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RESUMO 



Azor MH. Estudo dos fatores regulatórios e pró-inflamatórios na urticaria crônica 

idiopática e efeito imunomodulatório in vitro das estatinas [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2010. 95p. 

  

INTRODUÇÃO: A urticária crônica igmaidiopática (UCI) é uma doença  
desencadeada pela desgranulação de basófilos e mastócitos com consequente liberação 
de histamina, sendo que o perfil imunológico nesta doença não é bem estabelecido. As 
estatinas, inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, apresentam 
efeitos antiinflamatórios e imunomodulatórios. O efeito desta droga tem sido estudado 
em muitas doenças inflamatórias crônicas, incluindo doenças autoimunes, mas  não 
existem evidências na UCI.  OBJETIVOS: O objetivo deste estudo foi analisar o efeito 
das estatinas na resposta imune e sua a influência na expressão de genes regulatórios e 
relacionados com a resposta inflamatória. MÉTODOS: A resposta limfoproliferativa a 
mitógenos e antígeno-específica de 22 pacientes com UCI e 41 controles na presença de 
estatinas (0,25-25µM) foi analisada pela incorporação de timidina após 3 ou 6 dias de 
cultura. A progressão do ciclo celular e apoptose foi realizada pela incorporação de 
bromodeoxiuridina (Brdu) ao DNA após estímulo por PHA ou PWM e analisada por 
citometria de fluxo. A secreção de citocinas foi quantificada por ELISA e a expressão 
de mRNA  de fatores regulatórios e pró-inflamatórios quantificados por real-time PCR. 
RESULTADOS: Os resultados evidenciaram que as estatinas em elevadas 
concentrações são capazes de inibir a capacidade mitogênica das células T e B seja dos 
indivíduos saudáveis ou de pacientes com UCI. A inibição da proliferação celular 
mediada pelas estatinas foi decorrente ao bloqueio na etapa inicial do ciclo celular (Fase 
G0/1), o que impediu o prosseguimento para outras fases do ciclo (S e G2/M).  A 
diminuição da resposta proliferativa em resposta a um mitógeno como a PHA resultou 
na inibição da ativação celular pela estatina e a significante redução na produção de 
citocinas como IFN-γ, IL-10, IL-17A e IL-5. Em contraste, o efeito modulatório das 
estatinas ao estímulo com LPS inibiu a produção de TNF-α e MIP-1α pelas células dos 
controles, mas não influenciou na produção de citocinas pró-inflamatórias pelas CMN 
dos pacientes com UCI.  Somente a incubação prévia das células com as drogas, em alta 
concentração (25µM), foi possível verificar a modulação negativa na produção de IL-6 
e MIP1-α para ambos os grupos, mas não para o TNF-α para os pacientes. A 
sinvastatina foi capaz exercer efeito modulatório mais pronunciado que a lovastatina na 
produção de citocinas induzidas por LPS. Os resultados evidenciaram que os pacientes 
com UCI possuem uma diminuição da expressão da enzima IDO e aumento de SOCS3 
nas CMN. A sinvastina não altera esse perfil e previne a expressão de fatores 
inflamatórios como RORCγt e NALP3 inflamassomas. CONCLUSÕES: Em conjunto, 
os resultados sugerem um desequilíbrio dos mecanismos regulatórios que poderiam 
contribuir com a cronicidade e o perfil inflamatório na UCI. As estatinas apresentam 
maior efeito antiinflamatório que pró-inflamatório, sugerindo ter potencial clínico para 
o tratamento de doenças crônicas como a UCI. 

 
Descritores: 1. Urticária crônica idiopática/imunologia 2. Inibidores de 

hidroximetilglutaril-CoA reductases 3. Fatores regulatórios 4. Fatores pró-inflamatórios 



   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 

SUMMARY 



Azor MH. Study of regulatory and proinflammatory factors in chronic idiopathic 

urticaria and in vitro immunomodulatory effect of statins [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2010. 95p. 
 

