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Resumo

A coordenacio das caracteristicas humorais e
celulares da resposta alérgica, sabe-se hoje, esta
dependente da regulagdo por linfocitos T. As
vacinas de alergénios sio uma terapéutica que
consegue modular a resposta das células T, e cujos
mecanismos imunologicos permanecem incomple-
tamente esclarecidos.

Objectivo: Avaliar o efeito da imunoterapia, apos
um ano de tratamento, na expressio de citocinas
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Abstract

Allergen-specific immunotherapy has been used
for successful treatment of atopic diseases. They
may act by modifying the patterns of cytokines
produced by T cells. However, the precise mecha-
nism by which it accomplishes these effects is still
incompletely understood.

Objective: To evaluate the effect of one year im-
munotherapy on cytokines profiles T1 and T2 of
peripheral blood lymphocytes in atopic patients.
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de perfil T1 e T2 em linfécitos de sangue periférico
de doentes atopicos.

Material e métodos: Estudaram-se dez doentes
atopicos sensibilizados a aeroalergénios comuns a
fazerem vacinas de alergénios num periodo médio
de um ano. Dentre estes, seis foram estudados antes
e apos a vacina. Como controlo estudou-se um
grupo atopico sem imunoterapia constituido por
14 doentes também sensibilizados a aeroalergénios
comuns e um grupo de individuos nio atopicos,
saudaveis, constituido por 7 elementos. A activagio
dos linfécitos T fez-se com PMA, ionomicina e
brefeldina e estudaram-se as citocinas intracitoplas-
maticas IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 por citometria de
fluxo. Procedeu-se a analise estatistica por testes
ndo paramétricos (Teste de Mann-Whitney U e
Wilcoxon), considerando-se significativo p<0,05.
Resultados: A expressio de IL-4 e IL-5 nas células
T, caracteristicamente aumentada nos doentes
atopicos, respectivamente 13,8 (3,1-31,8) e 6,7%
(1,0-20,4), é significativamente mais baixa no grupo
que realizou a imunoterapia [5,4 (2,9-15,6) p= 0,007
e 2,1% (0,6-4,8) p=0,035] ndo diferindo do grupo
controlo nio atopico [5,1 (4,1-6,9) e 1,0 (0,4-2,1)].
Os niveis de IFN-y ndo variaram significativamente
entre os trés grupos estudados, mas a razdo IFN-y/
/IL-4 nos linfocitos T CD4 aumentou significati-
vamente nos doentes submetidos a imunoterapia.
Por outro lado, houve um aumento da expressio
de IL-10 nas células T circulantes do grupo sob
imunoterapia, comparativamente a controlos nio
atbpicos [1,9 (1,04,9) sersus 1,4% (0,9-1,4) p=0,02],
sendo mais evidente nos linfocitos T CD8. A IL-10
correlacionou-se de forma significativa com todas
as citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5) e com o
fenétipo Tc2.

Conclusio: Apds um ano de imunoterapia, a
resposta das células T do sangue periférico a uma
estimulagio policlonal evidenciou uma diminuigio
da expressio das citocinas (IL-4 e IL-5),
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Methods: We studied 10 atopic patients sensitised
to common environmental allergens receiving im-
munotherapy over one year mean period. Six of
these patients were studied before and after immu-
notherapy. Fourteen atopic patients untreated and
7 non-atopic subjects were used as control groups.
Intracellular cytokine production (IFN-y; IL-4; IL-
5; IL-10) was determined by flow cytometry fol-
lowing stimulation with phorbol myristate acetate
(PMA), ionomycin and brefeldin. Mann-Whitney
U and Wilcoxon non-parametric tests were utilized
for the statistical analysis.

Results: The expression of IL-4 and IL-5 in T cells,
characteristically increased in atopic patients, res-
pectively 13.8 (3.1 - 31.8) and 6.7% (1.0 -20.4), was
significantly lower in the immunotherapy group
[5.4 (2.9 -15.6) p=0.007 and 2.1% (0,6 - 4.8)
p=0.035] and similar in the non-atopic control
group. The levels of IFN-y did not differ between
the studied groups but the ratio IFN-y / IL-4 pro-
duced by CD4+ T lymphocytes increased signifi-
cantly in the patients receiving immunotherapy.
In addition, there was an increase in the expres-
sion of IL-10 by T cells of the immunotherapy
group compared to the non-atopic controls[1.9 (1.0
- 4.9) versus 1.4% (0.9 - 1.4) p=0.02], being more
evident in CD8+ T lymphocytes. IL-10 correlated
significantly with all the profile T2 cytokines (IL-4
and IL-5) and with the phenotype Tc2.
Conclusion: After one year of immunotherapy the
peripheral T cells response to a polyclonal stimu-
lation revealed a reduction in IL-4 and IL-5 pro-
duction, characteristically increased in atopic di-
sease. The increase of IL-10 that we found in our
study suggested the existence of a profile T2 regu-
latory population, more evident in CD8+T
lymphocytes.
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caracteristicamente aumentadas na doenga alérgica.

O aumento da IL-10, que também verificamos,
sugere a existéncia de uma populagio reguladora de Keywords: Immunotherapy, T1 and T2

perfil T2, sendo mais evidente nos linfécitos T CD8.

Rev Port Pneumol 2006; XII (2): 107-130

Palavras chave: Imunoterapia, linfécitos T1 e T2,

razdo IFN-y / IL-4, IL-10.

Introducdo

A doenga atdpica caracteriza-se por uma
resposta inflamatdria com um padrio par-
ticular dependente da sintese aumentada
de IgE e activagio de células efectoras
caracteristicas - mastocitos e eosinofilos!.
Actualmente, sabe-se que a coordenagio
das caracteristicas humorais e celulares da
resposta alérgica esta dependente da
regulagdo por linfocitos T?. Assim, os
linfocitos T2 produtores de IL-4 poten-
ciam a sintese de IgE e o aumento da
expressio vascular de moléculas de adesdo
e selectinas, responsaveis pelo recruta-
mento selectivo de eosinodfilos, enquanto
os linfécitos T2 produtores de IL-5
influenciam a produg¢io, maturagio,
activacio e sobrevida dos eosinéfilos**?,
Em contraste, os linfécitos que expressam
citocinas T1 inibem o desenvolvimento
da diferenciacio de células T2 e das
respostas alérgicas através da produgio de
IFN-y*. Também, reciprocamente, as
células T2 inibem as T1 através da IL-47.
Em trabalhos anteriores, em que ava-
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Introduction

An atopic disease has a particular pattern
of inflammation depending on increased
IgE synthesis and activation of the cha-
racteristic effectors cells - mastocytes and
eosinophils'. It is known that humoral and
cellular characteristics of the allergic re-
sponse is regulated by T lymphocytes?.
Thus, the IL-4 producer lymphocytes
increase IgE synthesis and vascular expres-
sion of the molecules of adhesion and
selectins, responsible for the selective re-
cruitment of eosinophils, while the IL-5
producer lymphocytes influence the pro-
duction, maturation, activation and sur-
vival of the eosinophils®*°. In contrast, the
T1 cytokines expression lymphocytes in-
hibit the differentiation of T2 cells and
the allergic responses through the produc-
tion of IFN-y°. In addition, the T2 cells
reciprocally inhibit the T1 through the
IL-47.

