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Resumo

A artrite reumatdide é uma doenca sistémica, auto-imume, que pode envolver
varios 6rgaos e sistemas. Pensa-se que nesta, bem como em outras doencas auto-imunes,
este processo é mediado por células Thl. Contudo, nos ultimos anos, tém sido descrito
em varios estudos, uma nova subpopulacao de células efectoras, as Th(c)17, produtoras
de IL-17, mas o seu papel na fisiopatologia das doencas reumaticas ainda ndo foi
esclarecido.

Neste estudo, analisou-se a frequéncia e a actividade funcional de células Th(c)1
e Th(c)17 produtoras de citocinas pro—inflamatorias (IL-2, TNF-a e IFN-y) e ainda a
quantidade de cada citocina a nivel celular através da citometria de fluxo, apos
estimulacgdo in vitro, em doentes com artrite reumatdide inactiva ou de baixa actividade
(DAS<3,2; n=19) e com actividade moderada a elevada (DAS>3,2; n=13) da doenca,
comparando com resultados obtidos num grupo controlo (N; n=13).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram uma tendéncia para um
aumento da frequéncia das células Tcl7 nos doentes com artrite reumatoide,
particularmente naqueles com actividade da doenca elevada, assim como uma maior
capacidade das células Th17 para produzirem IL-17. No entanto, nos doentes com
artrite reumatoide, observou-se uma diminuicdo significativa da produgdo de TNF-a nas
células Th(c)17, uma vez mais, preferencialmente no grupo com alta actividade.
Também, se observou uma diminuicdo da producdo de quase todas as citocinas pro-
inflamatorias em estudo, com excepgdo da IL-2, pelas Th(c)l. A IL-2 encontrou-se
aumentada nos doentes com baixa actividade da doenca.

Analisando a propor¢do de células produtoras de citocinas pro-inflamatorias,

verificou-se uma polarizagdo no sentido Tcl nas células T CD8, enquanto nas células T



CD4 néo se observaram diferencas significativas, a ndo ser uma diminuicdo destas
celulas produtoras de IFN-y.

Os resultados obtidos demonstram que a plasticidade funcional das ceélulas
Th(c)17 e Th(c)1 parece contribuir para a producao local de citocinas reforcando a sua
participacdo activa e consequentemente seu papel relevante, nomeadamente das células

Tcl e Th(c)17, na fisiopatologia da artrite reumatdide.

Palavras-chave: Th(c)17, Th(c)1, citocinas pro-inflamatorias e Artrite reumatoide.

Abstract

Rheumatoid Arthritis is a systemic and autoimmune disease, that can involve all
organism. Were believed, like other autoimmune diseases, to be mainly driven by Thl
cells. However, in recent years several studies have been described a new subset of
effector T cells with the ability to produce IL-17, the Th(c)17 cells, but the involvement
of this cells on the pathophysiology of rheumatic diseases it’s not defined.

In this study, we analysed the number and functional activity of Th(c)17 and
Th(c)1 according to the frequency of pro-inflammatory cytokines (IL-2, TNF-o and
IFN-y) producers cells, as well as their cytokine amount by flow cytometry single cell
analysis, after stimulation in vitro, in rheumatoid arthritis patients with a inactive or low
disease activity (DAS<3,2; n=19) or with moderate to high disease activity (DAS>3,2;
n=13) compared to healthy controls (N, n=13).

Results obtained demonstrate a trend to an increase of frequency of Tcl17 cell in
rheumatoid arthritis patients, particularly in those it high disease activity, as well as one

bigger capacity of these cells to produce IL-17. However, in rheumatoid arthritis



patients, a significant reduction of the production of TNF-a in Th(c)17 was observed,
particularly in patients it high disease activity.

A similar decrease was observed in Th(c)l, for almost all studied pro-
inflammatory cytokines, with the exception of IL-2, which was increased in Tcl from
low disease activity patients. Analysing the proportion of pro-inflammatory cytokines
producer’s cells, a polarization to Tc1l phenotype seemed to occur in CD8 T cells, while
CD4 T cells did not significantly differ with this respect and appears even to be
decreased in IFN-g producer’s cells.

