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RESUMO

OYAMADA, Hugo Akirito de Almeida. Impacto do transtorno depressivo maior no perfil
fenotipico e funcional das células T CD4" em pacientes com asma e rinite alérgica. 2022. 59
f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O transtorno depressivo maior (TDM) pode impactar na gravidade da rinite alérgica
(RA) e da asma (AA), duas condic¢des relacionadas a expansdo de células T CD4" efetoras
alérgeno-especificas associadas a dano nos mecanismos de regulacdo imune. Os mecanismos
celulares por trés dessa relacdo adversa ndo sao conhecidos, mas deve envolver desequilibrio
na rede de citocinas e prejuizo na producdo de serotonina (5-HT), um neurotransmissor capaz
de modular a funcéo das células T. O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, a producéo
de citocinas por células T de pacientes com RA e AA com ou sem TDM. O efeito da serotonina
na resposta das células T também foi analisado. Para tanto, culturas de células mononucleares
do sangue periférico foram ativadas com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) mais
ionomicina, por 4 horas, ou com esferas magnéticas recobertas com anticorpos anti-CD3 e anti-
CD28 por 72 horas. Os niveis de citocinas foram avaliados por Luminex e citometria de fluxo.
A proliferagdo celular foi determinada pela captacio de [®H] timidina. Em algumas culturas de
células, a serotonina foi adicionada. Nossos resultados demonstraram que, apesar da auséncia
de diferenca significativa na proliferacdo das células T, a ocorréncia de TDM amplificou ndo
apenas a producéo de citocinas relacionadas aos fen6tipos Th2 e Th17, mas também os niveis
de IL-5 e IL-17 foram diretamente correlacionados com a gravidade dos sintomas de depressédo
e ansiedade. Em comparacdo com RA, os niveis de IL-17 foram maiores e a liberacdo de 1L-10
foi menor em culturas de células T de pacientes com AA, principalmente aqueles com TDM.
Em pacientes com AA/TDM, a gravidade dos sintomas de ansiedade e da doenca pulmonar foi
diretamente correlacionada com a frequéncia de células T CD4" relacionada ao fen6tipo Th17
e as células Th2/Th17 hibridas, mas inversamente correlacionada com células T CD4"IL-10".
Finalmente, a adicdo de serotonina reduziu a producéo de citocinas relacionadas aos fenétipos
Th2 e Th1l7 e elevou a secrecdo de I1L-10 em culturas celulares de pacientes com RA e AA.
Apesar de preliminares, nossos achados sugerem que ndo apenas a ocorréncia de TDM, mas
também a gravidade dos sintomas de ansiedade, pode afetar adversamente o desfecho das
reacOes alérgicas por favorecer a producdo de citocinas implicadas na patogénese da RA e AA,
fendmeno que foi atenuado pela serotonina.

Palavras-chave: Células T CD4". Transtorno Depressivo Maior. Transtornos de ansiedade.

Alergia. Serotonina.



ABSTRACT

OYAMADA, Hugo Akirito de Almeida. Impact of major depressive disorder on the
phenotypical and functional profile of T CD4" in patients with allergic asthma and rhinitis.
2022. 59 f. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

The Major Depressive Disorder (MDD) may impact in the severity of Allergic Rhinitis
(AR) and Asthma (AA), two disorders related to the expansion of allergen-specific effector T
CD4" cells that are associated with impairment of immune regulatory mechanisms. The cellular
structure behind this adverse relationship aren’t know, but may involve disbalance in the
cytokine network and serotonin (5-HT) production, a neurotransmitter capable of modulating
T cell functions. As such, the objective of this study was to evaluate, in vitro, the production of
cytokines by T cells of patients with AR and AA, that may or may not have MDD. The effects
of 5-HT in T cell response was also analyzed. To do so, peripheric blood mononuclear cells
cultures were activated with Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and lonomycin, for 4h, or
with magnetic beads covered in anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, for 72h. Cytokine
production was measured by Luminex and flow cytometry. Cell proliferation was determined
by [3H] thymidine incorporation. 5-HT was added to some cell cultures. Our results show that,
despite no significant changes in cell proliferation, MDD enhanced not only the production of
cytokines related to the Th2 and Th17 phenotypes, but also a direct correlation between IL-5
and IL-17 levels and the severity of depressive and anxious symptoms. Cultures from AA
patients, when compared to AR individuals, presented higher levels IL-17 and lower production
of 1L-10, specially in those with MDD. In AA/MDD individuals, the severity of anxious
symptoms and pulmonary disease was directly correlated with Th17 and Th2/Th17 frequencies,
but inversely correlated with T CD4*IL-10" frequencies. Moreover, 5-HT supplementation in
cultures of AA and RA individuals was capable of reducing the production of cytokines related
to Th2 and Th17 phenotypes, while increasing IL-10 release. Although preliminarily, our
findings suggest that, not only MDD, but also the severity of the disorder may negatively impact
the outcome of allergic reactions by enhancing the production of cytokines associated with AA
and AR pathogenesis, with such phenomenon being attenuated by serotonin.

Keywords: T CD4* cells. Major Depressive Disorder. Anxiety disorders. Allergy. Serotonin.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o Transtorno Depressivo Maior
(TDM) ¢é lider em doencas causadoras de incapacidades em adultos, estimado pela mesma
organizacdo em afetar, em 2017, cerca de 322 milhdes ou 4,4% da populacdo mundial. No
Brasil, foram estimados aproximadamente 11 milhdes e meio de individuos afetados,
correspondendo a 5,8% da populagdo total. Os transtornos depressivos também sdo
considerados 0s principais contribuintes para os casos de suicidio, presumidos em mais de 800
mil anualmente [1].

Ademais, € observado uma alta comorbidade entre TDM e Transtornos de Ansiedade
(TA), com porcentagens de 50% a 75% dos pacientes depressivos apresentando sintomas de
ansiedade proeminentes ou TA [2,3]. A OMS estimou, também em 2017, que 3,6% da
populacdo mundial apresente TA, correspondendo a mais de 264 milhGes de pessoas afetadas,
sendo mais de 18 milhdes apenas em territdrio brasileiro [1]. Em ambos transtornos observa-se
uma predominancia de incidéncia no género feminino e em jovens adultos e adultos [4].

Apesar do claro efeito sobre fung¢bes psicossociais, 0s transtornos depressivos e ansiosos
ndo se limitam a afetar somente a mente. Efeitos somaticos sistémicos sdo observados nesses
individuos, incluindo alteracbes significativas no sistema imune, cuja principal funcdo é a
protecdo do organismo contra microrganismos invasores. S0 observados prejuizos a fungdes
essenciais, como fagocitose, linfoproliferacdo e producdo de mediadores e citocinas, tendo
como consequéncia funcional uma pior resposta imune contra infec¢des e outros eventos, como
a vacinacdo [5-7]. Paradoxalmente, também sdo encontrados nesses pacientes niveis
plasmaticos elevados de alguns mediadores inflamatérios, alguns dos quais tém sido associados
com piores desfechos, como o suicidio [8,9].

Devido as alteragdes imunes, estudos demonstram os efeitos adversos dos transtornos
mentais em condi¢cdes médicas imunomediadas incluindo as doengas autoimunes e alérgicas
[10-12]. Afetando cerca de 30% da populacdo mundial, as doencas alérgicas sdo condicoes
comuns, podendo se apresentar como uma condicao relativamente leve, como a rinite alérgica
sazonal, a reacOes inflamatérias com alta gravidade, como asma e anafilaxia [13,14]. Devido a
importancia das células T CD4" nas reacOes atOpicas, acreditamos que transtornos mentais
sejam capazes de afetar seu comportamento favorecendo a expansao de subtipos celulares

implicados na gravidade da doenca.
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a) Células T e seu papel na resposta imune

O Sistema Imune (SI) é classicamente definido pelo seu papel na defesa do hospedeiro,
identificando e eliminando potenciais ameacas externas. Para tal, 0 mesmo € composto por
diversas células, moléculas e outras substancias que atuam de maneira coordenada para
restaurar a homeostase do organismo. Uma divisdo abrangente dos componentes imunes € a
separacdo em dois compartimentos principais: a imunidade inata, responsavel pela resposta
imediata e inespecifica a agentes nocivos, e a imunidade adaptativa, que atua em fase mais
tardia, porém apresenta especificidade e respostas de maior amplitude. Os linfocitos T sdo
componentes do compartimento adaptativo, podendo ser subdividos em dois grupos: 0s
linfocitos T CD4" e os linfocitos T CD8* [15,16].

A ativacdo das células T dirigida contra diferentes peptideos antigénicos durante uma
resposta imune primaria depende de células apresentadoras de antigenos (APC) imunogeénicas,
particularmente das células dendriticas (DCs) profissionais. As DCs também possuem papel
essencial na diferenciacdo desses linfocitos em diferentes fendtipos efetores, que apresentardo
funcionalidade diferenciada contra determinados agrupamentos de patégenos [17,18]. A
capacidade de apresentacdo dos antigenos das DCs é dependente de sua maturacdo, causada
principalmente pelo reconhecimentos de diferentes padres moleculares associados a patégenos
(PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular pattern). Diferentes dos linfocitos T
classicos, células da imunidade inata, tal como as DCs, possuem um numero limitado de
receptores superficiais e intracelulares de padrdo, os PRRs (do inglés pattern recognition
receptors), capazes de reconhecer moléculas de constituicdo polissacaridicas, lipidicas,
glicolipidicas, assim como material genético dos patégenos [19,20]. Ademais, os PRRs sdo
igualmente capazes de reconhecer moléculas do préprio hospedeiro que sdo expressas durante
situacdes de estresse metabolico ou dano, recebendo a nomenclatura de padrées moleculares
associados ao dano (DAMPs, do inglés damage-associated molecular pattern) [21].

Os PRRs podem ser divididos em cinco grandes familias baseado na homologia de seus
dominios proteicos, sendo elas: Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll-like receptors),
receptores do tipo NOD (NLRs, do inglés NOD-like receptors), receptores de lectina tipo C
(CLRs, do inglés C-type lectin-like receptors), receptores do tipo RIG (RLRs, do inglés RIG-
like receptors) e os receptores tipo AIM2 (ALRs do inglés AIM2-like receptors). A expressao
dos PRRs é observada em diversas células do organismo, ndo sendo limitada as células da

imunidade inata, ocorrendo em células do endotélio vascular e linfécitos [19,20,22]. No
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contexto da resposta imune primaria contra patégenos, a ativacdo das diferentes familias de
PRRs nas células inatas resultam na estimulacdo de diversas vias de sinalizacao intracelulares
com o intuito de acionar diferentes mecanismos de protecdo contra o invasor, Como 0 aumento
da fagocitose e destruicdo pela acdo de enzimas lisossomais e radicais livres, inducdo de
autofagia, liberagdo de substancias toxicas e pré-inflamatorias pelos fagdcitos. Ademais, a
secrecao de quimiocinas pelas células inatas no local de infec¢do permitira o recrutamento de
diferentes leucdcitos circulantes, tais como neutréfilos e células natural killer (NK) [23,24].
No sitio de infeccdo, enquanto as células da imunidade inata buscam conter o patogeno,
as DCs iniciam o processo de migracdo para o 6rgao linfoide secundério regional, ou tecido
linfoide associado a mucosa mais préximo, de maneira a iniciar a ativacdo de células T
antigeno-especificas. Compondo a menor populacdo das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC), cerca de 1 a 2 %, as células dendriticas sdo encontradas em grande nimero
em todos os tecidos, em especial nas mucosas. Sao caracterizadas por sua alta expressao de
moléculas de adesdo, de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC do
inglés, Major Histocompatibility Complex) de classe | e Il, moléculas co-estimuladoras CD80
e CD86, sendo consideradas as Unicas APCs capazes de promover a ativacao e diferenciacao
de linfocitos T naives [25,26]. As DCs podem ser dividas em 3 subtipos: Convencionais (cDCs),
subdivididas em c¢DC1 e cDC2, e as plasmocitoides (pDCs). As cDC1 apresentam como
caracteristica a sua elevada capacidade a apresentacao cruzada, participando principalmente da
ativacdo de linfécitos T CD8", enquanto as cDC2 apresentam maior capacidade de ativar os
linfocitos T CD4*. Ja as células dendriticas plasmocitéides apresentam caracteristica de
produzirem rapidamente altos niveis de inteferons (IFN) do tipo | em resposta a antigenos
virais, sendo relevantes nas respostas contra esse tipo de patdgeno. Apesar da existéncia de
diferentes DCs (Figura 1), todas apresentam a capacidade de iniciar a resposta imune adaptativa

priméria ao ativarem as células T classicas [26,27].
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Figura 1 - Subtipos de Células Dendriticas
Human Blood Dendritic Cells
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Legenda: Principais caracteristicas e diferencas das células ¢cDC1, cDC2 e pDC. No sangue humano é
possivel encontrar duas populagdes principais de células dendriticas, as células dendriticas
convencionais (cDC), que podem ser subdivididas em cDC1 e cDC2, e as células dendriticas
plasmocitoides (pDC). Todos os trés subtipos podem ser diferenciados por seus fatores de
transcrigdo e também por sua expressdo de marcadores de superficie.