In former studies we used flow cytometry
to evaluate the expression of T1 and T2
cytokines in circulating lymphocytes in
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lymphocytes, ratio IFN-y / IL-4, IL-10.

Sabe-se que a
coordenagao das
caracteristicas
humorais e celulares
da resposta alérgica
esta dependente da
regulagéo por
linfécitos T
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liamos por citometria de fluxo a expressio
de citocinas T1 e T2 em linfécitos circu-
lantes de doentes atdpicos, pudemos
verificar a existéncia de uma expressio de
IL-4 quer em linfécitos T CD4 (Th2) e T
CD8 (Tc2), enquanto a expressio de IL-5
foi predominante nas células T CD8 (Tc2).
Além disso, o nimero de células T pro-
dutoras de IL-4 correlacionou-se com a IgE
sérica destes doentes, enquanto as Tc2
(IL-5) com o ntmero de eosindfilos
circulantes e ECP sérica.

Uma das terapéuticas moduladoras da
resposta alérgica utilizada desde longa data
€ a vacinagdo com alergénios®. Apesar da
longa experiéncia clinica com este tipo de
terapéutica, os mecanismos imunologicos
que lhe sdo subjacentes permanecem ainda
desconhecidos. Se, nos estudos iniciais, se
atribuiu essencialmente um papel modu-
lador 2 IgG’, os estudos mais recentes tém
apontado para uma modulagio dos
linfécitos T através de um possivel meca-
nismo de anergia (as células T deixam de
responder ao alergénio)'®!! ou/e desvio
imune (a expressdo de citocinas das células
T muda de um perfil T2 para um perfil
T1)!2345, Em relagio a modificagio do
perfil de citocinas induzida pela imuno-
terapia, os resultados sdo variaveis, estando
descritos aumentos de IFN-y com dimi-
nuigio das citocinas de perfil T2,
aumentos de IFN-y sem modificagio dos
niveis de IL-4V, decréscimo de ambas as
citocinas'® e ainda decréscimo de IL-4 sem
modificagdo dos niveis de IFN-y?. Na
avaliagio da expressio destas citocinas tem
sido referida a razdo IFN-y/IL-4 como um
bom indice de avaliagio do tratamento
com imunoterapia por traduzir o balango
T1/T2%. Por outro lado, mais recente-
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atopic patients and were able to verify the
existence of expression of IL-4 both in
CD#4 (Th2) and CD8 (Tc2) T lymphocytes
of IL-5 expression however, was predomi-
nant in CD8 (T¢2) T cells. In addition,
the number of IL4 producer T cells cor-
related with the serum IgE of these pa-
tients while the Tc2 (IL-5) correlated with
the number of circulating eosinophils and
the serum level of eosinophil cationic pro-
tein (ECP).

One of the treatments to allergic response
with a long-standing history is allergen
vaccination®. Despite a long clinical expe-
rience with this type of treatment, the
subjacent immunological mechanisms re-
mains unknown. While earlier studies at-
tributed a modulator role to IgG’, more
recent studies have pointed to T lym-
phocytes through a possible anergy
mechanism (T cells stopped responding
to allergen)'®!! and/or immune deviation
(a change in T cells cytokines expression
from a T2 to a T1 profile)!2131415 The
results of cytokines profiles modification
induced by immunotherapy are variable.
Increases of IFN-y with decrease in T2
cytokines profile', increases of IFN-y
without change in IL-4" levels, a decrease
in both cytokines'® and a decrease in IL-4
with no change in IFN-y levels' are des-
cribed evaluating cytokines express in the
IFN-y/IL-4 ratio has been cited as a good
index in the immunotherapy evaluation
since it translate the T1/7T2 balance®. On
the other hand, IL-10 has been more re-
cently studied as an immunoregulator
cytokine?!. Akdis refers to a large increase
in this cytokine expression in an autocrine
form, in the specific antigen T cells, as-
sociated with anergy and inflammatory
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mente, a IL-10 tem sido também estudada
como uma citocina imunorreguladora?.
Akdis refere um grande aumento na ex-
pressdo desta citocina, de forma autdcrina,
nas células T especificas de antigénio,
estando associada a anergia e a inibigdo de
reacgOes inflamatorias'®.

Neste estudo procuramos avaliar as popu-
lagdes T1 e T2 de doentes atdpicos
submetidos a imunoterapia ha pelo menos
um ano. Estudamos, por citometria de
fluxo, a expressio de citocinas dos linfé6-
citos circulantes estimulados policlonal-
mente, avaliando o IFN-y, aIL-4, aIL-5, a
proporgio relativa IFN-y/IL-4 e uma
citocina predominantemente supressora:

a IL-10.
Material e métodos

Populacao

Estudamos dez individuos atopicos, sendo
sete sensiveis a acaros do po da casa
(Dermatophagoides pteronyssinus) e trés sensiveis
apolens de gramineas. Apresentavam uma
meédia de idades de 27,5 (13-54) anos, sendo
seis do sexo masculino e quatro do sexo
feminino. Cinco tinham asma bronquica
associada a rinite, trés rinite alérgica e dois
asma bronquica. Todos os doentes estavam
a fazer vacinas de alergénios, com ex-
tractos estandardizados biologicamente,
adsorvidos em hidréxido de aluminio ou
fosfato de calcio (3 casos), com um tempo
médio de tratamento de 19 (6-57) meses.
Seis destes doentes foram estudados antes
do tratamento (avaliagio basal) e apos 12
(6-19) meses. Os doentes mantiveram a sua
terapéutica habitual durante o periodo do
estudo: todos utilizavam corticosterbides
topicos nasais, oito também corticos-
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inhibition reactions™.

This study evaluates the T1 and T2
populations of atopic patients who have
been undergoing immunotherapy for at
least one year. We used flow cytometry
to study the cytokines expression of the cir-
culating lymphocytes with polyclonal
stimulation, evaluating IFN-y, IL-4, IL-5,
IFN-y/IL-4 ratio and a predominantly
suppressor cytokine: IL-10.

Methods

Population

We studied ten atopic patients. Seven were
sensitive to house dust mites (Dermato-
phagoides pteronyssinus) and three sensitive to
grass pollen. Their mean age was 27.5 (13-
54) years; six were male. Five had bron-
chial asthma associated with rhinitis; three
had allergic rhinitis and two had bronchial
asthma. All the patients were receiving
allergen vaccination with biologically
standardised extracts, absorbed in alu-
minium hydroxide or calcium phosphate
(3 cases). Mean length of treatment was
19 (6-57) months.

Six of these patients had been studied be-
fore treatment (basal evaluation) and af-
ter 12 (6-19) months. Patients continued
with their usual treatment during the pe-
riod of the study. All of them used topi-
cal nasal corticosteroids, eight also used
inhaler corticosteroids (associated with
inhalers bronchodilator in two patients)
and oral anti-histamines when necessary
in four patients.

The atopic control group consisted of 14
patients sensitive to house dust mites
(Dermatophagoides pteronyssinus), four of
whom were also sensitive (to a lesser de-
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Procuramos avaliar
as populagées T1 e
T2 de doentes
atépicos submetidos
a imunoterapia ha
pelo menos um ano
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teréides inalados, associados a broncodi-
latadores inalados em dois doentes e anti-
-histaminicos orais, quando necessario, em
quatro doentes.

