CD14'CD16") (c) nos individuos com
asma. *p<0,05 (ANOVA)

5.3.2 Frequéncia das moléculas de regulacdo pelas subpopulacdes de
monaocitos nos individuos com asma
A frequéncia das subpopula¢des de mondcitos expressando as moléculas
regulatérias, IL-10R e IL-10, estd mostrada na Figura 3. Foi observado que
apenas nos monacitos intermediarios a frequéncia do receptor de IL-10 foi
maior nos individuos com AGR (43%z=12) em comparacdo aos individuos com
AGC e ALM (36%=15 e 33,2%=14, respectivamente; p<0,05) (Figura 3b). N&do
foram observadas diferencas na frequéncia nos mondcitos classicos e nao-
classicos expressando este receptor entre os grupos (Figura 3a e 3c,
respectivamente). Quanto a IL-10, foi observado que nos individuos com AGR
a frequéncia dos mondcitos classicos expressando esta citocina foi maior
(18%+8,6) em relagdo aos individuos com ALM e CSA (11,4%%7,7 e
9,8%=4,3; respectivamente; p<0,05) (Figura 3d), e nos individuos com AGC a
frequéncia dos mondcitos nado-classicos expressando a IL-10 foi maior
(24,3%+13,4) em comparacdo aos individuos CSA (17,7%%9,1; p<0,005)
(Figura 3f). Nao foram observadas diferengas significativas na frequéncia dos

monacitos intermediarios expressando IL-10 entre os grupos (Figura 3e).
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Figura 3: Frequéncia das subpopula¢des de mondcitos expressando as moléculas regulatérias
IL-10R (a-c) e IL-10 (d-f) nos individuos com asma. *p<0,05, **p<0,005 (ANOVA)

5.3.3 Frequéncia dos receptores associados a resposta Th2/reparo tecidual

pelas subpopulacdes de mondécitos nos individuos com asma

Neste estudo também foi avaliado a frequéncia dos receptores associados
a resposta Th2 e reparo tecidual pelas subpopulacdes de mondcitos, os quais
incluem o receptor a de IL-4, o receptor a2 de IL-13 e o receptor de TSLP
(Figura 4). Foi observado que nos individuos com AGR a frequéncia dos
mond@citos intermediarios expressando o IL-4Ra foi maior (40%+13) em
comparacao aos individuos com ALM (30%z=13) (Figura 4b), como também foi
maior nos mondcitos nao-classicos (36,2%+19,2) em relacdo aos CSA
(20,7%=7,6) (Figura 4c). N6s observamos que nos individuos com AGC e com
AL a frequéncia dos mondcitos classicos expressando este receptor foi maior
(11,4%+5,9 e 12,2%+5,3, respectivamente) em comparac¢do aos individuos
CSA (6,9%=2; p<0,05) (Figura 4a).

Quanto ao IL-13Ra2, foi observado que apenas nos mondcitos classicos a
sua frequéncia foi elevada nos individuos com AGR (25,8%+9,9) em relacao
aos individuos com AGC e CSA (18,2%9,7 e 16%*2,4, p<0,05) (Figura 4d).

N&o foram observadas diferencas significativas na frequéncia dos mondcitos
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intermediarios e nao-classicos expressando este receptor entre 0S grupos
(Figura 4e e 4f).

Além disso, também n&o foram observadas diferencas significativas na
frequéncia das subpopulacbes de mondcitos expressando o0 receptor de

TSLPR entre os grupos (Figura 4g-4i).
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Figura 4: Frequéncia das subpopulacdes de monécitos expressando IL-4Ra (a-c), IL-13Ra2 (d-
f) e TSLPR (g-i) nos individuos com asma. *p<0,05, **p<0,005 (ANOVA)

