Avaliacio da producio de citocinas por células mononucleares do sangue periférico

de pacientes com asma.

1. RESUMO

A asma ¢ uma doenga inflamatoria cronica caracterizada pela inflamagao das vias aéreas,
levando a sua obstru¢ao. De modo geral essa patologia pode ser classificada em dois tipos
principais, tendo como base 0s mecanismos imunopatoldgicos que levam ao seu
desenvolvimento: a asma atdpica e a asma nao-atdpica. A asma atopica se caracteriza por
uma reacao de hipersensibilidade do tipo I iniciada pela exposicao a alérgenos que induzem
a diferenciacdo de linfocitos Th2 e Th9 (produtoras de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-9), produgdo
de IgE, sensibilizacdo e ativacdo de mastocitos e posterior quimioatracdo e ativacdo de
eosinofilos. A asma ndo-atopica normalmente estd associada a exposicao a infecgodes
pulmonares e poluentes que iniciam um processo inflamatorio cronico com a participacao
ativa de linfocitos Th17 e Th22 (produtores de IL-17 e IL-22) e a ativagdo e quimioatragao
de neutrofilos. Dessa forma, as diferentes citocinas produzidas pelos linfocitos T
desempenham papel fundamental no desenvolvimento da asma e, dessa forma, uma melhor
compreensdo de sua participagdo na evolucdo da doenga pode ajudar na terapéutica
adotada. Neste estudo, tivemos por objetivo avaliar a produgdo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico (CMSPs) presentes na circulagdo de pacientes com
asma controlada e ndo-controlada. CMSPs foram isoladas do sangue de pacientes com
asma ou de individuos saudéaveis por meio de centrifugacdo em grandiente de ficoll-
hipaque. As CMSPs foram mantidas sem estimulo ou estimuladas com LPS
(lipopolissacarideo) ou PHA (fitohemaglutinina), e as citocinas (IL17, IL-22, IFN-gama,
IL-4 e IL-9) presentes nos sobrenadantes de cultura foram quantificadas por ELISA.
Nossos resultados mostraram que CMSPs de pacientes com asma produzem maiores
quantidades de IL-4, IL-9, IL22 e IL-17 e menor quantidade de [FNgama ap6s estimulo,
quando comparadas a células de individuos controle. Em conjunto nossos resultados
corroboram dados anteriores da literatura e indicam que essas citocinas podem
desempenhar um importante papel no desenvolvimento da asma.
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2. INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca inflamatdria cronica caracterizada pela inflamacao das vias
aéreas, levando a uma obstru¢do generalizada que reduz o fluxo de ar, resultando em
sintomas como dispneia/dificuldade respiratoria, sibilo, aperto no peito ¢ tosse [1, 2]. E
uma das doengas cronicas, ndo comunicaveis mais comuns em criangas ¢ adultos, e afeta
aproximadamente 330 milhdes de pessoas ao redor do planeta. A prevaléncia aproximada
de asma diagnosticada e notificada gira em torno de 4,3%, com uma variagdo importante
entre os paises, sendo bem mais comum em paises desenvolvidos, quando comparado a
paises em desenvolvimento [1, 2].

A asma ¢ uma doenca com potencial de causar incapacidades, invalidez, prejuizos
na qualidade de vida, além de mortes evitdveis em criancas e adultos jovens. Os prejuizos
por essa patologia sdo desproporcionalmente maiores em familias de baixa e média renda,
devido as dificuldades de acesso ao tratamento adequado. Apesar disso, a mortalidade por
asma ao redor do planeta, nos ultimos 25 anos, vem sendo reduzida muito gracas ao
advento dos glicorticoides inalatorios, porém ainda hd uma disparidade de anos de vida
perdidos ao redor do mundo por conta da asma [2-5].