O grupo atdpico era constituido por 14
individuos sensiveis a acaros do p6 da casa
(Dermatophagoides pteronyssinus), sendo 4
também sensiveis (em menor grau) a
polens de gramineas. Apresentavam uma
média de idades de 22,3 (13-58) anos, sendo
9 do sexo masculino e 5 feminino. Onze
tinham asma bronquica e trés rinite
alérgica.

Cinco destes doentes estavam a fazer
corticosterdides de inalagdo oral, oito
corticosteroides de inalagdo nasal, dois
broncodilatadores e trés anti-histaminicos.
Todos eram seguidos na consulta de
Alergologia do Hospital Militar de Belém.
O grupo nio atdpico era constituido por
sete individuos, com idade média de 25,6
(20-38) anos, sendo cinco do sexo mas-
culino e dois do sexo feminino. Foram
recrutados no Hospital Militar de Belém
com aceitagdo voluntaria de participagdo
no estudo e tendo como critérios de
exclusio qualquer doenga concomitante,
local ou sistémica, que afectasse o sistema
imunitario (neoplasia, doenga auto-imune
ou inflamatéria crénica, insuficiéncia re-
nal crénica, diabetes mellitus, atopia,
imunodefeciéncia). A todos foram feitas
provas de sensibilidade cutanea, dosea-
mentos de IgE total e especifica, avaliagio
da funcio renal, hepatica e radiografia de
torax.

gree) to grass pollen. The mean age was
22.3 (13-58) years old. Nine subjects were
male. Eleven had bronchial asthma and
three allergic rhinitis.

Five of these patients were taking inhaled
corticosteroids; eight nasally inhaled
corticosteroids, two bronchodilators and
three anti-histamines. All these patients
were having Allergology consultations at
Belém Military Hospital.

The non-atopic control group consisted
of by seven individuals. Their mean age
was 25.6 (20-38) years. Five were male and
two female. They were recruited at Belém
Military Hospital and voluntarily ac-
cepted to participate in the study. Exclu-
sion criteria included any concomitant
local or systemic disease that interfered
with immune system (neoplasy, au-
toimmune disease or chronic inflamma-
tion, chronic renal insufficiency, diabetes
mellitus, atopia, immunodeficiency). All
underwent subcutaneous sensitivity tests,
total and specific IgE measurements eva-
luation of renal and hepatic function and
chest radiography.

Study of the cytokines expression in T
lymphocytes

Stimulation

Equal parts of RPMI 1640 (GibcoBRL)
enriched with L-glutamin 200mM
(GibcoBRL) were added to total blood
collected in heparin. This was stimulated
with Brefeldin A (Sigma) in a concentra-
tion of 10ug/mL with PMA (Phorbol 12-
Myristate 13-Acetate) (Sigma) in a final
concentration of 25 ng/mL and iono-
mycin (Sigma) in a concentration of 1ug/
mL. A blood sample incubated with all
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Estudo da expressdo de citocinas em
linfécitos T

Activacdo

Ao sangue total colhido em heparina
juntou-se, em partes iguais, RPMI 1640
(GibcoBRL) enriquecido com L-gluta-
mina 200mM (GibcoBRL). A activagio
fez-se em presenca de brefeldina A (Sigma)
na concentragdo de 10ug/mL com PMA
(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) (Sigma)
na concentragio final de 25 ng/mL e
ionomicina (Sigma) na concentragio de
lug/mL. Utilizou-se como controlo
negativo da activagio uma amostra de san-
gue incubada com tudo o descrito ante-
riormente, excepto PMA e 1onomicina.
A activagio fez-se durante 4 horas a 37°C
em atmosfera humida e com 5% de CO,.

Marcacdo de superficie

Os linfécitos foram estudados usando
como marcadores de superficie o anti-
corpo monoclonal CD3 marcado com o
fluorocromo PCS5 - ficoeritrina-cianina 5,1
(excitagdo a 486-580 nm e emissdo a 660-
-680 nm), e 0 anticorpo monoclonal CD8
marcado com FITC - isotiocianato de
fluoresceina (excitagio a 486-580 nm e
emissdo a 504-541 nm), ambos da Immuno-
tech (Izasa). As células foram incubadas
durante 15 minutos a temperatura am-
biente com 10pL de anticorpo monoclonal

CD3 e 20uL de CDS.

Fixacdo e permeabilizacdo

Efectuou-se a fixagdo e permeabilizagio
dos linfécitos T de acordo com as instru-
¢Oes do produtor (Fix e Perm, Caltag
Laboratories). Ap6s a marcagio de super-
ficie, lavaram-se as células com um tamp3o
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the abovementioned except PMA and
ionomycin was used as a negative control
stimulation. Stimulation was for 4 hours

at 37°C in a humid atmosphere and with
5% CO,

Surface markers

The lymphocytes were studied using as
surface markers the monoclonal antibody
CD3 marked with the fluorocrome PC5
- phycoerythrin cyanin 5.1 (excitation at
486-580nm and emission at 660-680nm),
and the monoclonal CD8 antibody
marked with FITC - fluorescein isothio-
cyanate (excitation at 486-580nm and
emission at 504-541nm), both from Immu-
notech (Izasa). The cells were incubated
for 15 minutes at room temperature with
10pL of the monoclonal CD3 antibody
and 20uL of CDS8.

Fixation and permeabilization

The T lymphocytes underwent fixation
and permeabilization in accordance with
the manufacturer’s instructions (Fix and
Perm, Caltag Laboratories). After surface
marking, the cells were washed with a
phosphate-buffered-saline (PBS) for 5 mi-
nutes at 2,000 rpm. After fixation for 15
minutes at room temperature, the per-
meabilization and marking of the intra-
cellular cytokines was carried out.

Marking of the intra-cellular cytokines

Human anti-cytokines monoclonal anti-
bodies IFN-y, IL-4, IL-5 and IL-10
(PharMingen), all conjugated with the
fluorochrome PE - phycoerythrin (PE)
(excitation at 486-575nm and emission at
568-590) were used. The intra-cytoplas-
matic expression of CD69 PE (Becton
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fosfato salino (PBS) durante 5 minutos a
2000 rpm. Apés fixagdo durante 15
minutos a temperatura ambiente, fez-se a
permeabiliza¢io e a marcagio das citocinas
intracelulares.

Marcacdo de citocinas intracelulares

Utilizaram-se anticorpos monoclonais
anti-citocinas humanas IFN-y, IL-4, IL-5
e IL-10 (PharMingen), todas conjugadas
com o fluorocromo PE - ficoeritrina
(excitagdo a 486-575 nm e emissdo a 568-
-590). Para avaliagio da activagio in vitro
estudou-se também a expressio intracito-
plasmatica de CD69 PE (Becton Dickin-
son). A quantidade de anticorpos usados
foi de 3uL para as citocinas e 20uL. para o
CD69. O tempo de incubagio foi de 15
minutos a temperatura ambiente, seguin-
do-se lavagens para posterior analise.

Andlise por citometria de fluxo

Para a analise por citometria de fluxo
utilizou-se um citémetro de fluxo
Epics’Elite equipado com um /aser de 15
mW e com filtros apropriados paraleitura
de FITC (525nm), PE (575nm) e PC-5
(675nm). O niimero de células adquirido
foi de 20 000 e a informagio computo-
rizada foi guardada em /Zistmode para mais
tarde ser avaliada de acordo com o soffware
de anilise do proprio equipamento. Os
resultados foram expressos em percenta-
gem de células (linfécitos T totais ou CD4
ou CD8) que coraram de forma positiva
parauma dada citocina. O gate de linfocitos
foi feito a partir do CD3 PC-5. Os linfoé-
citos T CD4+ foram identificados como
CD3+CDS8- devido a diminui¢io da
expressio do CD4 nos linfécitos T na
presenca de esteres do phorbo/**?. Foram

Dickinson) was also studied for the eva-
luation of the in vitro stimulation. 3uL
cytokine antibodies and 20uL at CD69
were used. Incubation time was 15 min-
utes at room temperature, followed by
washes for posterior analysis.