5.3.4 Frequéncia de citocinas pelas subpopulacdes de mondcitos nos

individuos com asma

A figura 5 mostra a frequéncia das subpopulacbes de mondcitos
expressando as citocinas IL-13, IL-33, TGF-f e TNF-a nos individuos com
asma. Foi observado que nos individuos com AGR e AGC a frequéncia dos
monacitos classicos e nao-classicos expressando IL-13 foi maior (Classicos:
21%+9,9 e 22,7%+12,8, respectivamente e Nao-classicos: 43%+19,1 e
40,6%=14,8, respectivamente) em comparacdo aos individuos CSA
(Classicos: 12,7%+3,1 e Nao-classicos: 27%5,2; p<0,05) (Figura 5a e 5c).
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Adicionalmente, a frequéncia dos mondcitos nao-classicos expressando esta
citocina foi também maior nos individuos com ALM (44,3%+20,3) em
comparacao aos individuos CSA (27%45,2, p<0,05) (Figura 5c). Entretanto,
nao foi observada diferenca significativa na frequéncia dos mondcitos
intermediarios expressando IL-13 entre os grupos (Figura 5b).

Quanto a IL-33, foi observado que apenas nos mondcitos intermediarios a
sua frequéncia foi maior nos individuos com AGR e AGC (31,3%%10,4 e
32%+7,6, respectivamente) em relacdo aos individuos com ALM e CSA
(21,2%5,3 e 21,4%=3,6, respectivamente; p <0,05) (Figura 5e). Nao foram
observadas diferencas significativas na frequéncia nos mondcitos classicos e
ndo-classicos expressando IL-33 entre os grupos (Figura 5d e 5f).

Em relacdo ao TGF-B, foi observado que a frequéncia das trés
subpopulacdes de mondcitos expressando esta citocina foi maior nos
individuos com AGR (Classicos: 15,5%+7,4, Intermediarios: 36,7%+20,6 e
N&o-classicos: 29,9%+18,8) em comparacdo aos individuos CSA (Classicos:
7,5%+4,3, Intermediarios: 21,6%+6,3 e Nao-classicos: 18,4%+4,3) (Figura 5g-
5i). Além disso, também foi observado que nos individuos com AGR a
frequéncia dos mondcitos intermediarios e ndo-classicos expressando o TGF-
B foi maior quando comparado aos individuos com ALM (Intermediarios:
24,9%+12,8 e Nao-classicos: 15,3%+11,1) (Figura 5h e 5i). Nos individuos
com AGC, a frequéncia dos mondcitos classicos e intermediarios expressando
TGF-B foi maior (14,1%+7,9 e 30,6%=*11, respectivamente) em relacdo aos
individuos CSA (Figura 5g e 5h). N6s também observamos que a frequéncia
dos mondcitos classicos expressando esta citocina foi maior nos individuos
com ALM (12,7%=5) quando comparado aos individuos CSA (Figura 5g) e nos
mondcitos ndo-classicos foi maior nos individuos com AGR em relacdo aos
individuos AGC (17%28,5, p<0,005) (Figura 5i).

Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas na frequéncia
das subpopula¢des de mondcitos expressando TNF-a entre os grupos (Figura
5j-5l).
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Figura 5: Frequéncia das subpopula¢gBes de mondcitos expressando as citocinas IL-13 (a-c),
IL-33 (d-f), TGF-B (g-i) e TNF-a(j-) nos individuos com asma. *p<0,05, **p<0,005 (ANOVA)
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5.4 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que aborda o perfil fenotipico das subpopulacdes
de mondcitos de pacientes com asma grave de acordo com sua resposta ao
tratamento. Primeiramente, n0s avaliamos a frequéncia das subpopulacées de
monaocitos entre 0s grupos e observamos que nos individuos com AGR a
frequéncia dos mondcitos intermediarios foi maior em relagdo aos individuos
com ALM, o que pode sugerir uma participacdo dessas células na
refratariedade da doenca. Alguns estudos também observaram uma frequéncia
elevada desta subpopulacdo em pacientes com asma grave, mas nao
associaram com a refratariedade ao tratamento (MONIUSZKO et al., 2009;
KOWAL et al., 2012).