Results demonstrate that functional plasticity of Th(c)17 and Th(c)1 cells seem
to contribute to the local cytokine production, strengthening its active participation and
pointing an important role, mainly of Tcl and Th(c)17 cells, in the pathophysiology of

rheumatoid arthritis.

Key-words: Th(c)17, Th(c)1, pro-inflammatory cytokines, Rheumatoid arthritis.



Introducéo

A Artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune e cronica caracterizada pela
inflamacdo da membrana sinovial e consequente destruicdo Ossea e cartilaginea da
articulacdo. Afecta aproximadamente 1% da populacdo mundial (7).

Apesar de a sua etiopatogenia ndo ser completamente compreendida, factores
genéticos, ambientais e desregulacdo imune tém sido considerados (10).

Esta desregulacdo imune, mediada pela producdo continua de citocinas pro-
inflamatdrias, metaloproteinases da matriz (MMP’s) (14) e também pela inflamacao
sistémica (20), estaria associada as células Th1 (14), melhor dizendo a um desequilibrio
Th1/Th2 (2,20,23). Pois, as células Thl produzem citocinas pré inflamatorias, como a
IL-2 e 0 IFN-y, que se encontram envolvidas nas reacc¢Ges inflamatorias mediadas por
células (1) e ainda possuem a habilidade de induzirem a osteoclastogénese, contudo este
mecanismo permanece por esclarecer (19). Recentemente, surgiram evidéncias
contraditérias como o facto de o IFN-y muito raramente ser detectavel no liquido
sinovial de doentes com AR (2,14,23), a auséncia de eficacia da terapéutica com
anticorpos monoclonais anti — IFN-y (2), agravando ainda mais a inflamacéo, (14) e
ainda o papel inibitério desta citocina na reabsorcdo 6ssea (19,23,26). Alguns estudos
apontam para uma diminuicdo das células Thl em doencas autoimunes, resultando num
aumento das fungdes desempenhadas pelas células Th2, uma vez que estes subtipos de
células CD4 se auto-regulam e influenciam reciprocamente a sua homeostase

Assim, varios estudos foram desenvolvidos ao longo dos anos, para esclarecer o
papel das células Thl na AR, levando a descoberta duma nova subpopulagéo de células
Th, a Th17 (5,25), que veio demonstrar um potencial para clarificar esta controvérsia,
sendo que foi muitas vezes designada, em varios modelos auto-imunes e também em

condicGes inflamatdrias humanas, como as principais células promotoras da inflamacéo



(4,11,13). Esta nova subpopulacdo de celulas T CD4+, Thl7, é caracterizada pela
producdo de citocinas, principalmente IL- 17 (A) mas também IL-17 F, IL-21, IL-22 e
IL-6 (4,25,26).

Contudo, ainda ndo existem provas concretas quanto ao seu papel, mas existem
evidéncias que sugerem a sua importancia na AR, nomeadamente a acc¢éo da IL-17 em
estimular a osteoclastogénese (3,11,23) atraves da estimulacdo da producéo de citocinas
pro-inflamatorias, quimiocinas e proteases pelos condrocitos e osteoblastos (11,16,23).
Também se demonstrou que as células T e as citocinas IL-17 e TNF-a tém um papel
sinergista entre si nas situacOes inflamatorias (16). Activam fibroblastos sinoviais,
condrdcitos e osteoclastos, com a subsequente expressao de citocinas pro-inflamatérias
(IL-6 e IL-8, mediadores da inflamacéo articular) (3,14,19,25), bem como estdo ainda
envolvidas num feedback, promovendo a perpetuacdo da inflamagéo (3), que pode ser
um mecanismo importante para o desenvolvimento da artrite persistente (14).

Foram descritas, recentemente, células T CD8+ produtoras de 1L-17, as Tcl7,
contudo os estudos sobre estas celulas sdo ainda muito escassos (7,9,18). Mas, é
possivel que as células Tcl7 desempenhem também um papel significativo na
fisiopatologia das doengas inflamatdrias, nomeadamente na AR, contudo a funcéo desta
subpopulagéo permanece por esclarecer.