Fonte: Patente et al (2019).

Os linfacitos T, diferentemente das células da imunidade inata, expressam um repertorio
extremamente amplo de receptores, sendo capazes de reconhecer milhdes de diferentes
peptideos. Essa ampla especificidade de receptores, chamados receptores das células T (TCR,
do inglés T-cell receptors), é gerada durante a formacao dos timécitos envolvendo mecanismos
refinados de recombinacéo de diferentes genes dentro do loci TCR coordenado por um conjunto
de proteinas, muitas das quais com atividade enzimatica. Consequentemente, cada linfécito T
gerado no timo e que sobrevive a selecdo local, ao ser exportado para a periferia, expressa TCR
unico, capacitando-os a reconhecer especificamente sequéncias priméarias de aminoacidos
(epitopos) em um peptideo antigénico [28]. A ativacdo e diferenciacdo dessas células durante
a resposta imune primaria depende do reconhecimento de 3 sinais em conjunto a DC madura.
O primeiro é caracterizado pela apresentacdo de peptideos pelas DCs para células T CD4" ou
CD8" antigeno-especificas, através das moléculas de MHC Il e I, respectivamente. O segundo
sinal, antigeno-independente, € mediado pela interagdo de B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86)
expressas nas DCs com o receptor CD28, expresso nos linfécitos T. Esses dois sinais serdo
fundamentais para ativar os transativadores NF-kB, NF-AT e AP-1 que serdo necessarios para

a linfoproliferacdo ao ativar a transcricdo de genes para a Interleucina (IL)-2 e para a cadeia
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CD25 [29]. O terceiro sinal, responsavel por induzir a diferenciacéo, serd fornecido pelas
citocinas produzidas pela DC durante a sinapse imunoldgica com a célula T, permitindo a
formacao de diferentes fenotipos efetores, em especial no compartimento das células T CD4",
como representado na Figura 2 [30].

A diferenciacdo das células T CD4" em diversos fen6tipos depende da ativagdo de
fatores de transcri¢do capazes de alterar, de forma estavel, o transcriptoma desses linfocitos em
resposta as citocinas liberadas pelas DCs (Figura 2). Nesse contexto, sob a acédo da citocina IL-
12 secretada pelas cDCs, o fator transcricional T-bet é induzido, e as células T se diferenciardo
no fenotipo T auxiliar do tipo 1 (Thl, do inglés T helper 1) [31-33]. A producéo de IL-12 pelas
DCs pode ser otimizada pela estimulacdo dessas APCs pelo IFN-y produzidos pelas células
linfoides inatas do tipo 1 (ILC-1, do inglés Innate Lymphoid Cells) presentes no local da
inflamag&o [34]. O fendtipo Th1l secreta grandes quantidades de IFN-y e IL-2, realizando a
resposta imune celular que é fundamental no combate a microrganismos intracelulares
obrigatérios ou facultativos por aumentar a funcdo dos fagocitos, das células NK e dos
linfocitos T CD8". O IFN-y em associagdo a IL-21, ambas citocinas secretadas pelas células T
helper foliculares (Trn1), também induzem a producdo e secrecdo de 1gG1 (Imunoglobulina G
do tipo 1) e 1gG3 pelos linfécitos B humanos [35,36].

Na presenca de niveis elevados de IL-4 produzidos pelas cDCs e pelas ILC-2, 0s
linfocitos T CD4" diferenciam-se em células T auxiliares do tipo 2 (Th2), através da indugédo
do fator de transcricio GATA-3 [33]. Esses linfdcitos, principalemente o subtipo Trn2, ao
secretarem IL-4, IL-5 e IL-13 [36], induzem a producdo e secrecdo de anticorpos da classe IgE
que participam da resposta imune envolvida no combate as infestacdes por helmintos e nas
reacOes de hipersensibilidade do tipo | por induzir a desgranulacdao de mastdcitos e eosinéfilos
[33,37].

A ativacdo do fator de transcricdo RORC tem sido implicada na inducdo do fenotipo
Th17, induzido pela agédo conjunta do TGF-f (TGF-B, do inglés Transforming Growth Fator
Beta) mais IL-21 pelas DCs [38,39]. Em humanos, esse fenotipo pode ser induzido pela
producdo de TGF-B mais IL-6 ou pela combinagdo de IL-1p e IL-6 pelas DCs [40,41]. No
entanto, a estabilizagdo desse fendtipo celular é dependente da IL-23 liberada pelas DCs [42].
Os linfécitos Th17 quando ativados sintetizam ndo apenas IL-17, mas também, IL-21 e IL-22.
De forma interessante, a IL-23, na presenca IL-1p, amplifica a resposta do tipo Th17 por induzir
as ILC-3 a produzir 1L-17 e 1L-22 [42]. A citocinas relacionadas a esse fendtipo celular tém
como principal fungdo induzir as células imunes e parenquimatosas a secretarem IL-8, principal

quimiocina envolvida no recrutamento de neutrofilos para o local da infeccéo [33,43]. Subtipos
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de células Th17 foliculares (Trn17) , por produzir elevados niveis de I1L-21 e IL-17, também
auxiliam na ativacao de plasmoblastos produtores de IgA e 1gG [36,44]. Entretanto, no contexto
de doencas autoimunes, novos estudos tém demonstrado o envolvimento de um subtipo de
células Th17, conhecidas como celulas Th17 patogénicas, que parece ser induzida na presenca
de IL-1B, IL-6 e I1L-23, associada a auséncia da citocina TGF-f3 [45,46].

Recentemente um novo subtipo de células TCD4" foi descoberto, as células T auxiliares
22 (Th22), que tem como fator de transcricdo o receptor hidrocarbono aril (AhR, do inglés, Aryl
hydrocarbon Receptor) [47]. Essas células caracterizam-se por secretar altos niveis de 1L-22,
mas ndo de IL-17 ou IFN-y [48]. Apesar das células Th17 produzirem IL-22, as células Th22
parecem regular aspectos Unicos da resposta imune em tecidos epiteliais, tal como estimulacao
da proliferacdo dessas células de revestimento [49]. Apesar de serem fundamentais na
imunidade a mucosas [50], esse fenotipo tem sido implicado em varias doencas autoimunes, tal

como, por exemplo, a psoriase e a esclerose multipla [47,48,51-53].

Figura 2 - Fenotipos de Células T CD4*
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Legenda: Durante o processo natural de ativacdo da resposta imune especifica mediada pelas células T CD4,
as células dendriticas (DCs) apresentam diferentes peptideos de proteinas antigénicas no contexto
das moléculas do MHC de classe Il. Durante essa sinapse imunoldgica, moléculas co-
estimuladoras expressas na superficie das DCs, particularmente CD80 e CD86, interagem com o
marcador CD28 expresso nas células T CD4*, permitindo, assim, a indugdo de diferentes vias de
sinalizacdo que culminam na proliferagdo e diferenciagdo desses linfocitos em diferentes fendtipos
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que produzem um conjunto polarizado de citocinas. Os diferentes fen6tipos sdo caracterizados por
expressarem diferentes fatores de transcricéo.
Fonte: GOLUBOVSKAYA & WU (2016), O’'DONNELL & MCSORLEY (2014), RUSS et al (2013).
Adaptado por BENTO, CAM e MONTEIRO, C.

Os linfécitos T CD8" sdo particularmente importantes no combate aos virus. A ativacao
dessas células depende da apresentacdo de peptideos antigénicos acoplados as moléculas do
MHC de classe | expressos na superficie das APCs profissionais, particularmente das cDC1s.
Classicamente, quando ativadas, essas células se tornam linfécitos T citotoxicos (CTL),
passando a produzir granzimas e perforinas que juntas atuam na eliminacdo das células
infectadas, por apoptose [54]. Assim como os linfdcitos T CD4", essas células sdo capazes de
se diferenciar em fenoétipos efetores distintos, secretando diferentes padr@es de citocinas.

Por produzir altas concentrac6es de IFN-y, as células T CD8" sdo capazes também de
amplificar a resposta Th1, sendo, por isso, também chamadas de Tc-1 [55,56]. Os linfocitos Tc-
2, caracterizados pela expressao de GATAS e consequente producéo de IL-4 e IL-5, apresentam
forte citotoxicidade coexistindo com uma resposta do tipo 2 [55,56]. Algumas células T CD8*
parecem executar funcdo mais reguladora, tal como o subtipo induzido por células dendriticas
CX3CR1"[55,57]. Essas células T sdo capazes de produzir IL-9 e inibir a ativacdo de células T
CD4* antigeno-especificas de maneira dependente de IL-10, conseguindo assim prevenir a
inflamacéo intestinal mediada por células T CD4" [57].

Finalmente, existem as células TCD8" que produzem IL-17, as Tc-17. Essas células
tambeém sdo capazes de produzir as citocinas inflamatorias 1L-21 e fator-o de necrose tumoral
(TNF-a, do inglés Tumor Necrosis Fator-a) [55]. A IL-22 também pode ser produzida
independente da producédo de IL-17 pelas células T CD8", as células Tc-22. Essas células tém
sido encontradas na epiderme de pacientes com psoriase [58,59].

As respostas imunes necessitam ser reguladas, pois, caso contrario, podem favorecer o
desenvolvimento de doencgas imunomediadas [60]. Nesse contexto, os linfocitos T reguladores
(Treg) sdo as células mais importantes na manutencdo da homeostase por controlar as respostas
inflamatorias [61]. Qualquer deficiéncia na fungdo ou no numero dessas células pode elevar o
risco de desordens imunologicas, tais como doencas autoimunes e alérgicas. Os linfocitos Tregs
sdo formados por diversas subpopulagbes (Figura 3), porém todos apresentam uma

hiporresponsividade a estimulos antigénicos e fungdes imunossupressoras [62]. Trés subtipos
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desses linfécitos tém destaque: os linfécitos T CD4" reguladores do tipo 1 (Tr-1) e os linfécitos

T CDA4" reguladores naturais (nTreg) e induzidos (iTregs) [61,62].

Figura 3 - Fenotipos de Células T CD4 * Reguladoras
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Legenda: Durante as respostas imunes inflamatorias, a produgéo excessiva de citocinas pelas células Thl e

Th17 patogénicas tem sido atrelada a distrbios na rede de regulacdo, principalmente executada
pelos linfocitos T reguladores (Tregs). As células Tregs representa uma subpopulacéo de células
T CD4* relativamente heterogénea, sendo as células T CD4* FoxP3* CD25* o subtipo mais
estudado nas doencas autoimunes. Essas células podem ser tanto induzidas (iTregs) na periferia
guando reconhecem os peptideos especificos apresentados pelas células dendriticas (DCs)
tolerogénicas, quanto geradas naturalmente no timo (nTregs). A terceira subpopulagdo é induzida
por DCs tolerogénicas na presenca do metabdlito da vitamina D [1,25(0OH)2D] ou do &cido
retindico. Essas células, conhecidas como células Tr-1, sdo negativas para o0 FoxP3 mas expressam
elevados niveis do fator de transcrigdo Maf. Os mecanismos de a¢do executados pelas células para
controlar reagdes inflamatdrios sdo diversos e envolvem a inibigdo por contato com a célula alvo
efetora (iTreg e nTregs) e/ou a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, particularmente IL-10 e
TGF-B.

Fonte: BENTO, CAM.

As nTreg originam-se no timo e expressam o fator transcricional FoxP3 no nucleo,

responsavel por regular a expressdo de varios genes que codificam proteinas envolvidas na

supressdo da inflamacédo [63,64]. Na superficie, essas células expressam grandes quantidades

da cadeia a do receptor para IL-2 (CD25) e auséncia do marcador CD127, o receptor para IL-7

[64]. Essas células, induzidas pelas DCs tolerogénicas (tDCs), sdo capazes de suprimir a
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proliferacdo e a funcdo dos linfécitos T CD4" e T CD8" efetores por diversas maneiras, como
a producéo e secrecdo das citocinas anti-inflamatorias, IL-10, IL-35 e TGF- [61,63].