Quanto as moléculas regulatorias, tais como o IL-10R e a IL-10, nés
observamos que a frequéncia dos mondcitos expressando o IL-10R foi maior
apenas nos mondacitos intermediarios de individuos com AGR em comparacéo
aos individuos com AGC e ALM. Alguns estudos ndo observaram diferenca na
expressdo do IL-10R nos macrofagos alveolares e brénquicos entre os
pacientes asmaticos e sadios (LIM et al., 2004; MONIUSZKO et al., 2007), nem
mesmo daqueles que receberam terapia com corticosteréides (MONIUSZKO,
et al., 2007). Estudo de Moniuszko et al (2009) observaram que dentre as
subpopulacbes de leucdcitos (T CD4*, T CD8", mondcitos, células NK e
neutréfilos), os mondcitos e as células T CD4'CD25" foram os que
apresentaram uma maior expressao deste receptor, sendo que entre as
subpopulacdes de mondcitos, a expressdo do IL-10R foi elevada nos
monocitos  intermediarios e nao-classicos (MONIUSZKO, BODZENTA-
LUKASZYK e DABROWSKA, 2009). Neste mesmo estudo, os autores
observaram que o tratamento com glicocorticGide de pacientes asmaticos
diminui a expresséo desse receptor em todas as subpopulacdes de leucécitos
(MONIUSZKO, BODZENTA-LUKASZYK e DABROWSKA, 2009). Quanto a IL-
10, nés observamos que a frequéncia das subpopulacdes de mondcitos
expressando esta citocina foi maior principalmente nos individuos com asma

grave. Sao raros os trabalhos que relatam o papel dos monécitos expressando
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esta citocina regulatdria nos individuos com asma grave, especialmente quanto
a sua resposta ao tratamento. Alguns estudos basicamente ndo observaram
diferengas nos niveis de IL-10 em culturas ndo estimuladas de CMSP de
pacientes com asma grave em relacao aos pacientes com asma leve e sadios
(TOMITA et al., 2002; HEW et al.,, 2006). No geral, apesar de termos
encontrado uma frequéncia maior do IL-10R e IL-10 nos mondcitos de
individuos AGR, esse aumento pode ter sido causado pelo préprio efeito dos
medicamentos ou um mecanismo do préprio organismo de suprimir algum
processo inflamataorio.

Além disso, os receptores associados a resposta Th2 e reparo tecidual, tais
como o0 IL-4Ra, IL-13Ro2 e TSLPR, também foram avaliados nas
subpopulacdes de mondcitos. Varios estudos tém demonstrado que a
inflamacéo alérgica e o remodelamento das vias aéreas envolvem as citocinas
IL-4 e IL-13, e a sinalizacdo dessas citocinas é parcialmente ligada ao uso
compartilhado do IL-4Ra (NELMS et al., 1999; HOFFJAN e OBER, 2002;
WYNN, 2003). No nosso estudo observamos que a frequéncia dos mondcitos
intermediarios e ndo-classicos expressando IL-4Ra foi maior no grupo de AGR
e nos mondcitos classicos foi maior nos grupo de AGC e ALM. Kowal et al
(2004) observaram que a frequéncia dos mondcitos CD14" coexpressando o
IL-4Ra foi maior nos individuos com asma brénquica comparado aos controles,
e que a imunoterapia especifica ao alérgeno (Dermatophagoides
pteronyssinus) diminuiu a frequéncia destas células CD14*IL-4Ra", sugerindo
um papel importante deste receptor para patogénese da asma (KOWAL et al.,
2004). Entretanto, outro estudo observou que os macrofagos alternativamente
ativados dependente do IL-4Ra ndo desempenham papéis importantes na
patologia da doenca das vias aéreas alérgica em modelo experimental
(NIEUWENHUIZEN et al., 2012). Nao existem estudos relatando o papel deste
receptor nos mondécitos na asma grava refrataria, no nosso estudo, por sua
vez, mostra que os mondcitos intermediarios e nado-classicos de individuos

com AGR tém uma expressdo aumentada do IL-4Ra, sugerindo um papel
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significativo deste receptor na patologia da doenca. Contudo, mais estudos séao
necessarios para esclarecer o papel do mesmo na asma.