Neste contexto, foi objectivo deste estudo, avaliar a plasticidade funcional e a
frequéncia de diferentes subpopulaces de células T, Th(c)17 e Th(c)l, através da
producéo de citocinas pro-inflamatdrias, nos diferentes estadios da doenca de forma a
entender a biologia das celulas T na AR. O que também sera importante para o
desenvolvimento de diferentes terapéuticas que poderdo mudar o progndéstico desta

doenca.



Materiais e métodos

Doentes e Controlo

Foram incluidos 32 doentes com o diagndstico de AR, de acordo com 0s
critérios do Colégio Americano de Reumatologia 1987 (6), seguidos no Servico de
Reumatologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra e que aceitaram participar
neste estudo.

Os doentes foram classificados de acordo com a actividade clinica da doenca
(classificacdo EULAR), em actividade baixa ou inactiva (DAS<3,2) (19 doentes) ou
actividade moderada a elevada (DAS>3,2) (13 doentes).

Os doentes com infeccdes activas, amiloidose secundéaria, neoplasia, sob
tratamento bioldgico ou que recusaram participar foram excluidos.

Um terceiro grupo (controlo), incluido no estudo, constituido por 13 individuos
voluntarios e aparentemente saudaveis, segundo 0s proprios e um exame médico basico.

O estudo respeitou os principios da declaracdo de Helsinquia e foi aprovado pelo
codigo ético local; todos os intervenientes assinaram o consentimento informado.

No momento da colheita de sangue, os doentes foram avaliados por um
reumatologista com experiéncia na avaliacdo de doentes com AR. Foram colhidos dados
quanto ao numero de articulacGes tumefactas (AT) e dolorosas (AD), Velocidade de
Sedimentacdo (VS), Proteina C Reactiva (PCR), DAS28 e terapéutica actual. O factor
reumatoide (FR), o anticorpo anti-peptideo citrulinado (Anti-CCP), as erosdes
radiogréaficas e a duracdo da doenga foram também determinados.

Recolheram-se 20 ml de sangue periférico de cada participante no dia da
inclusdo no estudo e avaliagdo clinica. As amostras foram enviadas para o laboratério,
devidamente identificadas com um numero de codigo e as analises foram efectuadas

sem conhecimento do estado da doenca do participante.



Imunofenotipagem de células Th(c)17 e Th(c)l no sangue periférico, apos a
estimulagéo in vitro com PMA/lonomicina, na presenga de Brefeldina A

500 pl de cada amostra de sangue periférico foi diluida L/L (vol/vol), em meio
RPMI-1640 (Gibco; Painactive SLEy, Escocia, Reino Unido), suplementada com 2 mM
L-glutamina. 50 ng/mL de forbol 12-miristate 13-acetato (PMA; Sigma, Saint Louis,
MO, EUA), 1 ng/mL de lonomicina (Boehringer Mannheim, Alemanha) e 10 ug/mL de
Brefeldina A (Golgi plug- Sigma, Saint Louis, MO, EUA) séo adicionados e a amostra é
incubada por 4 h a 37°C num incubador humidificado com uma concentragdo de CO,de
5%.

Cada cultura da amostra de sangue periférico é aliquotada e colocada em trés
tubos diferentes (200 pL/tubo) seguindo-se uma permeabilizacdo intracitoplasmatica e
mantém-se o protocolo de modo a analisar separadamente a expressao de IL-2, TNF-a e
IFN-y nas subpopulagdes de células T positivas e negativas para IL-17, dentro do
conjunto de células T CD4 e T CD8. Todas as células aliquotadas foram marcadas com
IL-17 PE (clone 41802; Sistemas R&D, Europa) e separadamente com IL-2 (clone
MQ1-17H12; BD Pharmingen, San Diego, C.A., EUA), TNF-a (clone MAbll; BD
Pharmingen, San Diego, C.A., EUA) e IFN-y (clone 4S.B3; BD Pharmingen, San Diego,
C.A., EUA), de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes, para fixacdo e
permeabilizacdo. Estes anticorpos monoclonais (mADb), para a quantificagédo intracelular
de citocinas, foram adicionados a cada tubo depois da marcacdo directa de superficie
para a identificagdo das subpopulacfes de linfocitos T — anti-CD3-PerCP (clone SK7;
BD, Séo José, C.A., EUA) e anti-CD8 APC (clone SK1; BD, Séao Jose, C.A., EUA). Por
ultimo, as células foram ressuspendidas em 0.5 ml de PBS até a sua analise no citometro