Analysis by flow cytometry

An Epics’Elite Flux Cytometer equipped
with a 15 mW laser and filters suitable for
reading FITC (525nm), PE (575nm) and
PC-5 (675nm) was used for the flow
cytometry analysis. 20,000 cells were ac-
quired and the computer information was
stored in “listmode” to be evaluated later
in accordance with the equipment’s own
software analysis. The results were ex-
pressed in % of cells (total T lymphocytes
or CD4 or CD8) which colour in a posi-
tive way for a specific cytokine. The
lymphocyte gate was determined by the
CD3 PC-5. The CD4+T lymphocytes
were identified as CD3 + CD8- due to the
decrease in the expression of CD4 on the
T lymphocytes in the presence of phorbol
esters’*”. The non-stimulated lympho-
cytes were used as negative controls.

Statistical study

Statistical analysis were performed by
using the Mann-Whitney U test (compari-
son of a variable between 2 groups) and
the Wilcoxon-Signed Rank Test (compari-
son of a variable in the same group). The
Spearman correlation test was used to
study the correlations. Value of p less than
0.05 was considered significant. Results are
expressed in median, maximum and mini-
mum values.
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utilizados como controlos negativos os
linfécitos ndo estimulados.

Estudo estatistico

Apos analise estatistica descritiva e veri-
ficacdo da distribui¢io nio normal dos
dados, foram utilizados testes nio
paramétricos para avaliagdo dos resulta-
dos: Mann-Whitney U test (comparagdo de
uma variavel entre 2 grupos) e Wiloxon-
Signed Rank Test (comparagio de uma
variavel no mesmo grupo). Para o estudo
das correlagdes usou-se o teste de corre-
lagdo de Spearman. O valor de p foi consi-
derado significativo quando inferior a
0,05. Os resultados sdo expressos em
medianas, valor maximo e minimo.

Resultados

Expressio de interferdo gama (IFN-y)

A percentagem de linfécitos T CD3
produtores de IFN-y no grupo submetido
aimunoterapia é discretamente mais baixa
do que no grupo-controlo e também do
que no grupo atopico, nio havendo dife-
rengas significativas entre os trés grupos
(Fig.1). O mesmo se verifica quando se faz
a andlise das subpopulagdes linfocitarias

T CD4eT CDS.

Expressao de IL-4

A expressio de IL-4 nos linfécitos T CD3
no grupo com imunoterapia foi muito
semelhante ao do grupo-controlo, respec-
tivamente 5,4 (2,9-15,6) e 5,1% (4,1-6,9),
nio diferindo estatisticamente (p=0,92).
No entanto, verifica-se uma expressio
significativamente mais baixa quando se
compara com o grupo atopico: 13,8% (3,1-

-31,8) (Fig. 2).
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Results

Expression of interferon gama (IFN-Y)
The percentage of IFNI producer T CD3
lymphocytes in the immunotherapy
group is slightly lower than in the con-
trol normal group and also lower than in
the atopic group. There were no signifi-
cant differences between the three groups
(Fig. 1). The same was seen in analysing
the CD4 and CD8 T lymphocyte subpo-

pulations.

Expression of IL-4

The expression of IL-4 by CD3 T
lymphocytes was very similar to the con-
trol group, 5.4 (2.9-15.6) and 5.1% (4.1-
6.9) respectively. There was no significant
difference (p=0.92). It was, however,
markedly lower than in the atopic group:
13.8% (3.1-31.8) (Fig. 2).

In the CD4 lymphocyte, a significant de-
crease in production of IL-4 - 2.5% (1.7-
-7.8) was seen in the immunotherapy
group as compared to the control group -
4.2% (3.1-5.6) - and the atopic group - 6.0%
(2.09.1).

In the CD8 T lymphocyte the expression
of IL-4 was 3.3% (6-7.8) only differed sig-
nificantly in the control group - 1.3% (0.9-
1.8). A great dispersion of results was seen
in the atopic patients not undergoing im-
munotherapy : between 0.5 and 22.7%
(Fig. 2).

Expression of IL-5

The expression of IL-5 by CD3 T
lymphocytes of the atopic patients is sig-
nificantly higher than in non-atopic con-
trol population: 6.7% (1.0-20.4) versus 1.0%
(0.4-2.1) respectively, p=0.087. This ex-
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Fig. 1 - Expresséo de IFN-y nos linfécitos T periféricos. O grupo submetido
a imunoterapia expressou valores mais baixos, mas nao diferindo
significativamente do grupo atdpico e controlo, em todas as populagoes
linfocitarias; ns=p=>0,05.
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Na subpopulagio linfécitaria T CD4
verificou-se, no grupo com imunoterapia,
uma diminuigdo significativa da produgio
de IL4 - 2,5% (1,7-7,8) - quer comparati-
vamente a0 grupo controlo - 4,2% (3,1-5,6)
- quer com o grupo atopico - 6,0% (2,0-9,1).
Ja na subpopulagio T CDS8, a expressio
de IL-4 foi de 3,3% (6-7,8), apenas diferindo
significativamente do grupo-controlo -
1,3% (0,9-1,8) -, verificando-se nos doentes
atopicos sem imunoterapia uma grande
dispersdo de resultados: entre 0,5 a 22,7%

(Fig. 2).

Expressao de IL-5

Nos linfocitos T CD3 dos doentes ato-
picos, a expressio de IL-5 é significati-
vamente mais elevada do que na populagdo-
-controlo, nio atdpica: respectivamente
6,7% (1,0-20,4) versus 1,0% (0,4-2,1),
p=0,087.Ja no grupo submetido a imuno-
terapia verifica-se que essa expressio se
reduz significativamente para 2,1% (0,6-4,8),

PORTUGUESA DE

! Control # Atopic & Immunotherapy = Median

Fig. 1 — Expression of IFN-y in the peripheral T lymphocytes. The group
undergoing immunotherapy showed lower values, but did not differ sig-
nificantly from the atopic and control groups in all the lymphocyte
populations; ns=p>0.05.

pression reduces significantly in the group
undergoing immunotherapy to 2.1% (0.6-
4.8), p=0.035, coming close to and not
differing from the non-atopic control
group (Fig. 3).

In the CD8 T lymphocytes, an expression
of IL-5 close to that of the total (CD3) T
population was detected, i.e. an increase
in the expression of the atopic population
(Fig. 3) decreasing in the patients under-
going immunotherapy, although this
group continued above the values of the
control group: 1.9 (0.5-4.5) versus 0.3% (0.1-
1.3), p=0.011.