Em relagdo ao IL-13Ra2, ndés observamos que a frequéncia deste receptor
foi maior apenas nos monacitos classicos de individuos com AGR em relacéo
aos individuos com AGC e CSA. Estudo de Fichtner-Feigl et al (2006)
demonstraram que a sinalizacdo do IL-13Ra2 (na forma de membrana) esta
envolvido na indugéo da producdo de TGF-f e fibrose tanto em humano como
em modelo experimental (FICHTNER-FEIGL et al.,, 2006). Entretanto, n&o
existem estudos avaliando o IL-13Ra2 em mondcitos de individuos asmaticos.
Para entender a fungéo do IL-13Ra2 de membrana em modelo experimental de
asma, Chen et al (2013) cruzaram camundongos transgénicos que
expressavam este receptor no epitélio pulmonar com camundongos deficientes
do IL-13Ra2 para gerar camundongos que expressassem exclusivamente
apenas IL-13Ra2 no epitélio pulmonar. Apds estimular com &caros,
observaram que esses camundongos apresentaram hiperresponsividade e
inflamacdo das vias aereas, sugerindo que o IL-13Ra2 contribui para o
desenvolvimento da asma alérgica (CHEN et al., 2013). Em humanos, o seu
papel ainda ndo esta claro, mas observamos que a frequéncia dos mondcitos
classicos de individuos com AGR expressando IL-13Ra2 foi maior em relacéo
aos individuos AGC, sugerindo uma participacdo deste receptor na
refratariedade da doenca.

Quanto ao TSLPR, n6s ndo observamos diferengas significativas na
frequéncia das subpopula¢des de mondcitos expressando este receptor entre
0s grupos. Estudo de Han et al (2013) demonstraram em modelo experimental
gue a sinalizacdo do TSLP/TSLPR amplifica a diferenciacdo dos macréfagos
alternativamente ativados, sugerindo sua participacdo na inflamacéo das vias
aéreas alérgica (HAN et al., 2013). O papel do receptor de TSLP em humanos
ainda ndo esta muito bem elucidado, principalmente em individuos com asma
grave em resposta ao tratamento. Apesar de nao termos encontrado diferencas
deste receptor nas subpopulacdes de mondécitos, Sdo nhecessarios mais

estudos para esclarecer o seu papel em outras células do sistema imunologico.
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Além dos receptores, avaliamos algumas citocinas associadas a resposta
tipo 2/reparo tecidual, IL-13, TGF-B e IL-33, e a resposta Thl, TNF-a. Em
relacdo ao TGF-B, nés observamos que basicamente nos grupos de asma
grave as trés subpopulacdes de mondcitos apresentaram uma frequéncia
elevada desta citocina. Estudos tém observado um aumento da expressao de
TGF-B em amostras de bidpsias bronquicas de pacientes adultos (CHAKIR et
al., 2003) e no lavado broncoalveolar de criancas (BROWN et al., 2012),
ambos com asma grave, sendo que neste Ultimo artigo os autores associaram
as concentracdes de TGF-B com a limitagdo do fluxo aéreo. Chakir et al (2003)
também observaram que o tratamento com glicocorticoides ndo diminuiram a
expressao de TGF- e nem dos colagenos tipo | e Ill em pacientes com asma
grave, sugerindo que a falha terapéutica com glicocorticoides para reduzir a
deposicdo do coldgeno pode ser devido a expressdo elevada de TGF-B
(CHAKIR et al., 2003). Outro estudo mostrou que camundongos cronicamente
desafiados com ovoalbumina estimulou macrofagos peribronquiais a co-
expressarem o FCFb (fator de crescimento de fibroblasto basico) e TGF-f, o
que contribuiu para o desenvolvimento do remodelamento das vias aéreas
(YUM et al., 2011). Além disso, € importante ressaltar que o TGF-f € uma
citocina importante para diferenciacdo das células Thl7 (BETTELLI et al.,
2006; MANGAN et al., 2006; KORN et al., 2009), podendo induzir células a
produzir grandes quantidades de IL-17, e assim perpetuar um processo
inflamatorio (TIRADO-RODRIGUEZ et al., 2014). Desta forma, de acordo com
0s nossos dados, a expressdo desta citocina pelas subpopulagcbes de
monaocitos parecem contribuir para a gravidade da doenca, por influenciar
também na inducéo da resposta do tipo Th17. Os mondcitos nao-classicos, por
sua vez, parece contribuir também com a refratariedade, ja que a expressao do
TGF-B por essa subpopulagdo foi maior quando comparado aos individuos
com AGC.