de fluxo. Nos linfocitos CD3" procedeu-se a identificagio das subpopulacdes de



linfécitos T CD8+ com base na expressdo deste marcador e por exclusdo dos linfécitos
T CD4+. Os linfécitos Tyd foram excluidos do estudo com base na sua alta reactividade

para CD3 e caracteristicas de dispersdo de luz (tamanho e complexidade).

Aquisicao e analise dos dados por citometria de fluxo

A aquisicdo de dados foi realizada em dois passos consecutivos no citometro de
fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, Califérnia, EUA) equipado com um raio ionico
de argon e um laser diodo vermelho, usando o software CellQuest (Becton Dickinson,
San Jose, EUA). No primeiro passo, foram adquiridos 2x10* eventos, correspondentes a
todas as células nucleadas da amostra, que foram registados e armazenados. De seguida,
para melhorar a sensibilidade da analise procedeu-se a um gate electronico
correspondente as células CD3 positivas, num minimo de 2x10° e producdo de citocinas
foram avaliadas dentro de cada subpopulacdo de células T. Os resultados foram
analisados pelo software Infinicyt 1.4 (Cytognos, Salamanca, Espanha) e ilustram a
percentagem de células positivas dentro de cada subpopulacdo e/ou a sua média da
intensidade fluorescente (MFI). Os linfécitos T séo identificados de acordo com a sua

positividade para o CD3 e caracteristicas de dispersao da luz.

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos pela média + desvio-padrdo para variaveis
continuas e sob a forma de propor¢des para variaveis categoricas. A normalidade foi
avaliada pelo teste de Klomogorov-Smirnov. A andlise estatistica dos dados foi
realizada utilizando-se o teste Mann-Whitney ou de Qui-quadrado (x2), conforme

adequado.



Todas as analises estatisticas foram realizadas usando-se o software SPSS 15.0
(SPSS Inc., Chicago, EUA) para o windows. Consideraram-se todas as diferencas

significativamente estatisticas aquelas com um valor de P<0,05.
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Resultados

Estudo da populacdo: doentes com baixa e alta actividade da AR.

Foram avaliadas as amostras sanguineas de 32 individuos doentes, 13 com alta
actividade da doenca (90.0% sexo feminino, 32+11 anos) e 19 com baixa actividade da
doenca (94.4% sexo feminino, 32+11 anos). O grupo controlo formado por 13
individuos correspondendo no sexo e idade, sem processo inflamatério (84.6% sexo
feminino, 30£10 anos) foram também avaliados. Ndo foram observadas diferencas
guanto ao sexo e idade entre 0s 3 grupos.

Como esperado, de acordo com a classificacdo em cada grupo, os doentes com
alta actividade da doenca apresentam um aumento significativo do nimero de AD e AT,
tal como a VS. Ambos 0s grupos de doentes com AR apresentam uma relacao positiva e
semelhante de FR (50.0 vs 66.7%, P=0.367), Anticorpo anti-CCP (50.0 vs 81.8%,
P=0.280) e erosdes 6sseas (92.3 vs 88.9%, P= 0.784). Aproximadamente 35% dos
doentes estdo a tomar corticosterdides (P= n.s) e nenhuma diferenca é observada entre

0s grupos medicados com metotrexato .

Freguéncia e caracterizacédo funcional das células Thl e Th17 no sangue periférico.

N&o observamos diferencas estatisticamente significativas na frequéncia das
células Thl7 entre os trés grupos, havendo apenas diferenca muito ligeira entre o grupo
de baixa actividade e alta actividade (Tabela I)

Numa tentativa de melhor compreender a actividade funcional das células Th17
e Thl, ndés estudamos a frequéncia destas células produtoras de citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-2, IFN-y) e a quantidade de cada citocina a nivel celular

(média intensidade de fluorescéncia, MFI).
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A frequéncia de células Thl produtoras de TNF-a e IL-2 foi semelhante nos 3
grupos. Contudo, as ceélulas T produtoras de IFN-y surgiram significativamente
diminuidas em ambos os grupos de doentes com AR, comparando com os controlos
(Fig.1A).