In the CD4 T lymphocyte the expression
of IL-5 was very small in all the groups
studied (Fig. 3), and a significant decrease
was seen in the immunotherapy group
when compared to the atopic group: 0.3
(0.1-1.0) versus 0.85% (0.3-1.9), p=0.001.
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Fig. 2 - Expresséo de IL-4 nos linfécitos T circulantes. Os linfocitos T
CD3 do grupo com imunoterapia apresentam, comparativamente aos
atépicos, uma reducdo da expressdo de IL-4, aproximando-se dos
valores do grupo-controlo. Nos linfécitos T CD4, a expressao de IL-4
apds a imunoterapia desce abaixo dos valores do grupo-controlo,
enquanto os linfécitos T CD8 permanece com niveis que néo diferem
do grupo atépico.
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Fig. 2 — Expression of IL-4 in the circulating T lymphocytes. The
CD3 T lymphocytes of the group undergoing immunotherapy show a
reduction in the expression of IL-4 as compared to the atopic group,
coming close to that of the control group. The expression of IL-4 in
the CD4 T lymphocytes after immunotherapy decreases to below
the values of the control group while the CD8 T lymphocytes remain
at levels which are not different from the atopic group.
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Fig. 3 — Expresséo de IL-5 em linfécitos T periféricos. A IL-5 expressa
nos linfécitos T CD3 diminui significativamente no grupo a fazer
imunoterapia comparativamente ao grupo dos atdpicos e nédo diferindo
do grupo-controlo. Apenas nos linfécitos T CD8 a expressao esta
aumentada em relag@o ao controlo em oposicéo aos linfécitos T CD4,
cujo valor de IL-5 estd abaixo do grupo-controlo.

Fig. 3 — Expression of IL-5 in peripheral T lymphocytes. The IL-5 ex-
pressed in the T CD3 lymphocytes decreased significantly in the group
undergoing immunotherapy as compared to the atopic group and did not
differ from the control group. Only in the CD8 T lymphocytes is the ex-
pression increased in relation to the control group as opposed to the
CD4 T lymphocytes whose IL-5 value is lower than the control group.

p=0,035, aproximando-se e nio diferindo
do grupo-controlo, nio atépico (Fig. 3).
Na subpopulagio de linfécitos T CD8
verificou-se uma expressio de IL-5

Expression of T1and T2 cytokines
after beginning immunotherapy

It was possible to compare the ex-
pression of T1 and T2 cytokines in
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préxima da populagio T total (CD3), i.e.,
o aumento da expressdo na populagio
atopica (Fig. 3) diminui nos doentes
submetidos a imunoterapia, embora neste
grupo se mantenha acima dos valores-
-controlo: 1,9 (0,5-4,5) versus 0,3% (0,1-1,3),
p=0,011.

Na subpopulagio de linfocitos T CD4 a
expressdo de IL-5 foi muito reduzida em
qualquer dos grupos estudados (Fig. 3),
verificando-se uma diminuigio significa-
tiva no grupo com imunoterapia compara-
tivamente ao grupo atopico: 0,3 (0,1-1,0)
versus 0,85% (0,3-1,9), p=0,001.

Evolugio da expressio de citocinas T1e
T2 apos inicio da imunoterapia

Num grupo de seis doentes atopicos foi
possivel comparar a expressio de citocinas
T1 e T2 de linfocitos circulantes em si-
tuagdo basal e apds um periodo de 12 (6-
19) meses de imunoterapia. Verificou-se
uma redugio significativa das citocinas T2
(IL-4 e IL-5) em qualquer das subpopulagdes
linfocitarias estudadas sem variacio
significativa na expressio do IFN-y (Fig. 4)

Razio IFN-Y/IL-4 e IL-10

A avaliagdo da razio IFN-y/IL-4 nos lin-
focitos T circulantes revela uma dimi-
nuigdo na populagio atdpica, comparati-
vamente com os controlos, particularmente
na subpopulagio CD8. Ja no grupo sub-
metido a imunoterapia verificamos uma
subida da razdo IFN-y/IL-4 que deixa de
diferir significativamente do grupo-con-

trolo (Fig. 5).

Expressio de IL-10
O estudo da expressio da IL-10 foi feito
no grupo controlo e no grupo a fazer

circulating lymphocytes at basal situation
and after 12 (6-19) months of immuno-
therapy. A significant reduction of the T2
(IL-4 and IL-5) cytokines in all the
lymphocyte subpopulations studied was
observed with no significant variation in
IFN-y expression (Fig. 4).

IFN-y/IL-4 ratio and IL-10

The evaluation of the IFN-y/IL-4 ratio in
circulating T lymphocytes showed a de-
crease in the atopic population when com-
pared to the control, particularly in the
CD8 subpopulation. A rise in the IFN-y/
IL-4 ratio was seen in the immunotherapy
group that did not differ significantly from
the control group (Fig. 5).

Expression of IL-10

We studied IL-10 expression in the con-
trol and immunotherapy groups. There
was a significant and higher expression of
IL-10 CD3 T lymphocytes in the immu-
notherapy group: 1.9 (1-4.9) versus 1.4%
(0.9-1.4), p=0.02. This difference was seen
in CD8 subpopulation (Fig. 6) while in
CD4 T lymphocytes the expression of IL-
10 did not differ statistically in the two
groups.

In the immunotherapy group the IL-10
expressed by CD3 T lymphocytes corre-
lated significantly with the expression of
IL-4 (r,=0.72, p=0.03) and IL-5 (r ,=0.80,
p=0.01) by CD3T lymphocytes. This cor-
relation was even more significant in
CDS8T lymphocytes: IL-4 (r =0.88;
p=0.002) and IL-5 (r =0.98; p=0.001).
This was however not seen in the CD3 T
lymphocytes of the non-atopic control
group: IL-4 (r =-0.45; p=0.30) and IL-5
(r.=0.03; p=0.95).
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Fig. 4 — Expressdo de IFN-y, IL-4 e IL-5 nos linfécitos T circulantes de seis doentes atdpicos estudados em situacéo basal
(Antes) e apés um ano de imunoterapia (Pds-IT). Em todas as populagdes de linfécitos, as citocinas IL-4 e IL-5, mas néo
IFN-y, baixam significativamente com o tratamento. ns=p=0,05.
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Fig. 5 - Expressao da razao IFN-y/IL-4 em linfécitos T periféricos. No grupo
submetido a imunoterapia, a razao aumenta comparativamente a atopia
aproximando-se dos valores dos controlos ndo atdpicos, dos quais nao

diferem significativamente.

imunoterapia. Constatou-se uma expressao
significativa e mais elevada nos linfocitos
T CD3 na populagio a fazer a imuno-
terapia: 1,9 (1-4,9) versus 1,4% (0,9-1,4),
p=0,02. Esta diferenga verificou-se na
subpopulagio CDS8 (Fig. 6) enquanto nos
linfécitos T CD4 a expressio de IL-10 nos
dois grupos estudados nio diferiu estatisti-
camente.

No grupo de doentes atopicos com imu-
noterapia, a IL-10 expressa nos linfécitos
T CD3 correlacionou-se de forma sig-
nificativa com a expressio de IL-4 (r =0,72,
p=0,03) e de IL-5 (r,=0,80, p=0,01) nos
linfécitos T CD3. Esta correlagio foi ainda
mais significativa nos linfocitos T CD8:
IL-4 (r.=0,88; p=0,002) e IL5 (r =0,98;
p=0,001). O mesmo nio se verificou nos
linfécitos T CD3 do grupo-controlo ndo
atopico: IL-4 (r =-0,45; p=0,30) e IL-5
(r,=0,03; p=0,95).

