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LPS ESTIMULA A PRODUCAO DE CITOCINAS DO A
PADRAO TH2 EM PACIENTES COM IMUNODEFICIEN-
CIA COMUM VARIAVEL E ASMA

RESUMO

Foi investigado o efeito do LPS sobre a sintese de citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de pacientes com imunodeficiéncia comum variavel (CVID) e
asma, e os seus resultados foram comparados com a produgéo de citocinas por PBMC de
individuos saudaveis. Foi observado um aumento na producéo de IL-4 e IL-5 por PBMC
de pacientes com CVID com asma ap6s 24 e 48 horas de exposi¢ao ao LPS. A producéo
de IL-12p40, IL-12p70, IFN-y TNF-q, IL-10 e IL-17 apds exposigdo ao LPS no grupo CVID
com asma e grupo controle ndo demonstram diferenca estatistica. A exposi¢éo ao LPS é
capaz de induzir a produgdo de citocinas do padrdo Th2 em pacientes com CVID com
asma, capazes de influenciar o desenvolvimento clinico de asma e dano pulmonar.

Palavras-Chave: Imunodeficiéncia comum varidvel, imunodeficiéncia priméria; deficiéncia
priméria de anticorpos; imunodeficiéncia celular.

LPS STIMULATES THE RELEASE OF TH2 CYTOKINES IN COMMON
VARIABLE IMMUNODEFICIENCY PATIENTS WITH ASTHMA

ABSTRACT

To investigate the modulating effect of LPS on the synthesis of cytokines by peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from common variable immunodeficiency patients with
asthma, and their results were compared with the production of cytokines by PBMC of
healthy individuals. Was observed an increase in the production of IL-4 and IL-5 by PBMC
of CVID with asthma after 24 and 48 hours of exposure to LPS. The production of IL-
12p40, IL-12p70, IFN-y TNF-a, IL-10 and IL-17 after exposure to LPS in CVID group with
asthma and control group not demonstrate a statistical difference. The exposure to LPS is
capable to induce Th2 cytokine release by PBMC of CVID patients with asthma, capable to
influence the development of clinical asthma and pulmonary damage.

Keywords: Common variable immunodeficiency, primary immunodeficiency; primary
antibodie deficiency; cellular immunodeficiency.
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INTRODUGAO

A imunodeficiéncia comum variavel (CVID) é uma imunodeficiéncia primaria caracterizada por hipogama-
globulinemia, infec¢des recorrentes, autoimunidade, neoplasias e alergia. Nesses pacientes, disturbios pulmonares
crénicos podem levar ao desenvolvimento de bronquiectasia e doenga pulmonar obstrutiva cronica .

Nas Ultimas décadas observou-se um aumento do estilo de vida urbano, de familias menos numerosas e
reducdo do contato com animais, advento dos antibiéticos e vacinas profildticas, e alteracdes dos padrdes alimentares e
de higiene. De acordo com a hipdtese da higiene 2, existe uma relagéo entre 0 aumento da ocorréncia de doengas alér-
gicas e redugao na exposi¢do microbiana durante a vida, induzindo o sistema imune a desenvolver uma resposta Th2,
observada em processos alérgicos 3.

As doencas alérgicas séo frequentes na sociedade moderna, e a hipétese da higiene sugere que este
aumento é uma consequéncia da diminui¢do da estimulagao do sistema imune por estimulos infecciosos. Acredita-se
que esta falta de estimulo infeccioso favoreca o desenvolvimento de uma resposta imune Th2 em detrimento da respos-
ta Th1 4.

A asma alérgica é uma doenca inflamatéria das vias aéreas respiratérias associada com hiper-
responsividade bronquica, obstrucao das vias aéreas e produgdo de muco °. A predominancia de uma resposta immune
adaptativa do padrdo Th2 com a producéo de IL-4, IL-5 e IL-13 em resposta a alérgenos induz o recrutamento e a ati-
vacao de eosindfilos, mastocitos e produgéo de IgE S.

O efeito da exposi¢do a endotoxinas e alérgenos é dose dependente, e o risco de doencas alérgicas é
maior em baixas exposi¢des, ao passo que a maior carga e tempo de exposi¢do diminuem o risco. Ressalta-se que
individuos asmaticos sibilantes apresentam um limiar mais baixo induzido por endotoxinas, responsavel pela auséncia
de efeito protetor em alguns estudos 72

Endotoxinas bacterianas podem ativar os macréfagos que produzem IL-12 e estimulam a produgéo de
IFN-y por linfécitos T CD4 inibindo o padrdo Th2 9. O lipopolissacarideo (LPS) bacteriano é uma endotoxina encontrada
no ambiente doméstico, e a exposicdo ao LPS pode induzir tanto uma resposta Th1 quanto Th2 011, Em fung&o destes
resultados conflitantes, foi investigado o efeito do LPS sobre a produgao de citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de pacientes com CVID e asma.