As citocinas associadas a reposta tipo 2, tais como IL-13 e IL-33, também
foram avaliadas neste estudo. A frequéncia das subpopulagdo de mondcitos

expressando IL-13 foi maior principalmente nos grupos de asma grave,
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independente da sua resposta ao tratamento. Estudo de Hancok et al (1998)
tém mostrado a presenca de mRNA de IL-13 de macrofagos alveolares e que
sua producao foi aumentada na presenca de doenca inflamatéria no pulméao
(HANCOCK et al., 1998). Outro estudo mostrou que a IL-13 pode aumentar a
expressdo de TGF-B2 em células epiteliais brébnquicas em humanos, podendo
contribuir para fibrose subepitelial na asma (MALAVIA et al., 2008). Além disso,
outros estudos também observaram niveis elevados de IL-13 em amostras de
lavado broncoalveolar (BAL), escarro ou biépsias bronquicas de pacientes com
asma resistente a corticosteroides (HUANG et al., 1995; NASEER et al., 1997),
como também de pacientes com asma moderada a grave apos uso de
corticosteroides sistémico e inalatério (AGRAWAL e TOWNLEY, 2014; KAUR
et al., 2014). Nao existem estudos avaliando o papel da IL-13 pelas
subpopulacdes de mondcitos na gravidade asma, como também na
refratariedade ao tratamento. Apesar desses dados da literatura sugerirem
uma associagdo de IL-13 com a resisténcia ao tratamento, mais estudos séo
necessarios para esclarecer o papel desta citocina na doenca. NO Nnosso
estudo, por sua vez, observamos que a frequéncia das subpopulacdes de
monacitos expressando a IL-13 foi maior em ambos os grupos de asma grave,
sugerindo sua participacdo na gravidade, mas ndo na refratariedade
tratamento.

A citocina 1L-33 foi avaliada nas subpopulacbes de mondcitos e nos
observamos que apenas nos mondcitos intermediarios a sua frequéncia foi
elevada nos grupos de individuos com asma grave, AGR e AGC, em
comparacao aos grupos com ALM e CSA. Entre as fontes produtoras de IL-33
estdo as células epiteliais brénquicas, fibroblastos, células da musculatura lisa,
queratinécitos, mondcitos/macrofagos e células dendriticas (SCHMITZ et al.,
2005; TASHIRO, 2016). Estudo de Saglani et al (2013) observou aumento da
expressdo de IL-33 em amostras de bidpsias endobrénquica de pacientes
pediatricos com asma grave resistente a terapia, e que esta citocina foi
relacionada a sintese de colageno e ao remodelamento das vias aéreas

(SAGLANI et al., 2013). Outro estudo, em modelo experimental de asma,
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observou que IL-33 amplifica a polarizacdo dos macrofagos alternativamente
ativados que contribui para inflamacdo das vias aéreas (KUROWSKA-
STOLARSKA et al., 2009). O nosso resultado, por sua vez, mostra que 0S
monaocitos intermediarios através da producdo de IL-33 parecem contribuir
apenas com a patogénese da asma grave.

Quanto ao TNF-q, alguns estudos tém mostrado que 0os mondcitos néo-
cldssicos sdo os principais produtores desta citocina em outros modelos de
doenca (DUTERTRE et al., 2012; MONIUSZKO et al., 2015). Em nosso estudo
nos ndo observamos diferenca significativa na frequéncia das subpopulacdes
de mondcitos expressando TNF-a entre os grupos. Evidéncias sugerem a
participacdo do TNF-a na patogénese da asma grave (KIPS et al., 1992;
THOMAS et al., 1995; FRANCHIMONT et al., 1999; WASERMAN et al., 2000)
e refrataria (BERRY et al., 2006), além de que outros estudos mostraram que o
tratamento que visam antagonizar as fungbes do TNF-a melhoraram a
qualidade de vida e a hiperresponsividade das vias aéreas de pacientes com
asma grave refrataria (HOWARTH et al., 2005; TAILLE et al., 2013). Em um
estudo recente mostrou que a forma ativa da vitamina D, sozinho ou em
combinacdo com glicocorticéide, diminuiu a producdo de TNF-a pelos
mondcitos  intermediarios e nao-classicos em pacientes asmaticos
(GRUBCZAK et al., 2015). Ainda ndo existem estudos avaliando a producgéo
desta citocina nas subpopulacdes de mondcitos de pacientes com asma grave
em resposta ao tratamento, uma possivel explicagdo por ndo termos
encontrado diferenca entre grupos € que talvez outras células do sistema inato
ou adaptativo estejam contribuindo para producédo da mesma.