Discussao

Neste estudo, em que avaliamos citocinas
T1 e T2 em linfécitos circulantes de
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from which they did not differ significantly.

Discussion

This study evaluated the cytokines T1 and
T2 in circulating lymphocytes of atopic
patients one year after specific immuno-
therapy. In the study we saw significant
modifications in this expression when
compared to healthy controls and atopic
patients not undergoing immunotherapy.
Thus, in contrast with the IFN-y which
did not differ significantly, the expression
of IL-4 and IL-5 in the T cells (typically
increased in atopic patients) is significantly
lower in the group undergoing immuno-
therapy. This reduction of IL-4 was seen
in a more expressive way in the CD4+
(Th2) subpopulation, where the typical in-
crease seen in the atopic patients became
lower than the control group (Fig. 2).

In the same way, the analysis of the IFN-
v/IL-4 ratio of immunotherapy group
come close to the profile characteristic of
the control group. It did not differ signifi-
cantly from these and was in clear con-
trast to the atopic patients not undergo-
ing immunotherapy (Fig. 5).
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Fig. 5 — Expression of the IFN-y/IL-4 ratio in peripheral T lymphocytes.

The ratio rose in the group undergoing immunotherapy compared to the
atopic group, coming close to the values of the non-atopic control group,
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doentes atoépicos um ano apds imuno-
terapia especifica, verificamos modifica-
¢Oes significativas dessa expressio, quando
comparada com a de controlos saudaveis
e doentes atopicos sem imunoterapia.
Assim, em contraste com o IFN-y que ndo
varia significativamente, a expressio de
IL-4 e IL-5 nas células T (caracteristica-
mente aumentada nos doentes atopicos) é
significativamente mais baixa no grupo
que realizou imunoterapia. Esta redugio
de IL-4 verifica-se de forma mais expressiva
na subpopulagio CD4+ (Th2), onde 0 au-
mento caracteristico observado nos doentes
atopicos passa a niveis inferiores ao do
grupo-controlo (Fig. 2).

Do mesmo modo, a anilise pela razdo
IFN-y/IL-4 nos doentes atopicos subme-
tidos a imunoterapia mostra uma apro-
ximagio ao perfil caracteristico do grupo-
-controlo, nio diferindo significativa-
mente destes, e em claro contraste com os
atopicos nio tratados (Fig. 5).
Finalmente, verificAmos também que a I'T
aumenta a expressio de IL-10 nas células
T circulantes, comparativamente a con-
trolos ndo atdpicos, variagio essa que
apenas se observou na subpopulagio CD8
(Fig. 6).

O estudo da expressio das citocinas
intracelulares de linfécitos de sangue
periférico por citometria de fluxo, apds
um estimulo inespecifico, tem demons-
trado ser um meétodo bastante rapido e
sensivel, permitindo a avaliagdo dos niveis
de citocinas produzidas e acumuladas, ao
mesmo tempo que se identifica o fenotipo
das células que as expressam. Este método
tem sido utilizado por varios autores na
investigacdo da imunoterapia por alergé-
nios®? e, nalguns deles, é demonstrado

PORTUGUESA DE

Finally, we also saw that immunotherapy
increases IL-10 expression by circulating
T cells when compared to the non-atopic
control subjects. This variation was only
seen in the CD8 subpopulation (Fig. 6).
Using flow cytometry to study the expres-
sion of intra-cellular cytokines of peri-
pheral blood lymphocytes following an
unspecific stimulation proved to be a rela-
tively quick and sensitive method. It al-
lowed the measurement of cytokines pro-
duced and accumulated and at the same
time identified the cells phenotypes that
expressed them. Some authors have used
this method in researching allergen immu-
notherapy®®? and some of them have
shown that the use of mitogens to acti-
vate the expression of cytokines in peri-
pheral lymphocytes is extremely similar
to stimulation performed with a specific
allergen'>?*%. In addition to this, some au-
thors claim that polyclonal stimulation al-
lows anergic cells to be studied as these
stop responding to the allergen’.

We have some reservations over the in-
terpretation of our results because of the
design of the study. The decision to start
immunotherapy, the type of extract used
and the time of analytical evaluation de-
pended exclusively on the clinical criteria
of the patients own doctors. The lack of a
placebo group also limited the results in-
terpretation.

The reduction of T2 cytokines expression
seen in our atopic patients after one year
of immunotherapy cancelled out the
characteristic increase seen in the atopic
disease’®?, bringing the expression leval
close to the non-atopic control subjects.
Many studies have reported a decrease in
IL-4 and IL-5 levels after treatment with
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Fig. 6 — Expressdo de IL-10 nos linfécitos T periféricos. O grupo
com imunoterapia teve uma expressao mais elevada de IL-10 nos
linfécitos T CD3, particularmente a custa dos CD8+, comparativa-

mente com 0s controlos.

que a utilizagdo de mitogénios na activagio
da expressio de citocinas em linfocitos
periféricos traduz de forma muito idéntica
a estimulagio feita por um alergénio
especifico®*%. Além disso, alguns autores
defendem que a estimulagdo policlonal
permitira fazer o estudo de células anér-
gicas- uma vez que estas deixam de res-
ponder ao alergénio'’.

A interpretagio dos resultados que
obtivemos coloca-nos certas reservas, por
algum viés do desenho deste estudo.
Assim, a decisdo de iniciar a imunoterapia,
o tipo de extracto utilizado e a cronologia
da avaliacio analitica foi exclusivamente
dependente do critério clinico dos mé-
dicos que acompanhavam estes doentes.
A inexisténcia de um grupo com placebo
também limita a interpretagio dos resulta-
dos.

A diminui¢do da expressdo de citocinas
T2 que verificamos nos nossos doentes
atopicos apds um ano de imunoterapia
anulou o aumento caracteristicamente
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allergenic vaccines™$°2, All these studies
were made on samples of peripheral blood
using lymphocytes and mitogens as acti-
vators and specific allergens®® with
house dust mites vaccines, (extracts of
house dust mites absorbed to aluminium
hydroxide?, standardised extracts of
Dermatophagoides farinae'®) of pollens®, (birch
extracts) synthetic peptides' (of cat hair).
They had a variable treatment time: one
year?®, 8 months®, 5 months® and 6
weeks".

IFN-y expression did not vary signifi-
cantly in T lymphocyte subpopulations
after immunotherapy. Majori used a simi-
lar methodology to that used in our eva-
luate to study an atopic asthmatic group
undergoing allergenic immunotherapy.
After one year he also found no signifi-
cant differences in the expression of IFN-
¥ in CD4 and CD8 T lymphocytes®. Li-
terature results are conflicting. In a study
made on lymphocytes cultures of periph-
eral blood of patients with allergic rhini-
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Fig. 6 — Expression of IL-10 in the peripheral T lymphocytes. The
immunotherapy group had a higher expression of IL-10inthe CD3 T
lymphocytes, particularly in CD8+, when compared with controls.
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observado na doenga atopica®?, colo-
cando o nivel de expressio proximo dos
controlos ndo atdpicos.

Sio varios os estudos que invariavelmente
tém apontado para uma diminuigdo dos
niveis de IL-4 e IL-5 apds o tratamento
com vacinas de alergénios>**1*%, Todos
estes estudos foram feitos em amostras de
sangue periférico sendo utilizados como
activador linfocitario mitogénios®™ e aler-
génios especificos®®”, com vacinas de
acaros, (extractos de acaros adsorvidos em
hidréxido de aluminio®, extractos estan-
dardizados de Dermatophagoides farinae”®) de
polens® (extractos de vidoeiro), péptidos
sintéticos” (de pélo de gato) e com tempo
variavel de tratamento: um ano®, 8 meses',
5 meses® e 6 semanas®.