Além dos linfocitos nTreg, muitos artigos demonstraram que células do tipo nTreg-
similes, também conhecidas como iTreg, podem provir de linfécitos T CD4" CD25" virgens
ativados pelas t+DCs produtoras de TGF-f3 [65-67]. Essas iTreg apresentam o mesmo fen6tipo
das nTregs e, quando ativadas, inibem as respostas inflamatorias tanto por contato, através do
CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein) (CD152) e LAG-3, como
também pela liberacdo de grandes quantidades de TGF-p ¢ IL-10 [67]. Enquanto as citocinas
IL-10, IL-35 e TGF-B inibem as células T efetoras e varias vias de sinalizagdo importantes na
atividade dos fagocitos e das células degranuladoras da imunidade inata [68—-70], a expressao
do LAG-3 e CD152 desativam as APCs por se ligarem as moléculas do MHC de classe 1l e
CD80/CD86, respectivamente [15,61]. Mais recentemente, a expressdo de CD39 tem sido
relacionado a capacidade funcional das células Tregs. A expressdo do CD39 nas células Treg
parece ser induzida atraves da sinalizag¢do via AhR [71,72]. Funcionalmente, o CD39, com 0
auxilio da ectoenzima CD73, metaboliza a adenosina trifosfato (ATP) extracelular em
adenosina monofosfato (AMP) [71]. O AMP ¢é capaz de inibir as células T efetoras que
expressam o receptor do tipo 2 purinérgico (P2XR) [71].

Os linfécitos Tr-1 representam outra subpopulagdo que esta envolvida na regulacéo da
resposta imune. Essas células diferenciam-se pela secrecéo de IL-10 pelas tDCs que expressam
a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), responsavel pela degradacdo de triptofano,
aminoéacido essencial na inducdo da resposta imune celular mediada pelas células Thl [73,74].
Fenotipicamente, as células Tr-1 em humanos séo identificadas pela coexpressdo de CD49b e
LAG-3 e pela producéo de elevados niveis de IL-10, principalmente quando ativadas via TCR
[75]. A maioria desses linfocitos T sdo CD4", mas ja foram descritos linfocitos T CD8* Tr-1-
similes por produzir IL-10 [55,74,75]. Em humanos, a disfuncdo dessas células tem sido
associada ao desenvolvimento de doencas autoimunes, como por exemplo, a esclerose multipla
e a diabetes do tipo 1 [76,77]. Finalmente, alguns subtipos de células B (Breg), ILCs e células
supressoras mieldides (MDSC) exercem funcdes essencialmente anti-inflamatorias [78,79].

Falhas na regulagéo do sistema imune s&o implicadas no desenvolvimento de condicdes

de fundo imunomediado, incluindo quebras no processo de autotolerancia, gerando doencas
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autoimunes, assim como respostas exacerbadas a antigenos, como observado nas reacdes

alérgicas a antigenos inocuos [80,81].

b) Doencas alérgicas

As doengas alérgicas sdo condicGes patoldgicas causadas pela resposta imune
exacerbada a antigenos indcuos, chamados de alérgenos. So patologias comuns e amplamente
distribuidas geograficamente, afetando cerca de 30% da populacdo mundial, de diferentes
grupos etarios. O conjunto de doengas alérgicas € bastante heterogéneo, com condi¢des de
menor gravidade, como arinite, a patologias de alta morbidade e mortalidade, como a anafilaxia
[82].

A rinite alérgica, ou rinoconjutivite, é caracterizada por afetar o trato respiratorio
superior, em especial a cavidade nasal, mas podendo também afetar a nasofaringe e a
conjuntiva. Os principais sintomas séo: espirros, prurido, obstrucéo nasal e rinorréia intensa e
hialina, podendo durar dois dias ou mais, com reversao do quadro clinico espontaneamente ou
apos tratamento [83]. A rinite alérgica € uma doenca comum, afetando individuos
independentemente do pais de origem, etnia ou idade. Estima-se que a rinite alérgica afete de
10 a 30% da populagdo mundial. Em relacéo a prevaléncia da doenga em criangas de 6 a 7 anos
e de 13 a 14 anos, o Brasil apresenta a segunda maior média mundial (47,2%), ultrapassada
apenas pelo Chile (48%) [14,84]. Os alérgenos mais comuns associados a rinite alérgica sdo
proteinas encontradas nos alimentos, nas fezes de acaros e insetos, além de pelos de animais e
fungos. Comorbidades que apresentam forte correlagdo com a rinte alérgica sdo conjutivite e
asma [85].

A asma é uma grave doenca cronica inflamatdria que afeta, principalmente, as vias
respiratorias inferiores. As manifestacbes clinicas da asma sdo caracterizadas pela
hiperresponsividade brénquica, em fungdo da resposta anormal do sistema imune inato e
adaptativo, gerando superproducdo de muco e remodelamento das vias aéreas. Os sintomas
mais comuns incluem: dificuldade para respirar, sibilo, tosse e desconforto toracico, podendo
evoluir a asfixia e 6bito [86]. Tradicionalmente, a asma é dividida em 2 tipos: asma alérgica
(AA), cujas reacOes imunes sdo mediadas de maneira IgE dependentes, e a asma néo alérgica,
ou intrinseca, que possui imunopatogénese heterogénea. Recentemente, em funcdo da
heterogeneidade observada, foram propostas novas classificagcdes para a asma, determinadas a
partir do tipo celular imune predominante na patogenia de cada caso. Apesar disso, a asma

alérgica, ou eosinofilica, ainda é o subtipo mais predominante, estimando-se que 50% dos
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adultos asmaticos apresentem tal classificacdo de doenca [86,87]. Com relacdo a sua
epidemiologia, é estimada que a asma afete mais de 300 milhGes de pessoas no mundo, com
consequéncia de uma morbidade significativa e altos custos anuais com o manejo da condicéo,
estimados em exceder 18 bilhdes de ddlares anualmente nos Estados Unidos [88].

As doengas alérgicas séo tradicionalmente associadas as reacoes de hipersensibilidade
do tipo I, mediadas por IgE, com participacdo do fendtipo Th2 [89]. Os alérgenos
desencadeadores das reacOes alérgicas sdo substancias proteicas ou associadas a proteinas, de
diferentes origens, mas possuidoras de caracteristicas bioguimicas comuns, como baixo a medio
peso molecular, estabilidade, elevada solubilidade em fluidos corporais por serem moléculas
glicosiladas. Apesar da razdo exata do porqué apenas alguns individuos desenvolvem respostas
exacerbadas a esses antigenos indcuos ainda ndo ser totalmente esclarecida, estudos apontam
uma associagdo genética representada principalmente pela heranca de determinados alelos do
MHC (ou HLA - Antigeno Leucocitario Humano). Foi relatado que o histérico de doencas
alérgicas nos progenitores pode aumentar em mais de trés vezes o risco de a prole também
desenvolver a condicdo. Apesar de diversos outros genes serem relacionados a diferentes
doencas alérgicas, o desenvolvimento dessas patologias provavelmente depende de eventos
adversos que comprometam os mecanismos de tolerancia imunoldgica [90,91].

A resposta alérgica pode ser dividida em 3 fases: A fase de sensibilizacdo, que é
assintomaética, e as fases clinicamente aparentes de inicio imediato ou tardio. Na fase de
sensibilizacdo das reacdes alérgicas mediadas pela IgE, o individuo geneticamente suscetivel,
chamado atopico, ao entrar em contato inicial com o alérgeno ira apresentar, através das DCs,
peptideos acoplados ao MHC de classe Il para células T CD4" alérgeno-especificas que irdo se
diferenciar no fenétipo Th2. Através da réapida dispersdo, as moléculas alergénicas chegam
rapidamente as zonas ricas de células B localizadas nos foliculos linfoides mais préximos aonde
serdo reconhecidos pelos receptores de antigenos, chamados BCRs, dos linfécitos B alérgeno-
especificos. Com a ajuda das células Th2, particularmente o subtipo Tfh2, que produz néo
apenas IL-21, mas também IL-4 e IL-13 [92], as células B irdo se transformas em plasmaocitos
de longa-vida secretores de IgE [93]. A IgE, por sua vez, se ligara a receptores de alta afinidade,
0s FceRI, expressos na superficie dos mastocitos, basofilos e eosinofilos, sensibilizando-os
[94].

Em um subsequente contato com o mesmo alérgeno, o reconhecimento dessas particulas
pela IgE acoplada aos mastocitos ira induzir imediata degranulagdo celular com liberagdo de
grandes quantidades de histamina, uma amina vasoativa capaz de induzir vasodilatagéo e

aumento de permeabilidade dos pequenos vasos locais. Ademais, a sinalizagéo intracelular
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decorrente da formacdo do complexo superficial IgE/alérgeno ira induzir a sintese de potentes
mediadores inflamatérios, tais como os leucotrienos (LT), prostaglandinas e citocinas pro-
inflamatdrias. Os sintomas observados na reacéo inicial sdo decorrentes das a¢fes da histamina
e podem ser totalmente bloqueados ou revertidos pelo uso de anti-histaminicos [95]. Na
dependéncia da regido anatbmica que essa amina vasoativa € liberada, a histamina promove
imediata formacdo de edema, urticéria, prurido, broncoconstri¢do, aumento do peristaltismo,
diarreia e vomitos [94]. Uma liberacdo sistémica da histamina nas reacdes de anafilaxia provoca
alteracdes vasculares potencialmente fatais devido ao choque hipovolémico, caracterizado por
intenso edema intersticial e\ou vomitos e diarreias, e cardiogénico, causando arritmias.

A fase tardia da reacdo alérgica tem inicio entre duas a quatro horas ap6s o contato com
0 alérgeno e é caracterizada pela infiltracdo de eosinodfilos e células Th2 induzida pelas
qguimiocinas eotaxina (CCL11) e RANTES (CCL5) produzidas pelos mastocitos locais
cronicamente ativados. Enquanto as células Th2 podem ser reestimuladas a proliferar e liberar
IL-4, IL-5 e 1L-13, os eosinofilos sdo ativados pelo complexo IgE/Alérgeno [94]. A ativagdo
dos eosindfilos leva a liberacdo de substancias tdxicas, como enzimas eosinofilicas toxicas, e
de mediadores lipidicos, os leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4) e fator estimulador de plaquetas
(PAF). Além de ampliar a produgdo desses mediadores lipidicos, a IL-5 e a IL-13 podem
aumentar a producdo de muco pelas células epiteliais e sintese de colageno pelos fibroblastos
[96,97]. A resposta imune crbnica derivada da reacdo tardia € fundamental na patogénese das
doencas alérgicas, sendo responsavel, por exemplo, pela remodelacao das vias aéreas observada
na asma [98].

Um segundo fend6tipo de células T CD4™ tem sido recentemente implicado nas reagdes
alérgicas envolvendo IgE: O fen6tipo Th9 [99]. A diferenciacdo desse fen6tipo é mediada pelas
citocinas IL-4 e TGF-p [100], tendo como fator de transcrigdo principal a molécula PU.1, que
mantém a producao de IL-9 estavel [101,102]. Em pacientes asmaticos foram encontrados altos
nameros de células Th9 na mucosa brénquica [103,104], tendo a IL-9 a capacidade de prolongar
a sobrevida de mastdcitos, e em conjunto com a IL-4, aumentar a producdo de IgE. A presenca
de células Th9 amplifica a producdo de eotaxinas, facilitando a infiltracdo eosinofilica no
tecido, assim como a amplificagcéo da agOes da IL-5 e IL-13, em, respectivamente, aumentar a
sobrevivéncia de eosinofilos e a produgéo de muco [99].

Apesar do classico reconhecimento do envolvimento do fendtipo Th2 na patogenia das
reagOes de hipersensibilidade do tipo I, 0 uso de antagonistas de IL-4 tem falhado em muitos
estudos clinicos [105,106]. Além do mais, apesar da terapia usando anticorpos monoclonais

anti-1L-5 (Mepolizumab e Reslizumab) ter reduzido o numero de eosindfilos no sangue e
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producdo de muco nas vias aéreas de pacientes asmaticos [107], esses monoclonais nédo
induziram melhora clinica significativa nas fases tardias da resposta alérgica. Na verdade,
terapia com anticorpos anti-IL-5 demonstrou ser essencialmente eficiente apenas em um
subgrupo de pacientes asmaticos cujos eosinofilos tém um papel patogénico central [107,108].