O desenvolvimento da asma ¢ consequéncia de uma complexa interacdo genética
ambiental, com diferencas na apresentacao clinica dos pacientes e o tipo e intensidade da
inflamacdo das vias aéreas e o remodelamento dessas. Em geral, o estreitamento das vias
respiratorias € reversivel, mas alguns pacientes com asma cronica podem ter um
componente de obstrucao ventilatdria irreversivel [2, 8]. De modo geral essa patologia
pode ser classificada em dois tipos principais, tendo como base os mecanismos
imunopatoldgicos que levam ao seu desenvolvimento: a asma alérgica, extrinseca ou
atopica e a asma nao alérgica, intrinseca ou nao-atopica [1, 2]. O primeiro ¢ associado a
participacao de linfocitos TCD4+ do tipo Th2 e Th9 (produtores de citocina IL-4 e IL-19
respectivamente) e de eosinofilos e o segundo com a participacdo de linfécitos Th17
(produtores de IL-17 e IL-22) e infiltrado de neutréfilos [1, 2, 9, 10]. A asma atdpica
normalmente se manifesta na infancia e tende a desaparecer com os anos, enquanto que a
ndo-atdpica costuma aparecer mais tardiamente podendo ser mais prejudicial, levando a

maior mortalidade e morbidade em comparagdo a asma atépica [1, 2, 9, 10].



A hiper-responsividade bronquica, das vias aéreas, ¢ um quadro presente nos dois
fenotipos da asma, tanto em criangas quanto em adultos. Na asma, a musculatura lisa
bronquica ¢ hipercontratil, em decorréncia do remodelamento das vias aéreas. Esse
remodelamento ¢ caracterizado como dano epitelial, associado a disfung¢ao dos cilios,
hiperplasia das células caliciformes, espessamento da lamina reticular e da membrana
basal, aumento da vascularizacdo, aumento do numero dos miofibroblastos subeptieliais e
da massa muscular lisa [2, §8]. Esse aumento de massa muscular ¢ o principal responséavel
pela limitagao de fluxo das vias aéreas [2, §].

A asma atopica ¢ a mais frequente e estd presente em aproximadamente 50-60%
dos adultos e criancas com asma, mas ¢ mais comum em criangas com asma grave € em
adultos com a doenga iniciada na infancia. Se caracteriza por uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo I cujos agentes desencadeantes levam a uma cascata de
mecanismos imunoldgicos que envolvem o recrutamento e a ativacdo de células
inflamatorias e estruturais [1, 2]. Normalmente, esse tipo se desenvolve em individuos
atopicos (com predisposicdo genética para o desenvolvimento de respostas alérgicas), nos
quais a exposicao a substancias conhecidas como alérgenos levam a liberagao de citocinas
como IL-33 e TSLP (linfopoietina estromal timica) pelas células epiteliais. Essas citocinas,
funcionam como sinais de alarme (sendo também denominadas de alarminas) que
estimulam a ativagdo de células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2) [11], produtoras de 1L-4,
e contribuem para a diferencia¢do de linfécitos TCD4+ do tipo Th2 ou Th9, apos a
apresentacao dos alérgenos pelas células dendriticas [2, 8]. Além disso, produzem IL-5
que ird aumentar a producao e ativacao de eosinoéfilos, células responsaveis pela liberagao
de mediadores inflamatdrios e enzimas proteoliticas responsaveis pelos danos teciduais
observados nos pulmdes de individuos com asma atopica [2, 8].

Os eosinofilos sao produzidos na medula 6ssea, em resposta a citocinas como a IL-
5 [20], e liberadas na corrente sanguinea, sendo atraidos para o sitio de inflamacdo em
resposta a quimiocinas liberadas no ambiente [21]. Essas células possuem granulos
contendo diversos mediadores inflamatérios como proteina basica principal (MBP),
proteina catidnica eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica (EPO) e neurotoxina

derivada de cosindfilo (EDN) [21]. A MBP esta relacionada ao desencadeamento da



hiperreatividade das vias aéreas, assim como a ECP, por estimular a liberagao de histamina
dos mastocitos e basoéfilos, ela também atua em neutrédfilos estimulando a liberacdo de
superoxido e IL-8 (CXCLS8). Ja a EDN promove a ativagdo de células dendriticas, as quais
apresentam antigenos para as células T, o que leva a diferenciacdo em Th2 [21]. No caso
dos corpos lipidicos dos eosinofilos, estes estdo relacionados a producdo de eicosanoides,
leucotrienos, prostaglandinas, e tromboxano [21]. Essas substancias sdo liberados quando
a célula ¢ ativada o que ocasiona uma rapida resposta inflamatéria e geram a
hiperreatividade bronquica [21, 22] .