Em relagdo ao IFN-y, a sua expressio nio
variou significativamente nas subpopu-
lagSes de linfécitos T apds a imunoterapia.
Majori, utilizando uma metodologia seme-
lhante a nossa, estudou um grupo atépico
asmatico a fazer imunoterapia alergénica
e, ao fim de um ano, também nio encon-
trou diferencas significativas na expressio
de IFN-y, nos linfocitos T CD4 e CD8%,
No entanto, os dados da literatura s3o
muito variaveis. Num estudo feito em
culturas de linfocitos de sangue periférico
de doentes com rinite alérgica, em pre-
senca do alergénio especifico (Dermato-
phagoides farinae), os valores de IFN-y foram
mais baixos ap4s o tratamento com imu-
noterapia'®. Bellinghausen e colaboradores,
usando técnicas diferentes (citometria de
fluxo, ELISA e PCR) para fazer o do-
seamento do IFN-y apds a administragdo
da dose de manutenc¢io da vacina aler-
génica (veneno de abelha), constatou nos
mesmos doentes um aumento da pro-

tis, in the presence of a specific allergen
(Dermatophagoides farinae) the IFN-y levels
were lower after immunotherapy treat-
ment'®. Bellinghausen ez o/ used different
techniques (flow cytometry, ELISA and
PCR) for the IFN-y measurement after
administration of an allergenic vaccine
(bee venom). This produced an increase
production of this cytokine by T CD8 T
lymphocytes in these patients®.

This different results led us to study the
modifications of the IFN-y/IL-4 ratio as
translators of the dynamic T1/T2 balance,
as other authors have suggested?®?. Thus,
examining the IFN-y/IL-4 ratio, we saw
that after one year of treatment with spe-
cific immunotherapy, CD4 T cells in-
creased to levels close to the control, sig-
nificantly different from the atopic
population levels. These data showed an
alteration in the T1/T2 balance expressed
by CD4 lymphocytes in favour of a ma-
jor increase in the cytokine profile expres-
sion in detriment of Th2. The expression
of IFN-y/IL-4 ratio by CD8 T lym-
phocytes, revealed great levels that favour
a major expression of Tcl cytokines but
did not differ significantly from the atopic
group. However, and despite being levels
produced after one year of treatment,
these results could suggest a ‘normalisa-
tion’ of T1/T2 cytokines balance.
Equally, Majori studied cytokines produc-
tion in CD4 and CD8 T lymphocytes of
peripheral blood at different time points
(basal, 3 months after immunotherapy and
at the end of one year) and the IFN-y/TL-4
ratio was always increased in CD4 T
lymphocytes. In CD8 T lymphocytes, as
in our study, no significant differences
were found®. Benjaponpitak recently
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ducio desta citocina associada aos linfé-
citos T CD8*.

Esta variabilidade de resultados fez-nos
estudar as modifica¢des da razio IFN-y/
/IL-4 como tradutoras da dinamica do
equilibrio T1/T?2, tal como foi sugerido
por outros autores?®?. Assim, quando
olhamos para a razdo IFN-y/IL-4, consta-
tamos que a0 fim de um ano de tratamento
com imunoterapia especifica o valor nas
células T CD4 aumentou para niveis
proximos do controlo, distanciando-se
significativamente do valor da populagio
atopica. Estes dados mostraram uma
alteragdo do equilibrio T1/T2 expresso
pelos linfécitos CD4 no sentido de uma
maior expressio de citocinas de perfil Th1,
em detrimento das Th2. A expressio da
razdo IFN-y/IL-4 nos linfocitos T CDS,
apesar de também ter revelado valores
aumentados no sentido de uma maior
expressio de citocinas Tcl, nio se distan-
ciou de forma significativa do grupo
atopico. No entanto, e apesar de serem
valores ap6s um ano de tratamento, estes
resultados poderio sugerir uma “normali-
zagdo” do equilibrio das citocinas T1/T2.
Da mesma forma, Majori estudou a
produgio de citocinas em linfécitos T
CD4 e CD8 de sangue periférico em varios
tempos (basal, 3 meses apds imunoterapia
e ao fim de um ano), e o valor da razio
IFN-y/IL-4 foi sempre crescente nos
linfécitos T CD4. Nos linfocitos T CDS,
tal como no nosso estudo, nio encontrou
diferencas significativas®. Benjaponpitak
investigou recentemente em seis doentes
alérgicos a cinética da razio IFN-y/IL-4
em células T CD#4 periféricas durante o
tratamento com diferentes vacinas de
alergénios (extractos aquosos de acaros
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studied the kinetic of IFN-y/IL-4 ratio in
peripheral CD4 T lymphocytes in six al-
lergic patients during treatment with dif-
ferent allergen vaccines (aquose extracts
of house mite dust - Dermatophagoides farinae
/ pteromyssinus and aquose extracts of pol-
len - Lolium perenne). He saw that in the
initial phase and during the period of in-
creasing allergen dose (6-10 months) there
was a decrease in the value of the IFN-y/
IL-4 ratio levels. This increased after a
maintenance dose (10-53 months), with a
significant increase when compared with
the basal level, as our results showed?. Xi
Yang contested that the ratio was a good
parameter in evaluating the efficacy of im-
munotherapy®.

The mechanism by which immuno-
therapy modifies the production of
cytokines is not known. It has been said
that the allergen exposure methode in ad-
dition to its properties may determine the
cytokines T cells response. A greater con-
centration of allergen may alter the inter-
action between antigen presentation and
T cells®. In immunotherapy, allergen
doses are high and administered subcuta-
neously, making monocytes antigens pre-
senting cells stand out over dendritic
cells**. The change of cytokines T2 pro-
file to T1 has been underlined, as has the
inducing of the tolerance by specific al-
lergen cells. Recent studies have demon-
strated the presence of regulator IL-10 pro-
ducers cells in peripheral blood of
individuals who have acquired tolerance
to a particular allergen''. Akdis investi-
gated the response of T cells after immu-
notherapy to bee venom and stated that
there was an increase in CD4 T cells ex-
pressing six times more IL-10 after 28 days
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Dermatophagoides farinae/pteronyssinus e
extractos aquosos de poléns Lo/ium perenne)
e verificou que na fase inicial e durante o
periodo de dose crescente do alergénio (6-
-10 meses) houve uma diminuig¢o do valor
da razio IFN-y/IL-4, tornando-se cres-
cente ap6s a dose de manutengio (10-53
meses), com um aumento significativo
quando comparado com o valor basal, tal
como os nossos resultados®. Xi Yang
aponta a razio como um bom parametro
na avaliagdo da eficacia da imunoterapia®.
O mecanismo pelo qual a imunoterapia
modifica a produgio de citocinas é desco-
nhecido. Foi referido que a via de expo-
si¢do ao alergénio, assim como as suas
propriedades, podem determinar a resposta
das células T a produgio de citocinas. Uma
maior concentragdo de alergénio podera
alterar a natureza da interacgdo entre as
células apresentadoras de antigénio e as
células T'2. No caso da imunoterapia, as
doses de alergénio sio elevadas e adminis-
tradas por via subcutanea fazem destacar o
monocito como célula apresentadora de
antigénio, ao invés das células dendriticas®.
Aponta-se para uma modificagdo do perfil
de citocinas T2 para T1, a par da indugdo
de tolerancia nas células especificas de
alergénio. Neste sentido, estudos recentes
tém revelado a presenca de células
reguladoras produtoras de IL-10 no sangue
periférico, de individuos que adquirem
tolerancia a um alergénio particular!!.
Akdis investigou a resposta das células T
ap6s imunoterapia a veneno de abelha e
constatou, apos 28 dias de tratamento, um
aumento de células T CD4 que expres-
savam seis vezes mais IL-10%. Verificou, i»
vitro, que a anergia das células T pela
imunoterapia especifica era revertida pela