Consequentemente, o0 envolvimento cléssico das células T CD4" de fendtipo Th2 ndo
consegue mais explicar a heterogeneidade clinica das reacdes alérgicas. Com o conhecimento
atual acerca da complexa biologia das células T CD4", outros fenétipos celulares tém sido
implicados nas reacOes alérgicas, particularmente na asma. Alguns estudos mostram intensa
infiltracdo de neutrdfilos, e ndo de eosinofilos, nas vias aéreas de alguns pacientes,
especialmente aqueles que respondem pobremente aos esteroides, sugerindo envolvimento das
células Th17 nas alergias imediatas [109,110]. Em acordo com essa hipétese, a expressdo da
proteina IL-17 no lavado bronco-alveolar correlacionou-se positivamente com os niveis de
neutréfilos e com a severidade da asma em pacientes atopicos [110-112]. Acredita-se que a
presenca de células Th1l7 imprima um fendtipo mais agressivo a asma e com menor
responsividade aos corticoides [106,113,114]. De fato, em modelo experimental de asma
alérgica, a IL-17 induz potente hiperreatividade bronquica e potencializa a insensibilidade das
células epiteliais bronquicas aos esteroides [115-117]. Em culturas de células brénquicas
humanas, as células Th17 estimularam a producdo de mucinas (MUC) do tipo MUCS5AC e
MUCS [118]. A IL-17 também eleva a secrecéo de IL-1p, IL-6 e do fator estimulador de coldnia
para granulécitos e mondécitos (GM-CSF) pelas células epiteliais das vias aéreas, pelas células
endoteliais e também pelos fibroblastos levando a um disparo no recrutamento de neutréfilos
[111]. Adicionalmente, outros autores sugerem a participacdo de células de fenétipo duplo
Th2/Th17 na génese da asma grave [119,120].

Em pacientes com rinite alérgica, estudos recentes também implicaram a participacao
de células Th17 [121,122]. Nesses pacientes 0s niveis séricos de IL-17 foram correlacionados
positivamente com a gravidade de sintomas [123,124]. Em modelo murino da doenga, o
tratamento com anticorpos anti-1L17 foi capaz de atenuar os sintomas de rinite alérgica,
diminuir a infiltracdo eosinofilica e neutrofilica, assim como suprimir as respostas mediadas
por Th2 e Th17, enquanto estimulam a resposta por células Treg [125].

As reacOes cronicas de hipersensibilidade do tipo | podem afetar de maneira
significativa a qualidade de vida do paciente, o que pode favorecer o desenvolvimento de
transtornos mentais, tal como a depressdo. Estudo nacional coreano de 2018 por Tzeng e
colaboradores correlacionou o historico de doencas alérgicas, incluindo dermatite atopica,

rinoconjutivite e asma, ao aumento de 1,66 vezes na probabilidade do desenvolvimento de
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transtornos mentais [13]. A ocorréncias desses transtornos de comportamento deve impactar no

progndstico das reacdes alérgicas a longo prazo.

¢) Transtornos Mentais

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é a condicdo classica do grupo dos transtornos
depressivos, sendo caracterizado por episodios distintos de pelo menos duas semanas de
duracdo, envolvendo alteracBes nitidas no afeto, cognicdo, fungbes neurovegetativas e
remissOes interepisddicas. O diagnostico pode ser baseado em um Unico episédio, mas a
recorréncia dos episddios é comum. Para o diagndstico de um quadro de depressao maior, é
necessaria a observacao de 5 ou mais sintomas, em um periodo minimo de duas semanas, sendo
eles [4]:

a) Humor deprimido na maior parte do dia, quase todos os dias, conforme relatado
pelo paciente ou por observagéo de terceiros;

b) Acentuada diminuicdo do interesse ou prazer em todas ou quase todas as
atividades;

c) Perda ou ganho significativo de peso, sem estar fazendo dieta, ou reducdo ou
aumento do apetite;

d) InsOnia ou hipersonia;

e) Agitacdo ou retardo psicomotor;

f) Fadiga ou perda de energia;

g) Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropriada;

h) Capacidade reduzida de pensar ou se concentrar, ou indeciséo;

i) Pensamentos recorrentes de morte, ideacdo suicida recorrente sem um plano

especifico, uma tentativa de suicidio ou um plano para cometer suicidio.

Em relagéo a prevaléncia dos casos de TDM, a Associagdo Americana de Psiquiatria
(APA) estima nos Estados Unidos da America uma prevaléncia de 7%, com acentuada diferenca
entre faixas etarias: 3 vezes maior entre individuos de 18 a 29 anos, quando comparados a
pessoas acima de 60 anos. Observa-se também uma maior prevaléncia no género feminino, de
1,5 a 3 vezes mais casos [4]. A OMS estima que, em 2015, a prevaléncia mundial tenha sido de
4,4% e corrobora a maior frequéncia em pessoas do género feminino. A organizagdo também
estima um aumento de 18,4% no namero de casos globais no periodo de 2005 a 2015 [1]. A

partir do ano de 2020, com o inicio da pandemia da Doenca do novo Coronavirus 2019(
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COVID-19) , os casos de TDM e transtornos de ansiedade aumentaram significativamente,
sendo estimado um aumento global de cerca de 26,3% em transtornos depressivos e 25,6% em
transtornos de fundo ansioso [126].

O tratamento do TDM pode ser dividido amplamente em 3 categorias: antidepressivos,
terapia eletroconvulsiva (ECT) e intervencdes psicossociais. O tratamento farmacoldgico com
uso de antidepressivos tem como primeira linha o uso os inibidores seletivos da recaptacéo da
serotonina (ISRS), com outras possiveis opcBes incluindo os antidepressivos triciclicos,
tetraciclicos e atipicos [127].

Sobre as possiveis comorbidades, frequentemente sdo observados transtornos
relacionados ao abuso de uso de substancias, transtorno do pénico, transtorno obsessivo-
compulsivo, anorexia nervosa, bulimia nervosa e transtorno de personalidade bordeline [4]. A
ocorréncia de transtornos de ansiedade (TA) também é bem comum nos pacientes com TDM,
estimando-se que mais de 70% dos pacientes possam apresentar sintomas de ansiedade e/ou TA
[2,3].

Os transtornos de ansiedade (TA) sdo um grande grupo de aflicdes dentro dos
transtornos mentais, sendo umas das condi¢cdes de maior incidéncia mundial. Exemplos de
condicBes associadas a essa classificacdo incluem fobias especificas, transtorno de ansiedade
social, transtorno de péanico, agorafobia e transtorno de ansiedade generalizada. As doencas
relacionadas a esse grupo de pacientes tém como caracteristica comum os sentimentos de medo
e ansiedade excessivos, levando a perturbacfes sensiveis no comportamento do individuo.
Caracteriza-se 0 medo como a resposta emocional a ameaca iminente real ou percebida, sendo
associada com aumento da excitabilidade autonémica, de maneira a permitir a resposta
necessaria para luta ou fuga. Em contrapartida, a ansiedade é caracterizada pela tensdo muscular
e vigilancia, em preparo para perigo futuro, com comportamentos de cautela ou esquiva [4].

Em relacdo a prevaléncia, a APA, estima nos Estados Unidos da América uma
porcentagem de 0,9% de Transtorno de Ansiedade Generalizado (TAG) entre adolescentes e
2,9% em adultos. Em outros paises, a mesma estima prevaléncia de 0,4% a 3,6% para 0 mesmo
transtorno. E destacada também a maior probabilidade no género feminino, cerca de duas vezes
mais, ao desenvolvimento de transtornos ansiosos em geral [4]. Em nameros globais, a OMS
calcula que 3,6% da populacdo mundial seja afetada por ansiedade, com nimeros totais de 264
milhGes de pessoas, sendo tambem observada maior prevaléncia no género feminino [1].

O tratamento dos TAs pode ser divido em intervengBes farmacologicas ou ndo
farmacoldgicas. As ndo farmacoldgicas incluem intervengdo psicossocial e psicoterapia. O

tratamento farmacologico envolve principalmente o uso de ansioliticos, como o0s
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benzodiazepinicos e antidepressivos de diferentes classes, como os inibidores seletivos da
recaptacéo de serotonina [128].

Como descrito anteriormente, a coexisténcia de mais de um transtorno de
comportamento € comum, especialmente no caso do TDM, aonde mais de 70% dos pacientes
sdo também acometidos por TAs. A alta incidéncia de comorbidade é interessante e deve ser
explicada, ao menos em parte, pelo compartilhamento de processos patoldgicos, apesar da
desconhecida etiologia de ambos transtornos mentais. Entretanto, estudos apontam como
possivel causa para o desenvolvimento de transtornos mentais a desregulacdo na producéo e
funcdo de monoaminas, substancias que agem como neurotransmissores no sistema nervoso
central [129].

Umas das teorias mais aceitas para a elucidacdo da etiologia do TDM ¢é a hipétese das
monoaminas, postulando que a depressdo € causada pela diminuicdo das funcgdes das
monoaminas no cérebro, incluindo substancias como a noradrenalina e serotonina. A hipGtese
foi formulada a partir da observacéo clinica dos efeitos de antidepressivos rudimentares, mas
gue possuiam uma caracteristica em comum: alterar a transmissdo de monoaminas, seja por
retardar a sua recaptacdo ou por inibir sua degradacédo [129].

A 5-hidroxitriptamina (5-HT), conhecida como serotonina, é um importante
neurotransmissor, possuindo importantes implicagfes na fisiologia de diversos sistemas do
corpo humano. Sua funcdo fisiolégica decorre de sua ligacdo a seus receptores, sendo
conhecidos, em mamiferos, 7 classes de receptores, além de 15 subtipos, descritos na Tabela 1
[130]. No Sistema Nervoso Central (SNC), a serotonina é conhecida por modular virtualmente
todos 0s processos comportamentais humanos, sendo implicada na regulacdo de processos
como, por exemplo, humor, percep¢do, memoria, apetite, agressao, medo, sexualidade, resposta
a estresse. Nos sistemas periféricos, a 5-HT também possui importante fungdes, modulando
respostas de sistemas como o sistema cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, urinario,
sexual e imune [130,131]. De maneira relativamente contraditéria a sua importancia na
modula¢do comportamental no SNC, a maior quantidade de serotonina produzida, cerca de
98%, é encontrada em outros sistemas, agindo como um hormonio periférico. Apesar de sua
baixa produgéo no SNC, a 5-HT desempenha, como descrito, papel essencial na modulacéo de
respostas comportamentais essenciais. Nos transtornos mentais, em especial a depressao, a

desregulacdo na producdo de 5-HT e alteracfes na expressdo de seus transportadores e
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receptores, em especial o receptor 5-HT1a, tém sido considerados como uma possivel causa

etioldgica das doencas [132].

Tabela 1 - Distribuicdo de Receptores de Serotonina em Células do Sistema Imune

Cell type 5-hydroxytryptamine SERT Tryptophan MAO
receptors hydroxylase 1

Monocytes and 1A, 1E, 2A, - + +

macrophages 3A.4,7

Microglia 2B, 5A, 7

Dendritic cells 1B, 1E, 2A, + +
2B, 4,7

Neutrophils (1A, 1B, 2)

Basophils

Mast cells 1A - +

Eosinophils 1A, 1B, 1E, 2A, 2B, 6

B cells 1A, 2A, 3, 7 -

T cells 1A, 1B, 2A, 2C, 3A, 7 - + +

NK cells

Platelets 2A, 3 - -

Endothelial cells 1B/Dg, 2A, 2B, 4 + +

Vascular smooth 1D, 2A, 2B, 7

muscle cells

Fonte: HERR; BODE; DUERSCHMIED (2017).

A hipétese de que o sistema imune tem participacdo no desenvolvimento da depresséo
foi cunhada na década de 80 a parir de um estudo classico demonstrando, pela primeira vez,
uma relacéo causal entre 0 uso do IFN-a, para tratar pacientes com hepatite viral cronica, e o
desenvolvimento sintomas relacionados & ansiedade e depressdo com idealizagdo suicida [133].
De maneira interessante, com a interrup¢do do tratamento, os sintomas observados nos
pacientes extinguiam-se por completo [133]. Esse achado abriu novas frentes de pesquisa sobre
o papel das citocinas inflamat6rias como causadoras de um desequilibrio na circuitaria das
regides limbicas do SNC. Desde entdo, varios estudos tém demonstrado uma relagdo entre
elevados niveis plasmaticos de citocinas, como IL-1p, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a. ¢ IFN-y
com o desenvolvimento e gravidade de doencas mentais [8,134,135]. A origem dessas citocinas
pode ser devido a ocorréncias de reacdes de hipersensibilidades, tais como observada nas
doencas autoimunes [10,136,137]. Por outro lado, pacientes com TDM s&o mais suscetiveis ao
desenvolvimento de doengas imunomediadas, tais como doengas cardiovasculares, diabetes do

tipo 2, fadiga crénica, sindrome metabolica e autoimunidades [9,138,139]. A relacdo entre o
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TDM com essas patologias deve envolver a producdo de citocinas inflamatorias IL-1p, IL-6 e
TNF-a [134,135,140].