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Foram selecionados durante o periodo de 2008 a 2010, 23 pacientes com CVID (idade entre 19 a 69
anos) com manifestacéo clinica da asma, e 25 individuos saudaveis como controle (idade entre 18 e 65 anos). Os paci-
entes com CVID foram selecionados na Divisdo de Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Medicina da Universi-
dade de S&o Paulo (FMUSP), Brasil. Os critérios para a selegéo de pacientes especificos com caracteristicas clinicas
de asma foram avaliados de acordo com o sistema padrdo descrito pela Iniciativa Global para a Asma (GINA) 2. Todos
os procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados e supervisionados pela Comisséo de Etica em Pesquisa da
USP Faculdade de Medicina.

Teste de fungdo pulmonar

A funcdo pulmonar foi medida por espirometria usando um pneumotacdgrafo de méo Vitalograph 2120 e
software de analise por computador (Spirotrac IV; ambos da Vitalograph, Maids Moreton, UK). A interpretacdo dos re-
sultados baseou-se nos critérios da European Respiratory Society de aceitabilidade e reprodutibilidade de curva fluxo-
volume expirat6ria maxima 3.

Isolamento e cultura de PBMC

As PBMC de pacientes com CVID com asma e individuos saudaveis foram coletadas em frascos de poli-
propileno estéreis contendo ACD. O sangue foi diluidos v/v em meio DMEM (Gibco) e adicionado sobre gradiente de
centrifugagéo (Isolymph, Gallard-Schlesinger Na, Carle Place, NY, EUA). Apds centrifugacéo a 400 g durante 20 minu-
tos a 20°C, a camada contendo as PBMC foi recolhida e as células separadas. As células foram lavadas duas vezes
com solugéo salina tamponada (PBS) (0.14 M de NaCl; Na2P0O4 0.01 M; pH 7,2), quantificadas, e a viabilidade verifica-
da pelo uso de azul de tripano (Sigma Chemical Co.). Um total de 1x106 de PBMC por pogo foram cultivadas em placas
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estéreis com 24 pocos em um volume final de 1000 mL (DMEM com 5% de soro humano AB+, 2mM. de L-glutamina,
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina), a 37°C em atmosfera Umida saturada com 5% de CO2 durante
12, 24 e 48 horas na presenca de LPS (100 pg/mL).

Dosagem de citocinas

Apos a estimulagdo das PBMC com LPS o sobrenadante foi recolhido para a dosagem de IL-4, IL-5, IL-
12p40, IL-12p70, TNF-q, IFN-y, IL-10 e IL-17 através da utilizacdo de kit comercial Pelikine Compact ELISA (CLB, Ams-
terdam, Netherlands). Os limites de detec¢do foram para IL-4 de (0.5+0.6 pg/mL); IL-5 (0.520.6 pg/mL); IFN-y (418
pg/mL); IL-12p40 e IL-12p70 (4+8 pg/mL); IL-10 (5+6 pg/mL), TNF-a (416 pg/mL) e IL-17 (4+8 pg/mL). A absorvancia
foi lida em comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA.

Analise estatistica

As variaveis continuas foram apresentadas na forma de médiatdesvio padrao e foram comparadas pelo
teste ANOVA. Os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Para a anélise estatistica,
foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS

A estimulagdo das PBMC por LPS aumentou a producéo de IL-4 e IL-5 no grupo composto por pacientes
com CVID e asma apds 24 e 48 horas, resultado estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle
(*p<0.01) (Figura 1A, 1B).

A estimulacdo de PBMC com LPS induziu uma producéo equivalente de IL-12p40 e IL-12p70 pelas
PBMC de pacientes com CVID e asma e grupo controle nos periodos de 12, 24 e 48 horas (Figura 2A, 2B). O mesmo
fendmeno foi observado para a produgdo de TNF-a e IFN-y em todos os tempos experimentais (Figura 3A, 3B).

N&o foi observada uma diferenca estatistica na producao de IL-10 e IL-17 nos diferentes tempos experimentais na
comparagéo dos dois grupos (Figura 4A, 4B).

DISCUSSAQ

Neste estudo foi verificado que o LPS é capaz de influenciar uma maior producéo das citocinas IL-4 e IL-5
nas primeiras 24-48 horas pelas PBMC de pacientes com CVID e asma.

A asma é uma doenca inflamatéria das vias respiratérias associadas a hiper responsividade brénquica e
obstrucédo das vias aéreas 5, que apresenta forte associagdo com a resposta Th2 dos linfécitos T CD4 que secretam Il-
4,1L-5eIL-13°.