of treatment?. It has been seen i vitro that

anergy of the T cells to specific immuno-
therapy was reversed by the addition of
anti IL-10 antibodies, suggesting that the
presence of these cells in peripheral blood
is connected to tolerance to the specific
allergens. Another study characterised
the immune deviation as a suppression of
Th1 (IFN-y) and Th2 (IL-4 and IL-5)
cytokines cells producers and an increase
in IL-10 and TGF-B T cells producers
namely the regulator/suppressor T cells?'.
Recent evidence indicates that i vifro and
in vivo regulator T cells suppress the effec-
tor T cells simultaneously with the anti-
gen presenting cells®. In our study, the
expression of IL-10 after one year of im-
munotherapy treatment was significantly
higher than in the CD3 T lymphocytes
as compared to the non-atopic group. This
difference was attributed to CD8 T
lymphocytes (Fig. 6). Curiously, the IL-
10 expressed in the CD3 T lymphocytes
showed a positive correlation with the
expression of all the profile T2 cytokines
in the CD3+, and the correlation was
even tighter in the CD8 T lymphocyte
subpopulation. From this data it emerged
that at the end of one year of immuno-
therapy, the IL-10 producer cells may be
associated with regulator profile Tc2 phe-
notype. Tanchot e# 4/ studied the induc-
tion of tolerant cells to high concentra-
tions of specific antigens (in an animal
model and using clones of CD8 T cells)
and showed the appearance of a great pro-
duction of IL-10, specifically associated
with cells that became tolerant®. In
another more recent study it was shown
that IL-10 produced by CD8 T cells repre-
sented the inhibitory soluble factor, ca-
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adicdo de anticorpos anti IL-10 sugerindo
que a presenca destas células no sangue
periférico estaria relacionada com a
tolerancia aos alergénios especificos. Outro
estudo caracteriza o desvio imune como a
supressdo da proliferacio das células T
produtoras de citocinas Th1 (IFN-y) e Th2
(IL-4 e IL-5) e aumento das células T
produtoras de IL-10 e TGF-B, designadas
células T reguladoras/supressoras?'.
Evidéncias recentes indicam que iz vitro e in
vivo as células T reguladoras suprimem as
células T efectoras em conjugagio simul-
tanea com as células apresentadoras de
antigénio®. No nosso estudo, a expressio
de IL-10 ao fim de um ano de tratamento
com imunoterapia foi significativamente
superior nos linfocitos T CD3, comparati-
vamente com o grupo nio atopico, sendo
esta diferenca atribuida aos linfécitos T
CD8 (Fig. 6). Curiosamente, a IL-10
expressa nos linfocitos T CD3 correlacio-
nou-se positivamente e de forma significa-
tiva com a expressdo de todas as citocinas
de perfil T2 nas CD3+, melhorando esta
correlagdo na subpopulagio de linfocitos
T CD8. Estes dados sugerem que ao fim de
um ano de imunoterapia as células pro-
dutoras de IL-10 poderio estar associadas a
um fenoétipo regulador de perfil Tc2.
Tanchot e colaboradores estudaram a in-
ducio de células tolerantes a elevadas
concentragdes de antigénios especificos
(num modelo animal e a partir de clones
de células T CDB8) e evidenciaram o apare-
cimento uma grande produgdo de IL-10,
especificamente associado as células que se
tornaram tolerantes®’. Num outro estudo
mais recente, foi demonstrado que a IL-10
produzida pelas células T CD8 represen-
tava o factor inibitério soluvel capaz de
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pable of changing the proliferative and
cytolic capacity of these cells, transform-
ing them into regulator or immunosup-
pressor cells. In the study there was in
addition a functional similarity of the IL-
10 CD8 T cells producers to CD4 T cells,
also producers of IL-10%.

On the other hand, there is evidence that
in vivo immunotherapy not only decreases
the reactivity to the allergen itself but also
prevens ‘new sensitivities’ to other aller-
gens not included in the vaccine®. This
data suggests that immunotherapy induces
regulatory mechanisms not limited to the
allergen involved. This could in part de-
pend on IL-10. This cytokine has immu-
noregulatory characteristics and is known
to be able to suppress the response pre-
senting T cells antigens through inhibi-
ting the co-stimulatory signals* and sup-
pressing the proliferation of T cells by
inhibiting the production of IL-2 and the
expression of its receptor™®.

In conclusion, one year of immuno-
therapy with allergens induced significant
modifications in the cytokines profile of
peripheral T lymphocytes of atopic pa-
tients. These changes are characterised by
adecrease in IL-4 and IL-5 expression and
a greater relative proportion of T1 cyto-
kines profile (an increase in the IFN-y/
IL-4 ration). We also saw an increase in
IL-10 regulator cytokine expression,
which is associated with a Tc2 phenotype.
Further studies should be carried out to
better define these regulatory mechanisms
in allergen immunotherapy in well se-
lected patient groups.
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alterar a capacidade proliferativa e citolitica
destas células, transformando-as em células
reguladoras ou imunossupressoras. Este
estudo sugere ainda uma semelhancga
funcional das células T CD8 produtoras de
IL-10 com as células T CD4, também
produtoras de IL-10%.

Por outro lado, ha evidéncia de que a
imunoterapia iz vivo ndo s6 diminui a
reactividade ao proprio alergénio, como
previne “novas sensibiliza¢des” a outros
alergénios n3o incluidos na vacina®. Estes
dados sugerem que a imunoterapia induz
mecanismos reguladores que nio estio
apenas limitados ao alergénio envolvido,
0 que podera em parte depender da IL-10.
Esta citocina com caracteristicas imunor-
reguladoras sabe-se que tem a capacidade
de suprimir a resposta das células T as
células apresentadoras de antigénios
através da inibicio dos sinais co-estimu-
latérios™ e da supressio da proliferagio
das células T por inibigio da produgio de
IL-2 e da expressdo do seu receptor®.

Em conclusdo, a imunoterapia com aler-
génios induziu ao fim de um ano modifi-
cagdes significativas no perfil de citocinas
dos linfécitos T periféricos de doentes
atopicos. Estas alteracOes caracterizaram-
-se por uma diminuigdo da expressio de
IL-4 e IL-5 e uma maior proporgao relativa
de citocinas de perfil T1 (aumento do racio
IFN-y/IL-4). Simultaneamente, eviden-
ciamos um aumento da expressdo da cito-
cina reguladora IL-10, que verificamos
associar-se a um fendtipo Tc2. Novos
estudos deverdo ser perspectivados no
sentido de melhor caracterizar estes
mecanismos reguladores na imunoterapia
com alergénios em grupos de doentes
criteriosamente seleccionados.
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