Por outro lado, individuos com asma ndo-atdpica nao apresentam elevagao da IL-
4 e IL-5, o que explica as baixas concentragdes de IgE e de eosinéfilos nesse tipo de asma.
A imunopatologia desse tipo de asma ¢ menos conhecida, mas normalmente esta associada
a exposicao a infec¢des pulmonares e poluentes que iniciam um processo inflamatério
cronico com a participagdo de células linfoides inata do tipo 3 (ILC3) produtoras de I1L-17
e IL-22, ativagdo de linfocitos TCD4+ do tipo Th17 e Th22 (também produtores de IL-17
e IL-22) e a ativacdo de neutrdfilos, responsaveis pela producdo de enzimas, espécies
reativas de oxigénio (ROS) e citocinas inflamatdrias, que irdo promover o remodelamento
tecidual responsavel pela obstrucdo das vias aéreas [1, 2, 18, 19].

Dessa forma, os eosinofilos e neutrofilos (células polimorfonucleares) sdo os
principais tipos celulares efetores do processo de remodelamento tecidual observado na
asma atopica e ndo-atdpica respectivamente [ 1, 2].

Tendo em vista a complexidade da doenga, ainda ndo existe tratamento que leve a
cura da asma (atdpica ou ndo-atdpica). Os tratamentos atuais tem como objetivos o
controle dos sintomas apresentados pelos pacientes, com a inibicdo dos processos
inflamatérios que promovem o remodelamento tecidual com o uso de medicamentos anti-
inflamatoérios (principalmente glicorticoides locais, € nos casos mais graves sistémicos)
e/ou controle dos sintomas (uso de bronco dilatadores como agonistas adrenérgicos [12 ou
bloqueadores de leucotrienos) [28]. Além dos tratamentos convencionais, o melhor
entendimento dos mecanismos imunopatologicos envolvidos na doenga permitiram o
desenvolvimento de medicamentos com acdo mais especifica que agem sobre os

mediadores da resposta imune denominados de imunobioldgicos [29-31]. Estes



medicamentos j& estdo em uso clinico, como por exemplo anti-IgE (omalizumab) ou em
testes clinicos com possivel aplicagdo nos proximos anos (anti-IL-5, anti-IL-13 e anti-
TSLP) [29-31].

Como evidenciado acima, os diferentes tipos de asma (atopica e nao-atopica)
podem apresentar diferentes mecanismos efetores. Esses mecanismos influenciam
diretamente no tratamento dos pacientes e na evolu¢do da doenga. O conhecimento desses
mecanismos tem levado ao desenvolvimento de novas forma terapéuticas, e dessa forma
contribuido para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes afetados. Apesar disso,
ainda existem diversos mecanismos a serem melhor desvendados. As citocinas produzidas
pelas diferentes subpopulagdes de linfocitos T durante a resposta imunologica,
desempenham papel fundamental no desenvolvimento da asma e dessa forma, uma melhor
compreensdo de sua participagdo na evolucdo da doenga pode ajudar na terapéutica

adotada.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o perfil de citocinas produzidas por células mononucleares do sangue periférico
presentes na circulacao de pacientes com asma.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar a produgdo de citocinas por linfocitos T (IL-4, IFN-gama, IL-9, IL-17 e 1L22)
presentes na fracao de células mononucleares de sangue periférico (CMSPs) de pacientes

com asma.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Casuistica
Este ¢ um subprojeto do projeto intitulado: "Fatores de risco para perda acelerada
de funcao pulmonar, obstrugao irreversivel de vias aéreas e doenca refrataria em individuos
com asma", desenvolvido pelo Prof. Dr. Eduardo Vieira Ponte, submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Jundiai, com nimero CAAE:
70427317.8.0000.5412, parecer nimero: 2.198.023. Cada individuo foi informado sobre

sua participagdo na pesquisa, assinando um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,



de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Jundiai.