Apesar do estado inflamatorio basal mais elevado, 0 TDM pode afetar a resposta a
doencas infecciosas [141]. No caso da infecdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida humana
(HIV), estudos tém demonstrado que sintomas depressivos aumentam a velocidade com que o
paciente progride para a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (Aids) [142,143]. Os
mecanismos por trds dessa relacdo adversa ndo foram ainda esclarecidos, mas devem estar
associados aos elevados niveis de cortisol, que sabidamente inibe a resposta imune
preferencialmente de mediacédo celular [144], e expansdo de células T exauridas e disfuncionais
devido a expressao de Tim-3, PD-1 e CD57 [145,146]. Enquanto a ligacdo de Tim-3 e PD-1
aos seus respectivos ligantes, galectina-9 e PD-L1, mantém os linfécitos T em estado de
anergia, a expressao do CD57 tem sido associada a perda da expressdo do CD28 e da capacidade
linfoproliferativa dessas células [147-149]. Ademais, pacientes infectados pelo HIV e com
TDM tém menor probabilidade de aderéncia ao esquema de tratamento [142]. Foram relatadas
também correlagdes entre o transtorno, imunossenescéncia e infeccdo por citomegalovirus
[150]. Recentemente, estudo por Lee e Giulliani (2019) também revelou maior incidéncia de
depressdo em pacientes que sobreviveram a quadros de sepse, que é caracterizada pela elevada
producdo de mediadores pro-inflamatdrios [137]. Em resumo, esses achados sugerem ndo
apenas uma relacdo entre aumento de citocinas inflamatérias com a etiologia da TDM, como
também sugerem que esses eventos podem levar a imunossenescéncia.

As alteracdes observadas no sistema imune em pacientes com TAs sdo muito
semelhantes as ocorridas em pacientes depressivos, muito provavelmente em funcdo da alta
comorbidade dos dois transtornos. Assim como em pacientes com depressao, sdo observados o
aumento de marcadores pro-inflamatérios plasmaticos como proteina C reativa (RCP), IL-1 e
IL-6 [151], assim como o aumento de outras citocinas, incluindo TNF-a, IL-4 e IFN-y,
acompanhadas da menor producdo de mediadores anti-inflamatérios, como 1L-10 [152]. De
forma interessante, estudo conduzido por Vieira e colaboradores (2010) demonstrou uma maior
producéo de citocinas relacionadas ao fendtipo Th17, IL-17, IL-6 e TNF-a, em culturas de
células mononucleares do sangue periférico contendo células T policlonalmente ativadas
obtidas de pacientes com TAG quando comparado aos individuos saudaveis [153], sendo esse
evento amplificado pela adi¢éo de substancia P [154] ou dopamina [155]. Ademais, ainda nessa
série de estudos, comprometimento na producdo de IL-10 e de IFN-y, assim como na
capacidade de corticoides em controlar a producéo de citocinas relacionadas ao fenotipo Thl7,
foram observados nas culturas de células dos pacientes com TAG quando comparado ao grupo
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controle [154,155]. Queda na producdo de citocinas relacionadas ao fendtipo Thl, tal como
IFN-y, deve ajudar a explicar porque pacientes com TAs tém uma resposta comprometida a
infeccbes e a imunizagdes [5,6,156]. Por outro lado, aumento na produgdo de citocinas
relacionadas ao fen6tipo Th17, associado a menor producdo de IL-10, pode ajudar a entender
porque doencas de comportamento sdo descritas como fatores de risco para recaidas clinicas
em pacientes acometidos por doencas autoimunes [10]. Apesar de transtornos mentais também
terem sido associados a gravidade de condicdes alérgicas [7,13], nenhum estudo até o presente
momento avaliou como a ocorréncia de TDM compromete o comportamento das células T CD4

de pacientes com rinite e asma alérgicas.
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1. OBJETIVOS

1.1.

Objetivo Geral

Avaliar o impacto do TDM e o papel da serotonina em modular o perfil de citocinas

produzidas pelas células Thl, Th2, Th17 e Treg de pacientes com asma e rinite alérgica.

1.2.

Objetivos Especificos

Avaliar a proliferacdo e producdo de citocinas das células T em culturas de
PBMC de pacientes alérgicos com ou sem TDM,;

Correlacionar a producéo de citocinas com a gravidade dos sintomas depressivos
e ansiosos;

Analisar, por citometria de fluxo, a distribuicdo dos diferentes fenotipos efetores
de células T em pacientes com asma alérgica;

Correlacionar a distribuicdo dos fendtipos com a gravidade dos sintomas
depressivos e ansiosos;

Avaliar, por citometria de fluxo, a distribuicdo de células T regulatérias, e
correlacionar suas porcentagens com a gravidade dos sintomas depressivos e
ansiosos;

Analisar a capacidade da serotonina em modular a produgdo de diferentes

citocinas em culturas de pacientes alérgicos com ou sem TDM.
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Abstract

Introduction: Major depressive disorder (MDD) can impact
the severity of allergic rhinitis (AR) and asthma (AA). Here, we
evaluated the cytokine production by T-cells from ARand AA
patients with or without MDD. The effect of serotonin onthe
invitro T-cell response was also evaluated. Methods: The cy-
tokines produced by activated T-cells were measured by Lu-
minex and flow cytometry. In some cell cultures, serotonin
was added. Results: MDD not only enhanced the production
of Th2- and Th17-related cytokines, but also, the levels of in-
terleukin (IL)-5 and IL-17 were directly correlated with the
severity of depression and anxiety symptoms. As compared
with AR, the levels of IL-17 were higher and the release of IL-
10 was lower in activated T-cell cultures from AA patients,
mainly those with MDD. In AA/MDD patients, the severity of
anxiety symptoms and lung disease was directly correlated
with Th17-like and hybrid Th2/Th17 cells, but inversely cor-
related with IL-10-secreting CD4* T-cells. Finally, the addi-
tion of serotonin reduced the production of Th2- and Th17-

related cytokines, but elevated IL-10 secretion in cell cul-
tures from both AR and AA patients. Conclusions: Our
findings suggest that not only the occurrence of MDD but
also the severity of anxiety symptoms, may adversely affect
the outcome of allergic reactions by favoring the production
of cytokines implicated in the pathogenesis of AR and AA, a
phenomenon that was attenuated by serotonin.

©2021S. Karger AG, Basel

Introduction

Allergic rhinitis (AR) and asthma (AA) are diseases
characterized by immune-mediated reactions to inhaled
allergens involving upper and lower airways, respective-
ly, and affect between 10 and 30% of the population [1].
Although AR is not usually a severe disease, it can alter
the social life of patients, and the signs and symptoms
include sneezing, itching, and nasal obstruction. More-
over, AR is a major risk factor for developing persistent
AA, which could be classified as mild, moderate, and se-
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vere, depending on the frequency and severity of the
symptoms, as well as the response to classical therapy [2].
Common AA symptoms include recurrent episodes of
wheezing, breathlessness, chest tightening, and/or
coughing that vary in duration and intensity. In more
severe forms of the disease, progressive airway tissue re-
modeling, with increased smooth muscle mass, fibrosis,
and mucus production lead to a severe decline in lung
function and airway obstruction that can be life threaten-
ing [3]. The necessity of persistent pharmacological
treatment in the management of persistent AA is reflect-
ed in the high cost of the disease: over 80 billion dollars
per year in the USA and 20 billion euro per year in Eu-
rope (4, 5]. Brazil is fifth in the world in terms of preva-
lence of AA, with approximately 13% of the population
affected [6].

Classically, atopic AR and AA are associated with an
allergen-specific Th2 immune reaction with the produc-
tion of high levels of cytokine interleukin (IL)-4, IL-5,
and IL-13 [7]. This CD4" T-cell phenotype is differenti-
ated by dendritic cells expressing allergen peptides/
MHC class 2 complexes in the presence of IL-4 and IL-
25 [2, 3, 8]. Moreover, follicular Th13 cells, by produc-
ing IL-21 and IL-13, promote allergen-specific B-cell ac-
tivation and production of somatic hypermutated IgE
[9]. Following allergen re-exposure, memory Th2 and
follicular Th13 cells produce high levels of IL-4, IL-5,
IL-13, and IL-21 that enhance not only IgE production,
but also activate IgE-sensitized mast cells and eosino-
phils in the respiratory tract of allergic patients [10, 11].
In AR, the symptoms are particularly a result of the bio-
logical action of histamine released by mast cells [12]. In
AA, large amounts of eosinophil-derived sulphidopep-
tide leukotrienes (LTC4, LTD4, and LTE4) and platelet-
activating factor provoke acute attacks due to their abil-
ity to induce local vasodilatation, edema formation,
neurogenic stimulation, smooth muscle contraction,
and mucus hypersecretion [13, 14]. Therefore, while the
control of AR episodes involves the use of antihista-
mines, the control of AA attacks depends on the use of
B2 agonists (bronchodilators) and inhaled corticoids
(ICs) [15, 16]. Nonetheless, the pathogenesis of AA is
more complex than imagined, and in some patients, the
disease is not adequately controlled, despite high doses
of ICs [17]. The great majority of those patients respond
to allergen provocation by inducing intense neutrophil
infiltration into respiratory airways [7, 18], suggesting
the involvement of Th17 cells in severe forms of AA
[19]. Indeed, increased levels of IL-17, the signature cy-
tokine of this cell phenotype, and IL-23, necessary for
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Th17 cell stabilization, were found in the serum and
lungs of patients with severe asthma [20-23]. Moreover,
dual IL-17 and IL-4-secreting CD4" T cells have also
been detected in bronchial-alveolar lavages (BAL) of
some patients with severe asthma [24, 25]. The involve-
ment of IL-17-secreting CD4" T cells should lead to
more severe damage due to neutrophil activation and
lower ICs responsiveness [26-28]. Indeed, in vitro stud-
ies have demonstrated a greater sensitivity of Th2 cells
to corticoids when compared to Th17 and IL-4* Th17
cell subsets [29].

Independent of immune endotype, the severity of ex-
acerbation in AR and, mainly, AA should reflect damage
to the functioning of regulatory CD4" T cells, such as low-
er production of anti-inflammatory cytokine IL-10 by
CD4" T cells that express (Tregs) or not (Tr-1) the FoxP3
marker [30]. It is probable that, by favoring imbalance
between different CD4" T cell subsets, adverse events as-
sociated with modern lifestyle, like depressive and anxi-
ety disorders, should contribute to both the elevated prev-
alence and severity of AA observed in recent decades [31,
32].

Several studies have revealed an association between
rheumatoid arthritis (RA) and AA, and major depres-
sion disorder (MDD) [33-35]. AA diagnoses were more
frequentin patients suffering from recurrent psychiatric
disorders [36]. The occurrence of anxiety and depressive
symptoms appears to increase the severity of allergic re-
actions and the failure of therapeutics, leading to exac-
erbation of the condition and a significantly greater
drain on the health-care system [37, 38]. This adverse
relationship between allergic diseases and mental disor-
ders might be related to imbalances in the cytokine net-
work [39, 40]. High levels of pro-inflammatory cyto-
kines IL-1pB, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-a are
associated with MDD [41, 42]. This elevated inflamma-
tory status should involve, at least in part, lower avail-
ability of serotonin (5-hydroxytryptamine [5-HT]), a
neurotransmitter with immunoregulator properties
[43]. In different biological systems, 5-HT modulates
the production of cytokines by mononuclear cells in a
dose-dependent manner [44, 45]. In the context of au-
toimmune diseases classically mediated by Th17 cells,
5-HT reduced the production of IL-17 and elevated IL-
10 release [46]. In the scenario of RA and AA, theimpact
of MDD on the production of cytokines related to Th1/
Th2 and Th17/Treg phenotypes, as well as the effects of
5-HT on in vitro cytokine production are lacking. The
main objective of the present study was to address pre-
cisely this lacuna.