A presenca de inflamagao alérgica nos bronquios € muito importante em termos de progndstico, especi-
almente em pacientes com CVID, que apresentam infec¢des cronicas e recidivantes do sistema respiratorio . Também,
as doengas pulmonares obstrutivas como asma e bronquiectasia estdo presentes em mais de 50% dos pacientes com
CVID ™,

De acordo com a hipotese da higiene, a diminuigdo na frequéncia de infecgdes e redugé@o na exposigéo
aos microrganismos comensais ou patogénicos do ambiente levam a uma menor estimulagdo do sistema imune e au-
mento do risco de doenga atdpica e asma '°. Este processo confere ndo somente prote¢éo para atopia, mas também
contra doengas autoimunes 22,

Alérgenos presentes na poeira doméstica, incluindo o LPS bacteriano séo importante fonte de antigeno
que pode influenciar a resposta imune adaptativa. Altos niveis de endotoxina foram correlacionados com aumento da
producdo de IFN-y por células T CD4, onde se acredita que a exposigdo ambiental ao LPS é capaz de induzir uma
resposta Th1 5.

Neste estudo foi verificado que o LPS induziu uma maior produgéo de citocinas do padréao Th2 (IL-4, IL-5)
pelas PBMC de pacientes com CVID e asma nas primeiras 24-48 horas.

A IL-4 induz a sintese de IgE pelos linfécitos B, e a IL-5 causa recrutamento e ativagdo dos eosindfilos,
ambos correlacionados com 0 aumento da gravidade da resposta inflamatério pulmonar em asmaticos 16.

A inflamagao leva ao acumulo de muco no limen dos brénquios, hipertrofia da mucosa e submucosa 2,
recrutamento de eosindfilos, neutrdfilos, linfécitos, hipertrofia e hiperplasia das células da musculatura lisa 6. Os leucd-
citos sequestrados na microvasculatura pulmonar produzem leucotrienos, radicais livres e fator de ativagéo plaquetaria
(PAF) que contribuem para o dano tecido local 51617,
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Os fibroblastos na presenca de IL-4 '8 podem sintetizar componentes de matriz extracelular comoro.cola-
geno, que contribui para o desenvolvimento de obstrugéo das vias aéreas e redugdo da fungdo pulmonar .

N&o foi observo neste estudo uma diferenca na produgéo de citocinas pré-inflamatérias do perfil Th1
como IL-12p40, IL-12p70, IFN-y e TNF-a entre pacientes com CVID e asma e individuos saudaveis, embora a literatura
reporta 0 aumento na sintese de citocinas pré-inflamatérias por leucécitos de pacientes asmaticos expostos a Candida
albicans, Aspergillus fumigatus 2, e Dermatophagoides farinae 2'.22,

Embora a IL-10 possua um papel modulador da resposta inflamatéria 2, e a IL-17 esteja relacionada com
a gravidade da doenga 2%, estas citocinas nao foram detectadas em maiores quantidades em sobrenadantes de cultu-
ras celulares de pacientes com CVID e asma neste estudo.

Dessa forma foi demonstrado que exposi¢do ao LPS pode levar a produgédo de IL-4 e IL-5, citocinas do
padrao Th2 importantes para o desenvolvimento clinico da asma e dano pulmonar.
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ANEXO - FIGURAS

Figura 1. Produgao de IL-4 e IL-5 por PBMC de pacientes CVID e asma.
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Legenda: A. PBMC de pacientes com CVID e asma apresentaram um aumento na producgéo de IL-4 com 24 e 48 horas de
estimulo com LPS (ANOVA, * p <0,01). B. PBMC de pacientes com CVID e asma apresentaram um aumento na produgao de
IL-5 com 24 e 48 horas de estimulo com LPS (ANOVA, * p <0,01).

Figura 2. Produgao de IL-12p40 e IL-12 p70 por PBMC de pacientes CVID e asma e individuos saudaveis.
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Legenda: A. PBMC de pacientes com CVID e asma nédo apresentaram diferenga significativa na produgao de IL-12p40 nos
diferentes tempos experimentais. B. PBMC de pacientes com CVID e asma néo apresentaram diferenca significativa na
producgio de IL-12p70 nos diferentes tempos experimentais.
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Figura 3. Produgéao de TNF-a e IFN-y por PBMC de pacientes CVID'e asma e individuos saudaveis.
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Legenda: A. PBMC de pacientes com CVID e asma néo apresentaram diferenca significativa na produgao de TNF-a nos
diferentes tempos experimentais. B. PBMC de pacientes com CVID e asma nao apresentaram diferenga significativa na
producao de IFN-y nos diferentes tempos experimentais.

Figura 4. Producao de IL-10 e IL-17 por PBMC de pacientes CVID e asma e individuos saudaveis.
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Legenda: A. PBMC de pacientes com CVID e asma nédo apresentaram diferenga significativa na produgao de IL-10 nos
diferentes tempos experimentais. B. PBMC de pacientes com CVID e asma nédo apresentaram diferenga significativa na
produgao de IL-17 nos diferentes tempos experimentais.
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