Nesse estudo foram incluidos 15 pacientes adultos (>18 anos) asmaticos. Os
pacientes foram selecionados dentre aqueles atendidos no Ambulatério de Pneumologia
do Hospital Sdo Vicente/Jundiai (colaboracdo do Prof. Dr. Eduardo Vieira Ponte). Foram
incluidos pacientes asmaticos com histérico documentado de obstrucdo reversivel de vias
aéreas (minimo de 12% de melhora no Volume Expiratdrio For¢ado em 1 segundo (FEV1),
espontaneamente ou apos a administragdo de f2-agonista inalado). Nao foram incluidos
pacientes fumantes ou com historico de outras doengas respiratorias infecciosas ou
inflamatorias cronicas (DPOC, neoplasias, tuberculose, etc), assim como aqueles que com
historico de infecgdes respiratorias virais 1 més antecedendo a coleta de material. Também
foram incluidos 15 individuos adultos (>18 anos) saudédveis (controles), ndo fumantes e
que ndo apresentavam nenhuma doenca infecciosa, autoimune ou alérgica € que nado
utilizaram nos ultimos 15 dias nenhum medicamento anti-inflamatoério.

Sexo — n (%)

Idade — Média+DP

Feminino Masculino
Controles 11 (73,3%) 4 (26,7%) 27,8+8,2
Pacientes 10 (66,7%) 5(33,3%) 44,3+14,9

Tabela 1: Distribuicao dos pacientes e controles de acordo com sexo e idade.

A avaliagdo clinica e a avaliagdo da fun¢do pulmonar (espirometria) foram realizadas pelo
Prof. Dr. Eduardo Vieira Ponte.
4.2. Obtenc¢ao das células mononucleares do sangue periférico (CMSPs).

O sangue periférico dos individuos adultos sauddveis foi coletado
(aproximadamente 30 mL) em tubos contendo heparina sddica. Para a separagdo da fragao
de células mononucleares (CMSPs) as amostras foram centrifugadas sobre uma solucao de
ficoll-hypaque (densidade 1,077 - 400 g por 30 minutos a temperatura ambiente). As
CMSPs foram submetidas a duas lavagens em PBS estéril (300g por 10 minutos a 4°C).
Ap6s a lavagem, as CMSPs tiveram seu nimero e viabilidade estimados (cdmara de

Neubauer e azul de Tripan) e entdo foram transferidas para tubos tipo falcon de 15 mL.



4.3. Condicoes de cultura para avaliacido da producio de citocinas.

As CMSPs obtidas do sangue periférico como descrito acima foram avaliadas
quanto a producdo de citocinas. Para isso, apOs a separagdo e contagem, as células foram
ressuspendidas a 2x10° células/mL em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10%
soro fetal bovino, L-glutamina e gentamicina e colocadas em placas de 24 cavidades com
fundo em U, as células foram mantidas sem estimulo ou estimuladas com
fitohemaglutinina (PHA - a 10pug/mL - Sigma = estimulo para linfocitos T) ou com LPS (a
100ng/mL - Sigma = estimulo para mondcitos) por 48 horas, em estufa de CO2 (5%) a
37°C. Apds esse periodo, o sobrenadante das culturas foi coletado e armazenado para
dosagem posterior de citocinas por ELISA (ver abaixo).