A frequéncia de celulas Th17 produtoras de TNF-o e IFN-y foi similar entre os
trés grupos, havendo no geral uma diminuig&o das células Th17 produtoras de IFN-y. As
produtoras de IL-2 encontram-se significativamente diminuidas nos doentes com baixa
actividade, comparando com o grupo controlo (P<0,05) (Fig.1A).

Observando os niveis de citocinas, detectou-se um aumento significativo de IL-
17 pelas células Th17 nos doentes com alta e baixa actividade da AR comparando com
os controlos (P=0.004 e P=0.02) (Tabela I).

Em relacio ao TNF-o e IFN-y, estes encontraram-se significativamente
diminuidos nos doentes com AR, comparando com o grupo controlo, nas células Thl
(Fig.1B). Também, nas células Th17 se observou uma diminuigdo significativa dos
niveis de TNF-o nos doentes comparativamente com 0s controlos, assim como uma
diminuicdo, igualmente significativa, no grupo de alta actividade comparando com 0s
doentes de baixa actividade (Fig.1B). Em termos de actividade de doenca, ndo se
observaram mais diferencas significativas quando comparados os dois grupos de

doentes.

Frequéncia e caracterizacdo funcional das células Tcl e Tcl7 no sangue periférico.

Um aumento da frequéncia de células Tcl7 nos doentes com AR,
particularmente nos doentes com alta actividade foi observado comparativamente ao

grupo controlo, embora nao apresentando significado estatistico (Tabela I).
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Quanto a frequéncia de células Tcl produtoras de citocinas pré-inflamatdrias,
encontrou-se um aumento destas células produtoras de IL-2 no grupo de baixa
actividade comparando com o de alta actividade e com o grupo controlo. Também se
apresentaram aumentadas, no grupo de baixa actividade, as células produtoras de TNF-
a relativamente ao controlo (Fig.2A). Quanto a frequéncia das Tcl7 ndo se observaram
diferencas significativas, sendo a frequéncia semelhante entre os 3 grupos (Fig.2A).

Em relagdo aos niveis de citocinas produzidos pelas células Tcl observou-se um
aumento significativo de IL-2, mas diminuicdo de IFN-y nos doentes com baixa
actividade quando comparando com o grupo controlo. O TNF-a encontrou-se
significativamente diminuido nas células Tcl7 dos doentes com alta actividade

comparando com os controlos (Fig.2B).
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Tabela I. Anélise comparativa da proporcdo de células Th17 e Tc17 nos doentes e nos

controlos, e a quantidade de IL-17 a nivel celular (MFI)

DAS < 3,2 DAS > 3,2 N
Th17
%CD4+ 0,87 0,37 0,94 + 0,22 0,95 + 0,23
MFI 90,58 + 22,73" 106,35 * 26,54 67,2 £ 27,39
Tcl7
%CD8+ 0,43+ 0,26 0,48 +0,12 0,36 0,13
MFI 78,11 % 26,55 60,67 + 13,7 64,13 + 27,13

Os resultados sdo expressos pela média + desvio-padrao; %CD4+ = percentagem de
celulas positivas de todas as células T CD4+ periféricas; %CD8+ = percentagem de
células positivas de todas as células T CD8+ periféricas; MFI = média da intensidade
fluorescente das células positivas; DAS < 3,2 = doentes com baixa actividade da
doenca; DAS > 3,2 = doentes com alta actividade da doenca; N = individuos saudaveis.