Concluimos que as subpopulacdes de mondcitos parecem contribuir de
forma semelhante na gravidade da asma, com aumento na expressao de
marcadores associados a resposta imune tipo-2 e ao remodelamento tecidual.
Por outro lado, quando avaliamos a refratariedade ao tratamento os mondcitos
parecem atuar de formas distintas, sendo o0s classicos e ndo classicos mais
envolvidos ao remodelamento tecidual, pela expresséo de IL-13Ra2 e TGF-f e

a populacdo de mondcitos intermediarios, com carater mais regulatorio,



69

observado pela expressdo aumentada do IL-10R. Estes achados sugerem que
a expressdo dessas moléculas por esses mondcitos tém um papel importante

na refratariedade ao tratamento na asma.
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6 CONCLUSAO GERAL

A gravidade da asma esta associada a um aumento das citocinas do perfil
Thl e Thl7 pelos linfécitos e a refratariedade ao tratamento associada a uma
diminuicao de regulacdo por essas células. Entretanto, os mondcitos de pacientes
com AGR e AGC apresentam um perfis distintos associado com producdo de
citocinas e expressdo de receptores envolvidos na resposta tipo-2 e no

remodelamento tecidual.



7 RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 1: Resumo dos resultados da avaliacdo fenotipica dos linfécitos T CD4 nos individuos com
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asma
Linfocitos CSA ALM AGC AGR
CD28+++ CD28+ CD28+ CD28+
cTia-4+ || cTia-ae] | [cTia-ges || cTLA-a+
FoxP3+ FoxP3+ FoxP3+ FoxP3+
IL-5+ IL-5+++ IL-5+ IL-5+
TCD4 IL-17A+ IL-17A+ IL-17A+++ IL-17A+++
IFN-y+ IFN-y+ IFN-y+++ IFN-y+++
TGF-B + TGF-B +++ | | | TGF-B +++ TGF-(3 +
IL-10+ IL-10+++ IL-10+ IL-10+
IL-13+ IL-13+ IL-13+ IL-13+
. cD25"+ cD25"+ | [cD25"+++ || cD25"+
T cD4*cD25" FoxP3+  |[FoxP3+++|| FoxP3+ FoxP3+
IL-10+ IL-10+ IL-10+ IL-10+

Tabela 2: Resumo dos resultados da avaliagdo fenotipica das subpopula¢cdes de monécitos nos

individuos com asma.