4.4. Dosagem de citocinas por ELISA

A dosagem de citocinas (IL-4, [FN-gama, IL-9, IL-17 e IL-22) nos sobrenadantes
de cultura foi feita utilizando-se “kits” comerciais especificos para cada citocina conforme
as instrucdes dos fabricantes (Biolegend). De maneira geral: placas de ELISA de 96 pocos
de alta afinidade (Nunc) foram recobertas com anticorpo monoclonal de captura
(especificos para cada citocina) diluidos em solucdo salina tamponada com fosfato (SST -
pH 7,2) e incubadas por uma noite a temperatura ambiente. Apds a incubacao as placas
foram lavadas 3 vezes com SST contendo 0,05% de Tween20 (SST-T) e bloqueadas com
SST contendo 1% de Soro Albumina Bovina(BSA) e 0,05% de Tween20 por 1 hora a
temperatura ambiente. Apos a incubacgao as placas foram lavadas novamente (3 vezes com
SST-T), sendo entdo incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com as amostras € com
uma curva padrao (concentragdes variando de 2000pg/mL a 31,3 pg/mL para 1L-22, de
250pg/mL a 3,9 pg/mL para IL-17 e IL-4, de 500pg/mL a 7,8 pg/mL para IFN-gama, de
1000pg/mL a 15,6pg/mL para IL-9). As placas foram, entdo lavadas (3 vezes) e incubadas
por 2 horas com anticorpo monoclonal de deteccao conjugado a biotina (especificos para
cada citocina) diluidos em SST-BSA (0,1%). Ap6s incubacdo, foi realizada novamente a
lavagem (3 vezes) e, em seguida, as placas foram incubadas com solug¢do contendo
estreptoavidina conjugada a peroxidase diluida (1/200) (para IFN-gama, 1L-22, e IL-17)
ou com polimero de estreptoavidina conjugada a peroxidase (Pierce - para IL-4 e IL-9) em

SST-BSA por 1 hora a temperatura ambiente no abrigo da luz. Novamente, as placas foram



lavadas (4 vezes) e, por fim, incubadas (15 minutos) com solugdo cromogeno/substrato
(Tetrametilbenzidina/H,O> em tampao acetato pH 5,5). Apds incubagdo, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de solu¢do de H2SO4 (2N) e realizada a leitura em Leitora de
ELISA (absorbancia a 450nm com correcao a 655nm). Os resultados foram calculados a
partir da comparacao das absorbancias nas amostras obtidas com as absorbancias obtidas
com a curva padrdo feita com citocina recombinante em concentragdes conhecidas.
4.5. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism (v.5.0). A comparagao dos
niveis de citocinas entre os grupos foi feita utilizando-se o método ndo paramétrico de

Mann-Whitney. Foram consideradas significantes diferencas com valor de p<0,05.

5. RESULTADOS
Apbs a andlise dos resultados obtidos, foi possivel observar que Células
Mononucleares do Sangue Periférico (CMSPs) de pacientes com asma produzem maiores

quantidades de IL-22 em células nao estimuladas ou estimuladas com PHA (figura 1).
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Figura 1: Dosagem de IL-22 no sobrenadante de cultura de CMSPs de pacientes com asma
ou de individuos controle (n=15). Ap6s obtengdo a partir do sangue periférico, as CMSPs
foram mantidas sem tratamento (SE) ou tratadas com LPS a 100ng/mL ou com PHA

(10pg/mL) por um periodo de 48 horas. As barras horizontais representam a mediana.

Teste estatistico: Mann-Whitney. Os valores de p estdo apresentados sobre os colchetes.



Em relagdo a producao de IL-17, observamos que somente nas células ndo estimuladas,

ou estimuladas com LPS houve diferenca estatisticamente significativa, sendo que as

amostras do grupo de pacientes com asma apresentaram os maiores valores (figura 2).
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Figura 2: Dosagem de IL-17 no sobrenadante de cultura de CMSPs de pacientes com asma

ou de individuos controle (n=15). Ap6s obtengdo a partir do sangue periférico, as CMSPs

foram mantidas sem tratamento (SE) ou tratadas com LPS a 100ng/mL ou com PHA

(10pg/mL) por um periodo de 48 horas. As barras horizontais representam a mediana.

Teste estatistico: Mann-Whitney. Os valores de p estdo apresentados sobre os colchetes.