Oyamada et al.
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Table 1. Characteristics of subjects

Control® RAP AAS
Subjects, n 20 20 44
Gender, female/male, n 10/10 15/5 30/14
Age, years, mean + SD 31.249.1 30.8+9.6 33.8+10.1
MDD, %¢ 0 50 55
BMI, median (range)* 25.1(18.8-32.1)  24.8(19.6-34)  28.5(19.1-35.4)

Of note, patients were allowed to use ICs, but not systemic steroids for 1 month prior
to the study. MDD, major depressive disorder; AA, allergic asthma; IC, inhaled corticoid;
RA, rheumatoid arthritis. * Healthy individuals and allergic patient. ® Rhinitis patient.
¢ Asthma patient. “MDD. ¢ Body mass index is a value derived from the mass (weight in
kg) and height (in meters) of an individual (lean: 18.5-24.9, overweight: 25-29.9 and obese

class 1: 30-35).

Methodology

Subjects

For our study, 44 patients with persistent AA (n = 24 with
MDD) and 20 patients with perennial RA (n =10 with MDD) (Ta-
ble 1) were recruited from March 2017 to March 2020 from the
Federal University of the State of Rio de Janeiro Hospital/[UNIRIO
(Rio de Janeiro, Brazil). None of the patients was using antidepres-
sant or anxiolytic drugs. Among the MDD patients, the severity of
both depressive and anxiety symptoms was determined according
to the Beck depression inventory (BDI) [47] and Beck anxiety in-
ventory (BAI) [48], respectively. In some studies, the pulmonary
functions of 24 AA patients (n = 12 with MDD) were assessed by
spirometry according to American Thoracic Society standards
[49] just before blood sampling, and asthma severity was evaluated
on the basis of the Global Initiative for Asthma criteria [50]. In
those AA patients, the severity of anxiety and depression symp-
toms were also assessed using the scales Hamilton Anxiety Rating
Scale (HAM-A) [51] and the Hamilton Depression Rating Scale
(HAM-D)-17 items [52], respectively. For some experiments, 20
age and sex-matched nonallergic healthy subjects (HS) were also
recruited. All subjects included were nonsmokers, with no history
of upper or lower airway infectious diseases 4 months prior to re-
cruitment in the study. Among the allergic patients, we excluded
those who were taking oral or intravenous steroids, theophylline,
long-acting p2-agonists, leukotriene antagonists, or antihista-
mines 1 month prior to the study. Patients receiving ICs were not
excluded. For some experiments, nonallergic subjects with (1 =16)
and without (n = 16) MDD were recruited as control. The Ethics
Committee for Research on Human Subjects at the Federal Uni-
versity of the State of Rio de Janeiro (UNIRIO) approved the study,
and blood was collected only after written informed consent was
obtained from each individual (CAAE 44951215.6.0000.5258).

Cell Cultures and Stimuli

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from subjects
were obtained from blood centrifugation on Ficoll-Hypaque gra-
dients. The viable cells, measured by trypan blue exclusion, were
adjusted to a concentration of 1 x 10° cells/mL and cultured in 24-
well flat bottom microtiter plates in 1 mL RPMI 1640 adding 2
mML-glutamine, 10% fetal calf serum, 20 U/mL penicillin, 20 pg/
mL streptomycin, and 20 mM HEPES buffer (GIBCO, Carlsbad,

MDD and Th2/Th17 Cytokines in
Allergic Patients

CA, USA). In some experiments, the cell cultures from AR and AA
patients were maintained for 72 h in the absence (medium alone)
or presence of anti-CD3/anti-CD28 beads (10 uL/mL) at 37°C and
5% CO,. The effect of serotonin (5-HT) on cytokine production
was evaluated after adding 200 ng/mL of 5-HT at the beginning of
the incubation period. The serotonin concentration used here was
based on physiological blood concentrations of serotonin [53].
The cell cultures were maintained at 37°C in a humidified 5% CO,
incubator.

Proliferation Assay

T-cell proliferation (1 x 10°/mL) in ARand AA PBMC cultures
in response to anti-CD3/anti-CD28 beads was measured by [3H]
thymidine incorporation, added to cultures at 4 uCi/well 8 h prior
to the conclusion of the 3-day incubation period. The cells were
harvested in glass fiber filters in an automatic cell harvester and
radioactive incorporation was measured using a liquid-scintilla-
tion counter. The results were shown as mean + SD of counts per
minute.

Quantification of in vitro Cytokines

The in vitro cytokine production by activated T cells from AR
and AA patients was quantified by Luminex using human Th1/
Th2/TH17 Cytokine 18-plex Panel (InvitroGen, San Diego, CA,
USA) according to manufacturer’s instructions. This multiplex
bead-based enzyme-linked immunosorbent assay was used to
measure IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A (IL-17),
IFN-y, TNF-q, and granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) in the supernatants from cell cultures.

Flow Cytometry Analysis

To identify different CD4* T-cell subsets according to the cy-
tokine profile, PBMC cultures (1 x 10%/mL) from 20 HS to 24 AA
patients (12 with MDD) were cultured in 24-well flat-bottomed
microplates with 2 mL of complete RPMI (ThermoFisher Scien-
tific Inc.) in the presence of phorbol myristate acetate (20 ng/mL;
Sigma-Aldrich) plus ionomycin (600 ng/mL; Sigma-Aldrich) and
brefeldin A (10 pg/mL) (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).
The cell cultures were maintained at 37°C in a humidified 5% CO,
incubator. After 4 h, PBMC were stained with mouse antihuman
monoclonal antibodies (mAbs) to CD3-PE-Cy5.5, CD14-APC,
CD4-FITC, IL-4-APC, IL-17-PE-Cy7, IFN-y-PE, and IL-10-APC.
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Fig. 1. The impact of MDD on T-cell proliferation and cytokine
production in atopic patients. PBMC cultures (1 x 10°/mL) from
20 patients with AR (10 with MDD) and 20 with AA (10 with
MDD) were activated with anti-CD3/anti-CD28 beads (10 pL/mL)
for 3 days. In (a), the cell proliferation (cpm) was determined by
capturing the [3H] TdR (1 uCi/mL) added to the cultures 8 h be-
fore the end of the incubation time. From (b-l), the levels of dif-

These mAbs and all isotype control antibodies were purchased
from BD Biosciences (San Diego, CA, USA). Briefly, whole blood
cells were incubated with mAbs for CD3 and CD4 for 30 min at
room temperature in the dark, according to manufacturer’s in-
structions. The cells were washed with PBS + 2% FBS, then the
whole blood cells were lysed with Fix/Lyse solution (eBiosciences)
for 10 min at room temperature before cell permeabilization,
which was performed by incubating cells with Cytofix/Cytoperm
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ferent cytokines (IL-1p, IL-6, TNF-a, GM-CSF, IL-17, IL-2, IFN-y,
IL-4, IL-5, IL-13, and IL-10) were quantified by Luminex. The
mean values were compared and the p value shown in the figures.
MDD, major depressive disorder; AA, allergic asthma; TNF, tu-
mor necrosis factor; PBMC, peripheral blood mononuclear cell;
cpm, counts per minute; GM-CSF, granulocyte macrophage colo-
ny-stimulating factor.

solution (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) at 4°C for 20 min.
After washing, the mAbs for intracellular staining (anti-IL-4-APC,
anti-IL-17-PE-Cy7, anti-IFN-y-PE, and anti-IL-10-APC) were
added and incubated for 30 min at4°C. The cells were acquired on
Accuri C6 (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) and analyzed using
Cflow (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA). Isotype control antibodies
and single-stained samples were used to periodically check the set-
tings and gates on the flow cytometer. After acquisition of 200,000~
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300,000 events, lymphocytes were gated based on forward and side
scatter properties after the exclusion of dead cells, by using prop-
idium iodide, and doublets. Additionally, gated cells were negative
for CD14 marker.

Statistical Analyzes

All statistical analyzes were conducted using the Prism 8.0 pro-
gram (GraphPad Software). One-way ANOVA, Student’s t, or
Mann-Whitney tests were used to assess variables in different ex-
perimental groups. The analysis of correlations between immuno-
logical events and the severity of depression and anxiety symptoms
was conducted using Spearman’s correlation. Significance in all
experiments was defined as p < 0.05.

Results

MDD Upregulates the Production of Th2- and Th17-

Related Cytokines in AR and AA Patients

For the first stage of this study, PBMCs from 20 AR
(RA [15 women and 5 men, 30.8 + 9.6 years old]) and 20
allergic asthma (AA [15 women and 5 men, 31.6 + 8.9
years old]) (Table 1) were cultured with anti-CD3/anti-
CD28 beads. Among patients, 50% of each patient group
had a diagnosis of recurrent MDD. As demonstrated in
Figure 1a, no difference was observed with regard to T-
cell proliferation between the AR and AA patients
(Fig. 1a). Also, the occurrence of MDD in AR and AA did
not impact T-cell proliferation. However, in those cell
cultures, higher production of IL-1B (Fig. 1b), IL-6
(Fig. 1c), TNF-a (Fig. 1d), IL-5 (Fig. 1j) and GM-CSF
(Fig. 1e) was observed in AR and AA patients with MDD.
Only in AA-derived cell cultures, the occurrence of MDD
elevated the production of IL-17 (Fig. 1f) and IL-13
(Fig. 1k). In contrast, the occurrence of MDD in AA pa-
tients, but not in the AR group, diminished the capacity
of activated T cells to produce Th1-related cytokines, IL-2
(Fig. 1g) and IFN-y (Fig. 1h). MDD did not impact the
release of IL-4 (Fig. 1i) in allergic patients, but reduced
IL-10 production in both cell cultures (Fig. 11). Finally, as
compared with the AR group, higher levels of IL-17
(Fig. 1f) and lower amounts of IFN-y (Fig. 1h), were pro-
duced by activated T cells from AA patients. In the ex-
periments performed in nonallergic subjects, the occur-
rence of MDD also altered the production of cytokines by
activated T cells. Higher production of IL-1p, IL-6,
TNF-q, IL-17, and IL-17, associated with lower IFN-y se-
cretion, was identified in the supernatants of cell cultures
from MDD individuals as compared with healthy ones
(see online suppl. Fig. 2; for all online suppl. material, see
www.karger.com/doi/10.1159/000517478). No differ-
ence was observed regarding the IL-2, IL-10, and Th2-

MDD and Th2/Th17 Cytokines in
Allergic Patients

Table 2. Correlation coefficient (r) between the BDI and BAI score
and the in vitro cytokine production T cells from AR and AA
patients

Cytokine, BDI BAI

Pyl r p value r p value
IL-1B 0.6568  0.0069 0.2310  0.346
IL-2 -0.4598  0.0731 -0.0930 0.7319
IL-4 0.1940  0.4715 0.0569  0.8340
IL-5 0.4099  0.1151 0.6225 0.0116
IL-6 0.5840  0.0175 0.3102  0.2422
IL-10 0.2413  0.3679 0.0506  0.8521
IL-13 0.3701  0.1574 0.4407  0.0888
1L-17 0.4006  0.1242 0.5778  0.0191
IL-21 0.4253  0.1005 0.2466  0.3573
IL-22 0.4685  0.0672 0.2356  0.3797
TNF-a 0.6396  0.0091 0.6454  0.0084
GM-CSF 04559  0.0771 0.4904  0.0517
IEN-y 0.1432  0.5968 0.4272  0.0988

AR, allergic rhinitis; AA, allergic asthma; BDI, Beck depression
inventory; BAI, Beck anxiety inventory; GM-CSF, granulocyte
macrophage colony-stimulating factor.

related cytokines (IL-4, IL-5, and IL-13) (online suppl.
Fig. §2). Of note, cytokine levels were undetectable in cell
cultures maintained with medium alone. Interestingly,
among MDD allergic patients, the levels of IL-1f, IL-6,
and TNF-q, and the production of IL-5,IL-17, and TNF-a
were directly correlated with the severity of depression
(BDI score) and anxiety (BAI score) symptoms, respec-
tively (Table 2). Similarly, the same correlations were ob-
served in the levels of TNF-q, IL-6, and IL-17 with BDI
and BAI score in nonallergic individuals suffering from
MDD (data not shown).