Sdo consideradas diferengas estatisticamente significativas quando o p<0.05 (Teste de

Mann-Whitney U):  DAS > 3,2 versus N; ° DAS < 3,2 versus N.
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Figure 1. Frequéncia de células T CD4+ produtoras de IL-2-, TNF-a. e IFN-y (Thl e
Th17) (A) e a quantidade de cada citocina por célula (MIF) (B), apos estimulagdo com

PMA/ionomicina.
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Figura 2. Frequéncia de células T CD8+ produtoras de IL-2-, TNF-o e IFN-y (Tcl e

Tcl7) (A) e a quantidade de cada citocina por celula (MIF) (B), ap0s estimulagdo com

PMA/ionomicina.
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Discussao

Tem sido proposto que as células T desempenham um papel inflamatorio
importante na AR (24), nomeadamente, que na base da etiopatogenia da AR se encontra
uma desregulacdo imune associada a um desequilibrio Th1/Th2 (2,20,23). Alguns
estudos apontam para uma diminuicdo das células Thl em doencas autoimunes,
resultando num aumento das funcdes desempenhadas pelas células Th2, uma vez que
estes subtipos de células CD4 se auto-regulam e influenciam reciprocamente a sua
homeostase (8, 25). Em concordancia com estes estudos, nos doentes com AR
observamos uma diminuicao significativa, quer em termos de frequéncia de células T
CD4 produtoras de IFN-y, quer de quantidade de IFN-y e TNF-a produzido por célula
sugerindo alteragdes funcionais nos linfocitos T do SP e ndo apenas ao nivel do tecido
sinovial dos doentes com AR (Fig.1). No entanto, quando avaliadas tais alteragOes
quanto a actividade de doenca, os dois grupos de doentes ndo apresentaram diferencas
significativas. Neste contexto, nos doentes com AR a diminuicdo da resposta imune
pelas células Thl parece resultar numa maior inducdo de uma resposta imune Th2. De
facto, apesar da inflamacdo ao nivel das articulacBes caracteristica da AR, 0s doentes
apresentam evidéncias de uma condicdo inflamatoria sistémica marcada pela presenca
de auto-anticorpos, como FR e Anti-CCP resultantes de uma resposta imune Th2.

Além do mais, a associacdo da artrite a um perfil do tipo Thl com células T CD4
produtoras de IFN-y tem vindo a ser nos Ultimos anos questionado e varios estudos
parecem apontar apara a participacdo central na fisiopatologia da doenca de um novo
subtipo de linfocitos T - Th17 cells (5, 26). Da mesma forma, no compartimento de
células T CD8, também foi demonstrada a presenc¢a de uma populacdo minoritaria Tc17

com uma possivel participacdo nas doencas autoimunes (5,6,20).
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Com base nestas observagdes, 0 presente estudo pretende determinar em doentes
com AR e diferente actividade de doenca a relativa abundancia das células Th17 e Tcl7
no sangue periférico, assim como a caracterizacdo funcional das mesmas.

Contrariamente a outros autores que reportaram niveis elevados de células T
produtoras de IL-17, no sangue periférico de doentes com AR (7,28), nés ndo
encontrdmos diferencas na frequéncia das Th17. Isto pode dever-se ao recrutamento
activo destas células T efectoras para os locais de inflamacéo, onde elas parecem estar
em elevada quantidade ou como uma consequéncia das diversas terapéuticas a que 0s
doentes estavam submetidos. Além do mais, 0 aumento de células T produtoras de IL-
17 reportado por estes autores ndo resulta da activagéo directa ex vivo, mas antes de uma
activacdo com fitohemaglutinina por 7 dias seguida de re-estimulacdo com PMA e
ionoforo de célcio (3).

Funcionalmente, as células Th17 mostram um aumento de IL-17 por célula em
ambos 0s grupos de doentes, especialmente nos de alta actividade, isto suporta o facto
de que esta citocina esta relacionada com o aumento da actividade da doenca (7). O que
esta de acordo com a ideia de que, mais importante do que o aumento da frequéncia de
células produtoras de IL-17 em contribuirem para a patogénese da artrite inflamatéria é
a capacidade funcional de produzirem esta citocina (6,28). Realmente, a IL-17 é capaz
de promover a inflamacdo através da inducdo duma variedade de citocinas pro-
inflamatorias e de mediadores da destruicdo déssea e cartilaginea, como o RANKL e
MMP’s, levando a osteoclastogénese e subsequente destruicédo 0ssea (6,11,15,19), o que
acaba por estar implicado na progressao da inflamacéo (13). Outro dado que realga o
papel desta citocina é o facto de a neutralizacdo desta, no liquido sinovial ou de seus
receptores nos monaocitos, reduzir significativamente a migracdo destas para a sinovial