Ja em relagdo a producao de IFN-gama, nossos resultados mostraram que apds o

estimulo com PHA, as CMSPs de individuos controle apresentam maior producio dessa

citocina quando comparadas as células de pacientes com asma (figura 3).
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Figura 3: Dosagem de IFN-gama no sobrenadante de cultura de CMSPs de pacientes com

asma ou de individuos controle (n=15). Apds obtencdo a partir do sangue periférico, as

CMSPs foram mantidas sem tratamento (SE) ou tratadas com LPS a 100ng/mL ou com



PHA (10pg/mL) por um periodo de 48 horas. As barras horizontais representam a mediana.

Teste estatistico: Mann-Whitney. Os valores de p estdo apresentados sobre os colchetes.

Quando refizemos as dosagens de IL-4 utilizando um sistema de amplificagdo de
sinal, pudemos observar que embora a maioria das amostras (principalmente sem estimulo
ou estimuladas com LPS) ainda apresentassem resultados inferiores ao limite de detecgao
do teste (0,1pg/mL), as amostras de pacientes com asma estimuladas com PHA
apresentaram niveis estatisticamente superiores as amostras de individuos controle (figura

4).
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Figura 4: Dosagem de IL-4 no sobrenadante de cultura de CMSPs de pacientes com asma
ou de individuos controle (n=15). Ap6s obtengdo a partir do sangue periférico, as CMSPs
foram mantidas sem tratamento (SE) ou tratadas com LPS a 100ng/mL ou com PHA

(10pg/mL) por um periodo de 48 horas. As barras horizontais representam a mediana.

Teste estatistico: Mann-Whitney. Os valores de p estdo apresentados sobre os colchetes.

Por fim, quantificamos a producdo de IL-9 nos sobrenadantes de cultura, e
observamos que células de pacientes com asma, estimuladas com LPS apresentaram
quantidades maiores dessa citocina em relacdo as células de individuos saudaveis

submetidas as mesmas condicdes (figura 5.)
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Figura 5: Dosagem de IL-9 no sobrenadante de cultura de CMSPs de pacientes com asma
ou de individuos controle (n=15). Apds obten¢ado a partir do sangue periférico, as CMSPs
foram mantidas sem tratamento (SE) ou tratadas com LPS a 100ng/mL ou com PHA

(10pg/mL) por um periodo de 48 horas. As barras horizontais representam a mediana.

Teste estatistico: Mann-Whitney. Os valores de p estdo apresentados sobre os colchetes.

6. DISCUSSAO

A prevaléncia da asma nos paises desenvolvidos encontra-se, atualmente, estavel
ou até mesmo em decréscimo, enquanto que nos paises em desenvolvimento esses nimeros
crescem, provavelmente em decorréncia da ocidentalizagdo e modernizacao do estilo de
vida [1, 2]. O Brasil ¢ um dos paises mais afetados pela asma na infancia, acometendo
aproximadamente 20% das criancas em idade escolar [3, 6, 7], resultando em inaptidao
para a pratica de atividades fisicas, absenteismo da escola e hospitaliza¢cdes. Em 2013 o
numero de obitos atribuidos a asma no Brasil foi de 2.047 pessoas, o que equivale a 5
obitos por dia e o nimero de hospitalizagdes foi de aproximadamente 120.000, sendo que
o tempo médio de hospitalizacdo ¢ de 3 dias, o que desencadeia um grande custo para o

sistema de saude
[3].

A resposta imunolédgica adaptativa promovida por diferentes subpopulagdes de
linfécitos TCD4+ (auxiliares) desempenham papel preponderante no desenvolvimento da
asma. Nossos resultados mostraram que CMSPs de pacientes com asma apresentam maior
capacidade de produzirem IL-4 e IL-9 do que células de individuos controle. Essas
citocinas sdo caracteristicas das populagdes Th2 e Th9 respectivamente.