Impact of MDD on CD4* T-Cell Phenotypes in AA

Patients

For the second stage of our study, the lung function of
24 AA patients (12 with MDD, 15 women and 9 men, 33.7
+ 11.3) was determined prior to sampling blood. Those
patients were stratified into mild (n = 8), moderate (n =
7),and severe (n =9) AA. As control, blood samples were
also obtained from HS (n = 20; 10 women and 10 men,
31.2 +9.1). Different CD4"* T-cell subsets were analyzed
by flow cytometry after activating PBMCs for 4 h with
phorbol myristate acetate plus ionomycin. By using the
gating strategy shown in Figure 2a, we identified Th1-like
(IFN-y*IL-4 IL-177), Th2-like (IFN-y7IL-4* IL-17°),
and Th17-like (IFN-y IL-4™ IL-17%) cells, as well as hy-
brid Th1/Th17 and Th2/Th17 cell phenotypes. As com-
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Fig. 2. The frequency of different CD4" T-cell phenotypes in cell
cultures from A A patients with or without MDD and its relationship
with disease severity and depression and anxiety symptoms. PBMC
cultures (1 x 10°/mL) from HS (n = 20) and AA patients with (1 =
12 [3 mild, 4 moderate, and 5 severe]) or without (# = 12 [5 mild, 3
moderate, and 4 severe]) MDD were activated with PMA and iono-
mycin for 4 h and the percentage of CD4* T cells able to produce
IL-4, IL-17, and IFN-y was determined by cytometry. Taking into
consideration the gating strategy shown in the panel (a), the per-
centage of (b) Thl-like (IL-47IL-17"TFN-y*), (¢) Th2-like (IL-4*IL-
17°IFN-y"), (d) Th17-like (IL-4 IL-17*IFN-y~) and hybrid (e) Th1/

pared with HS, the frequency of Thl-like (Fig. 2b) and
Th1/Th17 phenotype (Fig. 2e) was significantly lower in
AA patients from both subgroups, with or without MDD.
On the other hand, an elevated proportion of Th2-like
cells (Fig. 2¢) and hybrid Th2/Th17 phenotype (Fig. 2f)
was detected in cell cultures from AA patients as com-
pared with HS. Concerning Th17-like cells (Fig. 2d), no
difference was observed in HS and AA patients without
MDD, but the proportion of this cell phenotype was sig-
nificantly higher in AA/MDD-derived cell cultures. In
addition to Th17-like cells, the occurrence of MDD in AA
also elevated the percentage of Th2/Th17 phenotype
(Fig. 2f). No difference was detected in the frequency of
Th2-like (Fig. 2c) and Th1/Th17 (Fig. 2e) among the 2
patient subgroups. The severity of depressive symptoms,
determined by HAM-D score, was negatively correlated
with the proportion of Thl-like cells (Fig. 2g), without
difference with regard to frequency of other cell pheno-
types. Also, the severity of anxiety symptoms (HAM-A
score) was inversely correlated with Th1-like cells (Fig. 21),
but directly correlated with Th17-like cells (Fig. 2n) and
Th2/Th17 phenotype (Fig. 2p). Finally, taking into con-
sideration the pulmonary function assessed by spirome-
try, lower levels of Th1-like cells were observed in severe
AA as compared with the mild form (Fig. 2q). Notably,

MDD and Th2/Th17 Cytokines in
Allergic Patients

Th17 (IL-4"IL-17*IFN-y*), and (f) Th2/Th17 (IL-4*IL-17*TFN-y*)
phenotypes were identified by cytometry. The mean values were
compared and analyzed between the different groups using the one-
way ANOVA and the p value shown in the figures (b—f). In (g-p),
the proportion of different CD4* T-cell subsets were correlated with
depression (HAM-D) and anxiety (HAM-A) symptoms, respective-
ly. From (m-u), the frequency of different CD4" T cells is shown as
a function of AA severity. The mean values were compared and the
p value shown in (g-u). MDD, major depressive disorder; AA, al-
lergic asthma; HS, healthy subject; PMA, phorbol myristate acetate;
PBMC, peripheral blood mononuclear cell.

higher Th2-like cell levels were detected among AA pa-
tients with a moderate form of the disease (Fig. 2r). On
the other hand, severe AA appears to favor the expansion
of Th17-like cells (Fig. 2s) and Th2/Th17 cell phenotype
(Fig. 2u), but negatively affects the percentage of Th1/
Th17 cell phenotype (Fig. 2t). With regard to IL-10-se-
creting CD4" T cells, we observed a lower frequency of
these lymphocytes in AA patients as compared with HS,
mainly among AA/MDD ones (Fig. 3a, b). No relation-
ship between this cell phenotype was observed with
HAM-D score (Fig. 3c), but a lower frequency was ob-
served in depressed patients that presented severe anxiety
symptoms (HAM-A score) (Fig. 3d). Despite the small
sample size, the lowest percentage of IL-10*CD4" T cells
was observed in severe AA patients as compared with the
mild form of the disease (Fig. 3e).

Exogenous Serotonin Modulates in vitro Cytokine

Production by Activated T Cells from AR and AA

Patients

MDD pathology is associated with a reduction in
monoamine production, particularly 5-HT [54, 55], a
neurotransmitter with known immunoregulatory pro-
prieties [45]. Our last objective was to evaluate the capac-
ity of serotonin in regulating in vitro cytokine production
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Fig. 3. The frequency of IL-10* CD4" T cells in cell cultures from
AA patients with or without MDD and its relationship with disease
severity and depression and anxiety symptoms. PBMC cultures (1
x 10/mL) from HS (n = 20) and AA patients with (n =12 [3 mild,
4 moderate, and 5 severe]) or without (n = 12 [5 mild, 3 moderate,
and 4 severe]) MDD were activated with PMA and ionomycin for
4 h and the percentage of CD4" T cells able to produce IL-10 was
determined by cytometry. Panel (), representative dot-plot show-
ing the percentage of CD4" T-cell positive for IL-10 in control
group (HS) and AA patients, with (AA/MDD) or without (AA)

by activated T cells from 10 AA (07 with MDD) and 10
AR (05 with MDD) patients. Among the cytokines as-
sayed, the addition of physiological concentration of
5-HT (200 ng/mL) reduced the production of IL-1B
(Fig. 4a), IL-6 (Fig. 4b), IL-17 (Fig. 4d), IL-4 (Fig. 4g), and
IL-5 (Fig. 4h), but elevated IL-10 secretion (Fig. 4j) in cell
cultures from both AR and AA patients. 5-HT signifi-
cantly reduced TNF-a (Fig. 4c) and IL-13 (Fig. 4i) onlyin
AA cell cultures, while no difference was observed for
IL-2 (Fig. 4e) and IFN-y (Fig. 4f) levels.

1162 Int Arch Allergy Immunol 2021;182:1155-1168
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depression. In (b), the mean percentage of IL-10* CD4" T cells for
each group of individuals. In (¢, d), the percentage of IL-10* CD4"
T cells are correlated with severity of depression and anxiety symp-
toms, respectively. In (e), IL-10* CD4* T cells are shown as a func-
tion of AA severity. In (b, d), the mean values were compared and
analyzed between the different groups using the one-way ANOVA
and the p value shown in the figure. MDD, major depressive dis-
order; AA, allergic asthma; HS, healthy subjects; PMA, phorbol
myristate acetate; PBMC, peripheral blood mononuclear cell.

Discussion

Both prevalence and severity of respiratory allergic
diseases have been increasing in the last decades [55, 56].
Although this phenomenon has been associated with re-
duced contact with environmental microbiota [57, 58],
other adverse events might impact allergic diseases, such
as MDD. Approximately 322 million individuals world-
wide suffer from MDD [59], and severity of allergic symp-
toms has been associated with psychiatric disorders [37,

Oyamada et al.

Color version available online

38

1202155233PM

idade do Riode Janeiro
~1221

Downloaded by:

Univ

200.156.27.216



RA AA RA AA RA AA RA AA RA AA
100 200 0.0222 80 1,500 0035 250 4 00931
0.0052 0.0039 4 01250 0.0008
2 8 2 150 - 00468 e g 1200 2 200 04515
3 60 Hico E W 3 900 5150
@ 40 © i ~ 600 o 100
= 20 2 50 g = 300 = = %6
0 L 0 — T 0 0 T 0 T ol
e & @ & e & @ &£ e XA & & e & @ & e XA @ &
& & & Ny < N &
a T ITF p FF ST ¢ TR IR g TR EFF ¢ S
RA AA RA AA RA AA RA AA RA AA
1,200 600 00075 1,200 150 1500
g2 1000 07272 1 n0031  _, 500 00033 10004 %% {00001 L 1204 01250 foooa1 L 1200 25 | (001
E o =< E 400 E 80 E = E
& laod =~ 3 300 B g0 3 9% \ g 90
a o
Z w0 ¥ 200 © 400 @ 60 < 2 600
£ 2 T00 2 00 2 3 2 0 £
0 T T 0 T T 0 T T 0 0
e & e & FERSIEIRS e & e & e & @ & e & e &
f IR g FFES A R A TR O & F
© Without MDD @ With MDD

Fig. 4. The role of serotonin in modulating the production of cy-
tokines related to the Th1, Th2, Th17, and Treg phenotypes in al-
lergic patients with or without MDD. PBMC cultures (1 x 10°/mL)
from 10 patients with AA (7 with MDD)and 10 AR patients (5 with
MDD) were activated for 2 days with anti-CD3/anti-CD28 beads
(10 uL/mL) in the presence or absence of serotonin (5-HT, 200 ng/
mL). The cytokine content was quantified by Luminex. IL-1p (a),

38]. In the present study, we demonstrated that recurrent
MDD induces an imbalance in the cytokine network
through activated T cells from AR and AA patients, which
was attenuated by serotonin (5-HT).

First, of all patient subgroup, a higher proportion of
women was identified in our cohort, which agrees with
studies showing that adult women are most affected by
both MDD and allergic diseases, particularly asthma [59-
63]. Here, although the occurrence of MDD did not alter
the extent of T-cell proliferation in AR and AA subjects,
cell cultures from depressed patients presented different
cytokine profiles. The occurrence of MDD elevated the
ability of AR- and AA-derived T cells to release of IL-1f,
IL-6, TNF-a, GM-CSF, and IL-5. Further, only in cell cul-
tures from AA patients, MDD elevated IL-13 production.
With regard to IL-4, no significant difference was ob-
served. Moreover, among the cytokines assayed, IL-1f,
IL-6, and TNF-a levels, in both experimental groups,
were associated with severity of MDD. In nonallergic in-
dividuals, MDD has been associated with elevated levels
of IL-1pB, IL-6 [41], and TNF-a [42], many of them cor-
related with severity of MDD [64, 65]. Keaton et al. [66]
revealed that high IL-6 levels are linked to greater risk of
suicide. In line with these findings, the production of

MDD and Th2/Th17 Cytokines in
Allergic Patients

IL-6 (b), TNF-a (c), IL-17 (d), IL-2 (e), IFN-y (f), IL-4 (g), IL-5
(h), IL-13 (i), and IL-10 (j) were dosed. The mean values were com-
pared and the p value shown in a-j. MDD, major depressive dis-
order; AA, allergic asthma; TNF, tumor necrosis factor; 5-HT,
5-hydroxytryptamine; PBMC, peripheral blood mononuclear cell;
Treg, T cells that express.

these pro-inflammatory cytokines, as well as IL-17 and
GM-CSF, was quantified in cell cultures containing acti-
vated T cells from nonallergic subjects with MDD and
compared with healthy individuals. These results sug-
gested that MDD favors expansion of Th17-like cells, a
CD4" T-cell subset implicated in autoimmune diseases,
such as RA. In RA patients, depression was associated
with elevated IL-6 production and disease severity [67-
69].

According to Wu and Fang [70], the majority of MDD
patients also presents anxiety disorders, and, after apply-
ing the BAI scale, >80% of our AR and AA patients pre-
sented symptoms of anxiety, with the highest scores being
seen in patients whose T cells produced the highest IL-5
and TNF-a levels. This phenomenon can help to explain
the correlation between occurrence of anxiety and de-
pressive symptoms and severity of allergic reactions and
failure of therapeutics, leading to greater exacerbation of
the conditions and significantly higher use of health-care
resources [37, 38].

Classically, both AR and AA are mediated by allergen-
specific Th2 cells [71], and, although no difference had
been observed in the production of IL-4, the increase in
IL-5 and IL-13 production in depressed AR and AA pa-
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tients should lead to worse outcomes during allergic at-
tacks. With regard to nonallergic subjects, the occurrence
of MDD did not change the production of Th2-like cyto-
kines (IL-4, IL-5, and IL-13), suggesting that depression
should enhance the release of IL-5 and IL-13 only among
patients with genetic background to atopic diseases.