Q7).
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Ainda se quantificaram a producdo de outras citocinas pré-inflamatorias pelas
células Th17, pois esté descrito que estas também sdo capazes de produzir IFN-y, IL-2 e
TNF-a, (7,17,21), tal como as Thl, quando expostas a determinado microambiente de
citocinas. Observou-se que a frequéncia de células Th1l7 produtoras de IL-2 se
encontrava significativamente diminuida nos doentes, tal como aquelas produtoras de
TNF-0, mas ndo se atingindo nestas ultimas diferencas estatisticamente significativas.

As células Thl e Th17 mostram uma capacidade diminuida para produzirem
TNF-a (Fig.1), o que pode ter implicagdes funcionais importantes, uma vez que esta
citocina exibe uma funcdo sinérgica com a IL-17, nos efeitos pro-inflamatérios (16).
Isto pode ser devido ao facto de o tratamento que os doentes fazem poder ter algum
efeito inibitério na producdo do TNF-a. (8,22).

Relativamente as células Tcl7, e apesar da sua baixa representatividade dentro
da populacdo de linfocitos T, observou-se um aumento ndo significativo da sua
frequéncia nos doentes com AR, particularmente naqueles com alta actividade
comparando com o0s controlos (Tabela I). Quando se estudaram as células Tcl7 do
ponto de vista funcional, observaram-se pequenas diferencas na frequéncia destas
células produtoras de IL-2 e IFN-y e na quantidade destas citocinas por célula (Fig.2).
Contudo, observou-se uma diminuicao significativa destas células produtoras de TNF-a
nos doentes de alta actividade, comparativamente aos outros grupos (Fig.2B). Desde
que, as células Tcl7 representam uma populagdo recentemente descrita das CD8+, este
é o primeiro estudo com o objectivo de investigar a sua funcionalidade na AR. Assim,
quando se avaliou as restantes células T CD8+, produtoras de citocinas do tipo Tcl,
encontrou-se a mesma diminuicdo de TNF-o, mas sem diferenca significativa, e também
uma diminuicdo significativa de IFN-y nas Tcl dos doentes com baixa actividade

guando comparando com os controlos (Fig.2B). Esta evidéncia pode indicar, como ja
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referido, uma possivel consequéncia da terapéutica imunossupressora que pode exercer
um efeito inibitério na funcdo das células T, alterando o padrdo de secrecdo das
citocinas (1,13), ou ainda de um répido turnover ou comprometimento da producgdo que
estd associado a reaccdo celular secundaria, com a producdo de mediadores solUveis
(12).

Além do mais, o nimero de células T CD8+ produtoras de TNF-o e IL-2, tal
como, a quantidade de IL-2 por célula encontraram-se elevados nos doentes com AR,
especialmente naqueles com baixa actividade da doenca, comparando com os controlos
(Fig.2). Esta evidéncia vem demonstrar uma participacdo relevante destas células Tc1,
mediadoras de mecanismos de citotoxicidade, na AR e a possivel influéncia que um
microambiente de citocinas particular, provavelmente associado com uma resposta Thl,

pode ter na actividade dessas células.

Em conclusdo, as células T CD8 na AR mostram uma polarizacdo preferencial
no sentido tipo Tcl, bem visivel pela frequéncia aumentada de células T CD8 a produzir
IFN-y e TNF-a que acompanhada pela sua acentuada perda de capacidade para produzir
estas citocinas pro-inflamatdrias parece apontar para um papel chave destas células na
actividade da doenca. Por outro lado, as células Thl7 de doentes com AR, apesar de
revelarem uma reduzida capacidade para produzir IL-2 e TNF-a apresentam uma maior
habilidade para produzir IL-17, facto que juntamente com o aumento de células Tcl7
observado particularmente nos doentes com alta actividade de doenca sugere um

importante contributo da IL-17 e das Th(c)17 para a fisiopatologia da AR.
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