Na asma atopica, linfocitos Th2 irdo produzir IL-4, IL-5 e IL-13, enquanto que os
linfécitos Th9 produzem IL-9 [12-14], que em conjunto serdo responsaveis pelo auxilio a
linfocitos B na producao de anticorpos especificos a esses alérgenos, predominantemente
da classe IgE. A IgE produzida pelos linfocitos B, entdo se liga a receptores especificos
presentes em mastocitos (recptores FclIRI) sensibilizando-os [15]. Apds a reexposi¢ao ao
mesmo alérgeno, ocorre a ativacdo dos mastocitos sensibilizados e liberagao de

mediadores como histamina, prostaglandinas e citocinas como IL-5, IL-13 e IL-4. Esses
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mediadores liberados pelos linfocitos Th2 e pelos mastdcitos (em particular a IL-5) sdo
responsaveis pelo aumento da produgdo de eosinodfilos (causando eosinofilia) e a migragdo
dessas células para o tecido pulmonar. Ao serem ativados no tecido, os eosinofilos irdo
liberar mais mediadores inflamatorios, citocinas, enzimas e substancias toxicas que
iniciam e perpetuam um ciclo que se retroalimenta e resultam em inflamagdo cronica e
alteragdes patoldgicas [1, 2]. Como consequéncia hé lesdo, hipertrofia e hiperplasia da
musculatura lisa (remodelamento tecidual e hiper-reatividade) e das células produtoras de
muco (principalmente pela agdo da IL-13), responsaveis pelo declinio da funcao pulmonar
¢ obstrucao das vias aéreas [1, 10, 15-17].

E interessante notar, que o IFN-gama foi produzido em menor quantidade pelas
CMSPs de pacientes com asma em compara¢do com individuos sauddveis. Esses
resultados podem indicar que em individuos ndo asmaticos ha um predominio de células
Th1 (produtoras de IFN-gama), que inibem a diferenciagao de linfécitos Th2.

Nossos resultados também mostraram que as células de pacientes com asma
apresentam producdo estatisticamente maior de IL-17 e IL-22, caracteristicos de células
Th17. Como mencionado, os neutrofilos, presentes na asma nao-atdpica, sao recrutados
para o tecido pulmonar em resposta a ativacao de linfocitos T do tipo Th17 e Th22
(produtoras de IL-17 e IL-22) [18, 19, 23, 24]. As células Th17 e Th22, por sua vez, sdo
diferenciadas em resposta a estimulos inflamatorios locais em resposta a danos teciduais,
que podem ser causados por infecgdes ou por exposi¢ao a poluentes [18, 19]. A resposta
inflamatéria desencadeada localmente induz a producdo de GM-CSF e liberacdo de
CXCLS que irdo atuar sistemicamente induzindo o aumento do numero e posterior atragao
de neutrofilos para o tecido inflamado. Esses neutréfilos ao chegarem no tecido pulmonar
sao ativados e amplificam o processo inflamatério pela producdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-alfa, IL-6 e IL-18, e mediadores lipidicos como leucotrieno B4
(LTB4) e fator de ativacdo de plaquetas [25]. Além disso, essas células irdo liberar no
ambiente enzimas com atividade proteolitica incluindo metaloproteinases de matriz
(MMP-9), elastase de neutrdfilos e mieloperoxidase [25]. Os neutréfilos ativados também
irdo liberar no tecido pulmonar espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (6xido

nitrico - NO) que possuem um papel fundamental no desencadeamento da doenca, por
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induzirem a morte de células do estroma. Em conjunto as substincias liberadas serdo

responsaveis pelo remodelamento do tecido pulmonar responsavel pela hiperplasia e

consequente obstrugdo das vias aéreas [8, 25-27].

7. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que CMSPs de pacientes com asma produzem

maiores quantidades de IL-4, IL-9, IL22 e IL-17 e menor quantidade de IFN-gama apos

estimulo, quando comparadas a células de individuos controle. Em conjunto nossos

resultados corroboram dados anteriores da literatura e indicam que essas citocinas podem

desempenhar um importante papel no desenvolvimento da asma.
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