In addition to helping IL-4 in the production of IgE
[72], IL-13 increases mucus secretion and airway hyper-
responsiveness in AA patients [73]. IL-5, in turn, increas-
es the production and survival of eosinophils, a cell in-
volved in the late reactions of atopies [74]. Particularly in
AA, high production of LTC4, LTD4, and LTE4, as well
platelet-activating factor by allergen/IgE-activated eosin-
ophils mediate many of the symptoms in allergic asthma,
such as bronchoconstriction, local edema, and mucus
overproduction [7, 13, 14]. Beyond IL-5 and IL-13, ele-
vated release of IL-1B, IL-6, TNF-a, GM-CSF quantified
in supernatants of MDD-derived cell cultures should also
contribute to allergic pathogenesis. A study by Han et al.
[75] demonstrated elevated plasma levels of IL-1 in se-
vere persistent AR that was directly correlated with nasal
fluid of CCL24, a chemokine for eosinophils [76]. Several
studies supporting a crucial role for IL-1p and inflamma-
some components in a variety of allergy-related disorders
have been published [77]. Also, cultures of alveolar mac-
rophages from AA patients presented high TNF-a and
IL-6 levels in an IgE-dependent manner [78]. In addition
to TNFa, evaluated levels of GM-CSF were detected in the
nasal secretion of AR patients, and it was positively cor-
related with allergen-specific IgE titers to the house dust
mite Dermatophagoides pteronyssinus [79]. In AA, astudy
by Nobs et al. [80], realized with an experimental model
of AA, demonstrated the role of endogenous GM-CSF in
promoting lung eosinophil accumulation. Human GM-
CSF is a small glycoprotein that primarily stimulates the
production and functioning not only eosinophils but also
monocytes and neutrophils [81]. Due to limited financial
resources, it was not possible to evaluate IL-9, another
cytokine involved in Th2-mediated allergic processes
[82]. Altogether, our findings suggest that MDD occur-
rence might negatively impact AR and AA outcomes by
increasing IL-1pB, TNF-a, and GM-CSF production in ad-
dition to that of classical Th2-related cytokines.

Although atopies are classically mediated by the Th2
phenotype, more recent studies have demonstrated the
involvement of Th17 cells in serious forms of allergic dis-
eases, especially asthma [19, 21, 83]. In the present study,
IL-17 production was not only significantly higher in AA
cell cultures than in the RA group, but their levels were
higher in AA/MDD patients. In addition, IL-17 levels
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were positively associated with severity of anxiety symp-
toms. Also, the same pattern was observed for IL-5 pro-
duction. The AA endotype involving IL-17 is associated
with persistent pulmonary infiltration of neutrophils
over eosinophils [19, 84]. The presence of neutrophils can
cause damage to local tissue through the production of
free radicals derived from oxygen, nitrogen, and the re-
lease of enzymes [85]. Furthermore, extracellular neutro-
phil trap networks, identified in the BAL fluid of AA pa-
tients, have been related to lesion processes in the respira-
tory epithelium of AA patients [86, 87]. Moreover, dual
IL-17 and IL-4-secreting CD4" T cells have also been de-
scribed in patients with severe asthma [24, 25]. Both en-
dotypes have been associated with a worse response to
asthma treatment with corticosteroids [88] and B2 adren-
ergic agonists [26]. Indeed, in vitro studies have demon-
strated a greater sensitivity of classical Th2 cells to corti-
coids when compared to Th17 and IL-4* Th17 cell subsets
[29]. Although some authors have documented an elevat-
ed percentage of circulating Th17 cells and serum IL-17A
in RA as compared with healthy individuals [89, 90], dif-
ferent from AA, the infiltration of neutrophils appears to
be a transient event [91].

Since different endotypes have been well described in
AA, we investigated the impact of MDD on Th2-like and
Th17-like cells subsets in patients with mild, moderate,
and severe AA. As expected, a higher percentage of Th2-
like and Th2/Th17 cell phenotype was observed in the AA
patients, with or without depression, than in HS. Interest-
ingly, the highest Th2-like cell frequency was seen in
moderate AA patients. On the other hand, in line with
other studies [21, 24, 25], the proportion of both Th17-
like cells and Th2/Th17 cell phenotype was significantly
higher among patients with severe AA. However, there is
a possibility that, during acute exacerbation, the frequen-
cy of those different CD4" T-cell subsets undergoes sig-
nificant change. In our cohort, depressed patients pre-
sented a higher frequency of Th17-like cells and Th2/
Th17 cell phenotype, but not Th2-like cells. Interestingly,
the proportion of Th17-like cells and Th2/Th17 cell phe-
notype was directly correlated with anxiety symptoms. A
study published by Vieira et al. [92] demonstrated a high-
er production of IL-17 and TNF-a by T cells in patients
with generalized anxiety disorder. These results suggest
that occurrence of anxiety appears to potentiate expan-
sion of effector CD4" T-cell phenotypes implicated in
worse outcome of AA.

Although Th1 cells are not involved in pathogenesis of
atopic diseases, activated T cells from nondepressed AA
patients produced less IFN-y than AR patients, with no dif-
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ference in terms of IL-2 production. The occurrence of
MDD not only potentiated damage in IFN-y production,
but also compromised IL-2 release by activated T cells in
AA, but not AR patients. Moreover, lower frequency of
Thi-like cells (IL-4TL-17"IFN-y*), mainly among de-
pressed patients, and hybrid Th1/Th17 cell phenotype was
also observed in AA patients as compared with HS. Fur-
ther, the lowest Th1-like cell percentage was observed in
AA patients with impaired lung function, and their fre-
quencies were inversely correlated with severity of depres-
sive and anxiety symptoms. In addition, damage in the
IFN-y production was also seen in nonallergic depressed
individuals as compared with HS. Classically, by releasing
IFN-y and IL-2, Th1 cells are fundamental in responding
to intracellular pathogens. The IFN-y elevates microbici-
dal power of phagocytes and the cytotoxic function of both
NK, while IL-2 is pivotal to helping CD8" T-cell activation
[93, 94]. Further, IFN-y is important for the production of
IgG1 and IgG3 against pathogens [93, 94]. Although pre-
liminary, these findings can help to explain, at least in part,
why severe AA elevates susceptibility to infections by in-
tracellular pathogens [95-97]. This lower Thl-related cy-
tokine production is also observed in nonallergic MDD pa-
tients [98, 99], and it could be associated with lower anti-
body production following immunization for measles
[100] and meningitis by meningococcus C [101].

In addition to increasing the frequency of different ef-
fector CD4" T-cell subtypes, development and severity of
allergic diseases are also favored by a reduction in IL-10
production by regulatory CD4"T-cell subsets, such as
FoxP3*IL-10*Tregs [71, 102, 103]. Here, the occurrence
of MDD reduced the ability of activated T cells from AR
and AA patients to release IL-10. Although we did not
analyze the expression of FoxP3 marker, the frequency of
IL-10"CD4* T cells among our AA patients was lower
than HS, particularly in those suffering from MDD and
those with severe disease. Yet, the proportion of these
cells was directly associated with the severity of anxiety,
but not depressive, symptoms. Although we have not in-
vestigated the mechanisms behind this reduction in IL-10
production, it could be associated with a decrease in the
production of IL-2 and an increase in IL-6 release by T
cells in patients with MDD. IL-2 is central for the surviv-
al and function of FoxP3* IL-10" Tregs [104], while ele-
vated IL-6 levels suppress the function of Tregs [105]. The
imbalance in the cytokine network in depressed AR and
AA patients may involve lower availability of endogenous
serotonin.

MDD pathology is associated with a reduction in
monoamine production, particularly 5-HT [106], a

MDD and Th2/Th17 Cytokines in
Allergic Patients

neurotransmitter with known immunoregulatory pro-
prieties [45]. Here, 5-HT reduced the production of IL-
1B, IL-6,1L-17, IL-4, and IL-5, but elevated IL-10 secre-
tion in cell cultures from both AR and AA patients.
Only in AA cell cultures, this neurotransmitter signifi-
cantly reduced TNF-a and IL-13. No difference was ob-
served for the IL-2 and IFN-y levels. In cultures, the
effect of serotonin on immune cells depends on the
5-HT receptor subtype. Miiller et al. [107] demonstrat-
ed that this neurotransmitter, through 5-HT4 and
5-HT7 receptors, increases the production of IL-6 and
IL-10 through mononuclear cells from HS. Further-
more, in this system, 5-HT4 receptor agonists decreased
IFN-y production [107]. Snir et al. [108] showed that
5-HT2A agonist reduced TNF-a production by LPS-
activated mononuclear cells. Also, Chabbi-Achengli et
al. [109], using an experimental rheumatoid arthritis
model, demonstrated the ability of serotonin, via the
5-HT2A receptor, to reduce the severity of collagen-in-
duced arthritis in mice. In these animals, serotonin, as
well as 5-HT2A receptor agonists, diminished the fre-
quency of type 2 collagen-specific-Th17 cells. Altogeth-
er, these findings suggest that MDD treatment with se-
lective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) could play
an adjuvant role in the treatment of inflammatory dis-
orders, such as allergies. In this sense, several studies
have described the anti-inflammatory effects of SSRIs
[110]. In nonallergic MDD patients, treatment with SS-
RIs decreased plasma levels of IL-6, TNF-q, IL-1p, and
anti-inflammatory marker IL-10, without effect on IL-
2,1L-4, orIFN-yrelease [111]. Inan experimental mod-
el of AA induced by ovalbumin, the treatment with SS-
RIs attenuated lung inflammatory response, and this
beneficial effect was associated with a reduced number
of macrophages, lymphocytes, neutrophils, and eosino-
phils in BAL. Also, in those animals, SSRIs inhibited the
release of TNF-a and activity of nuclear factor-kB and
activator protein-1 by local macrophages after chal-
lenge with ovalbumin [112].

Although the study has some weaknesses, such as our
small sample size and the need for a prospective study, the
events described here reveal not only the adverse impact
of MDD but also the severity of anxiety symptoms, on
imbalance of T-cell cytokines implicated in the AR and
AA pathogenesis. The ability of serotonin to attenuate the
production of Th2- and Th17-related cytokines and in-
crease IL-10 secretion, suggests that lower availability of
this neurotransmitter in patients with MDD may, at least
in part, account for the dysregulation in the cytokine net-
work by T cells from those allergic patients.
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CONCLUSOES

b)

9)

h)

N&o foi observada diferenca na capacidade proliferativa das células T entre
pacientes alérgicos com ou sem depressdo. Em contrapartida, no grupo com
TDM, a producédo de citocinas associadas aos perfis celulares Th2 e Th17 foi
aumentada enquanto a secrecdo de citocinas associadas relacionadas aos
fenotipos Thl e Treg foi diminuida, quando comparadas a individuos sem
depressao;

Nas culturas de células T ativadas, a gravidade dos sintomas depressivos foi
correlacionada positivamente com os niveis de IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a. J& 0s
sintomas ansiosos apresentaram correlacao positiva com a producdo de TNF-a,
IL-5e IL-17;

Em pacientes asmaticos, a ocorréncia de TDM favoreceu uma expansdo dos
fenotipos celulares Th17 e Th2/Th17 com detrimento na frequéncia de celulas
Thil.

A gravidade dos sintomas depressivos e dos sintomas de ansiedade foi
correlacionada negativamente com as porcentagens de células Thi;

Nos pacientes com TDM, a gravidade dos sintomas de ansiedade foi
positivamente correlacionada com as porcentagens de células Th17 e Th2/Th17,
mas foi inversamente correlacionada com as porcentagens de células Thi;
Quanto ao status clinico da asma alérgica, uma relacdo positiva foi observada
entre gravidade da doenca com expansao de células T CD4" do tipo Thl7 e
Th2/Th17. Por outro lado, as frequéncias de células Thl, Th1/Thl7 e células
Th2 classicas foram menores nos pacientes com asma alérgica grave;

A ocorréncia de TDM, assim como a sua gravidade dos sintomas relacionados a
ansiedade, foi associda a detrimento na frequéncia de células T produtoras de
IL-10;

A adigdo de serotonina as culturas de células T policlonalmente ativadas foi
capaz de reduzir a producéo de citocinas associadas aos perfis celulares Th2 e
Th17 de pacientes com asma ou com rinite alérgica, assim como aumentou a
producédo de IL-10;

Apesar de preliminar, os nossos resultados indicam que o transtorno depressivo

maior, assim como a ocorréncia de sintomas de ansiedade, sdo capazes de
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impactar negativamente a producdo de citocinas pelas células T favorecendo
mediadores implicados na patogénese tanto da asma alérgica, quanto da rinite
alérgica. A capacidade da serotonina em modular a producdo dessas citocinas
pode explicar, ao menos em parte, como 0 TDM pode indiretamente desregular
o status funcional das células T. Finalmente, é provavel que drogas inibidoras
seletivas de receptacdo de serotonina possam ajudar no manejo clinico dos

pacientes alérgicos deprimidos.
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