Mondcitos CSA ALM AGC AGR
IL-10R+ IL-10R+ IL-10R+ IL-10R+
IL-4Ra+ | Wara+++ | | | IL-4Ra++ | IL-4Ra+
TSLPR+ TSLPR+ TSLPR+ TSLPR+
IL-13Ra2+ IL-13Ra2+ IL-13Ra2+
Classicos TNF+ TNF+ INF+ INE+
TGF-B + | TGF-B +++ | | | TGE-B +++ | TGF-B ++++
IL-10+ IL-10+ IL-10+ IL-10+++
IL-13+ IL-13+ IL-13+++ IL-13+++
IL-33+ IL-33+ IL-33+ IL-33+
IL-10R+ IL-1OR+ IL-10R+ IL-10R+++
IL-4Ra+ IL-4Ro+ IL-4Rat+ IL-4Ra+++
TSLPR+ TSLPR+ TSLPR+ TSLPR+
IL-13Ra2+ IL-13Ra2+ IL-13Ra2+ IL-13Ra2+
Intermediarios TNF+ TNF+ TNF+ TNF+
e | e
IL-10+ IL-10+ I-10+ IL-10+
IL-13+ IL-13+ IL-13+ IL-13+
IL-33+ IL-33+ IL-33+++ | IL-33+++ I
IL-10R+ IL-10R+ IL-10R+ -10R
IL-4Ra+ IL-4Ra+ IL-4Ra+
TSLPR+ TSLPR+ TSLPR+ TSLPR+
IL-13Ra2+ IL-13Ra2+ IL-13Ra2+ IL-13Ra2+
Nao-classicos TNF+ TNF+ TNF+
TGF-B + TGF-B + TGF-B + | TGF-B +++ |
IL-10+ -10+ IL-10+++ -10+
IL-13+ IL-13+++ IL-13+++ | IL-13+++ |
IL-33+ IL-33+ IL-33+ IL-33+
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9 ANEXOS
9.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Nome do Projeto: Avaliacdo do perfil de linfécitos e mondcitos em pacientes com asma
grave

Investigador Principal: Alvaro A. Cruz, médico do Programa de Controle de Asma e
Rinite alérgica da Bahia — ProAr, Rua Carlos Gomes, 270, 2 de Julho, 40060-330,
Salvador, BA, Brasil

Nome do Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo avaliar o
perfil de linfécitos e mondcitos em pacientes com asma grave. Esta participacdo implica
na sua concordancia responder a um questionario sobre a sintomatologia da asma, além
da coleta de amostras de sangue.

Além das informagfes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu
médico.

Participacdo Voluntaria:

A sua participacdo no estudo é voluntaria e vocé estard contribuindo para o melhor
entendimento da sua doenca. Vocé é livre para recusar a participar do estudo, ou se
retirar em qualquer época apds 0 seu inicio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a
disponibilidade da assisténcia médica que Ihe sera prestada.

Finalidade do estudo:

Este estudo tem a finalidade de avaliar o perfil dos linfocitos e mondcitos dos individuos
com asma grave no sentido de contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvido
na patogénese da doenca.

Procedimentos:
Caso concorde em participar do estudo, vocé doara 20 mL de sangue que sera coletado
por profissional capacitado para tal, com o auxilio de seringas e agulhas descartaveis.

Duracéo do Estudo:
ApOs a assinatura do termo de consentimento, sua participacdo no estudo tera uma
duracdo maxima prevista de 12 meses.

Confidencialidade:

Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas
compartilhada com outros membros da equipe. Os resultados serdo divulgados na forma
de comunicacéo cientifica, ndo permitindo a identificagcdo individual dos participantes.
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Analise dos Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em casos raros pode
provocar dor leve e sangramento apos retirada da agulha. Caso isso aconteca, todos 0s
cuidados seréo tomados por profissionais devidamente habilitados.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para identificacdo dos mecanismos envolvidos nas
manifestacdes clinicas da asma,podem levar ao desenvolvimento de estratégias
terapéuticas para a prevencédo do aparecimento destas manifestacoes.

As pessoas que se submeterem aos exames receberdo, se desejarem, os resultados dos
mesmos. Vocé serd tratado gratuitamente e receberd acompanhamento médicos
especializados.

Custos:
Vocé néo tera custos com a participagdo no estudo e nem recebera pagamento por sua
participacao.

Esclarecimentos:

Qualquer duvida que vocé tenha sobre o que esta escrito neste consentimento ou sobre
os procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera entrar em contato com
Dr. Alvaro A. Cruz, coordenador do projeto, médico do Programa de Controle de Asma e
Rinite alérgica da Bahia — ProAr, Rua Carlos Gomes, 270, 2 de Julho, 40060-330,
Salvador, BA, Brasil, telefone (71) 3013-8460, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade Climério de Oliveira — UFBA, no endereco Rua do Limoeiro, 37 —
Nazaré, Salvador — BA.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este lhe foi explicado e vocé concorda
em participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé sera
entregue uma cépia deste formulario.

Assinatura do Participante RG n°

Assinatura do Pesquisador RG n°

Local: Data / / e Hora:
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