INTRODUCTION: Chronic Idiopathic Urticaria (CIU) is a disease triggered by 
degranulation of basophils and mast cells with consequent histamine release and the 
CIU immunological profile is not well established. Statins, 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
coenzyme A reductase inhibitors, also display a broad immunomodulatory property. 
Statins have been studied in several chronic inflammatory diseases, including 
autoimmune disorders, but there are no evidences in CIU disease. OBJECTIVES: The 
aim of this study was to verify the effect of statins the immune response, and the 
expression of genes related to regulatory and inflammatory response focusing in CIU 
patients and healthy controls (HC). METHODS: Lymphoproliferative response to 
mitogens or recall antigens of 22 patients with CIU and 41 HC with statins (0,25-25μM) 
was analyzed by timidine incorporation after 3 or 6 days of cell cultures. Cell cycle 
progression and apoptosis were assessed by bromodeoxyiridine (BrDU) incorporation to 
DNA upon PHA or PWM stimulus by flow cytometry. Cytokines secretion was 
measured by ELISA and mRNA of regulatory and proinflammatory genes were 
analyzed by quantitative real-time PCR. RESULTS: The results showed that high 
concentrations of statins can inhibit the mitogenic capacity of T and B cells of HC or 
CIU patients. The inhibition of cell proliferation mediated by statins was due to 
blockage in the initial phase of the cell cycle (G0/1), which prevented progress to cycle 
phases (S and G2/M). The decreased proliferative response in response to PHA 
mediated by statin resulted in a significant inhibition of IFN-γ, IL-10, IL-17A and IL-5 
secretion levels. Statin effect in response to LPS showed inhibition of TNF-α and MIP-
1α secretion by cells from HC, but did not influence the production by PBMC of CIU.  
It was necessary the pre-incubation of cells with drugs at high concentration (25μM) to 
verify the negative modulation of IL-6 and MIP1-α secretion in both groups, except for 
TNF-α in CIU. Simvastatin was able to exert more pronounced modulatory effect than 
lovastatin in cytokine production induced by LPS. Furthermore, CIU patients have a 
decreased expression of the enzyme IDO and increased of SOCS3 in PBMC, which 
were not modified by simvastatin, whereas prevented the upregulation of 
proinflammatory factor as RORCγt and NALP3 inflammasomes. CONCLUSIONS: 
Altogether, the results evidenced an imbalance of regulatory mechanisms that could 
contribute to chronic evolution and inflammatory profile in CIU. Statins exhibited more 
anti-inflammatory effects than proinflammatory, suggesting a potential clinical role for 
treatment in chronic diseases as CIU.  
 
Descriptors: 1.Chronic idiopathic urticaria/immunology 2. Hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase inhibitors 3.Immunoregulatory factors 4.Pro-inflammatory factors 
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I. INTRODUÇÃO 

 

URTICÁRIA CRÔNICA IDIOPÁTICA 

 

A urticária crônica (UC) é uma doença dermatológica comum caracterizada pelo 

aparecimento de pápulas eritêmato-edematosas, evanescentes, que cursam com ou sem 

angioedema. Estes sinais clínicos são acompanhados de prurido recorrentes e 

transitórios acima de seis semanas (Kaplan, 2004). A UC acomete aproximadamente 

0,1% da população, e pode reduzir significativamente a qualidade de vida dos pacientes 

(O’Donnell et al., 1997, Sabroe et al., 1999). Em 70-80% dos pacientes a causa não é 

conhecida, estes casos são denominados como urticária crônica idiopática (UCI), e a 

duração da doença pode persistir por 3-5 anos em adultos (Toubi et al., 2004). 

A urticária é gerada pela desgranulação cutânea de mastócitos e/ou basófilos que 

liberam potentes mediadores vasoativos que causam aumento da permeabilidade capilar 

de pequenas veias resultando na formação de pápulas (Ring et al., 1999). O prurido e a 

dor são conseqüências da estimulação dos nervos sensoriais. A desgranulação das 

células inflamatórias é atribuída à causa imunológica (autoimune, IgE, imunocomplexo, 

complemento), não imunológica (pseudoalérgenos como medicamentos) e idiopática 

(Hein, 2002). 

A incidência da UCI é maior em mulheres do que em homens (2:1) (Greaves, 

2000), é mais frequente em adultos, mas pode acometer crianças (Brunetti et al., 2004). 

O tempo de persistência das lesões de pele varia entre 4 e 36 horas e o espectro da 

doença depende da freqüência, número e distribuição das lesões, intensidade do prurido 

e associação desses sintomas com angioedema, o qual ocorre em aproximadamente 

40% dos casos (Kaplan, 2004). 
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Uma parcela dos pacientes com UCI, aproximadamente 35-40%, apresentam 

autoanticorpos (autoacs) IgG circulantes direcionados contra a cadeia α do receptor de 

alta afinidade para a IgE  (FcεRI) e 5-10% contra a molécula de IgE (Greaves, 2003; 

Kaplan, 2004). A figura 1 mostra a distribuição dos autoacs na UCI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Distribuição dos autoanticorpos na UCI (Sabroe e Greaves, 2006) 

 

Os casos mais graves de UC são de difícil tratamento, e a gravidade dos 

sintomas parece depender do grau de ativação das células inflamatórias, da liberação de 

histamina e da ativação do sistema complemento (Sabroe et al., 1999, Fiebiger et al., 

1998). 

Sabroe et al., evidenciaram que pacientes com UC que desenvolvem autoac IgG 

anti-FcεRI e anti-IgE, apresentam quadro clínico mais grave de urticária do que aqueles 

que não apresentavam atividade sérica de liberação de histamina de basófilos (Sabroe et 

al., 2002). Além disto, a basopenia encontrada na UC, é mais acentuada no grupo de 
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pacientes que apresentam autoacs IgG anti-FcεRI ou anti-IgE (Grattan et al., 1997). 

Outros autoanticorpos podem ser detectáveis, tais como os reativos a tecidos 

tireoidianos, o que sugere associação desta patologia com a doença autoimune da 

tireóide (Dreskin e Andrews, 2005). A prevalência de autoanticorpos anti-tireóide na 

UC tem sido estimada como 12 a 29% (Doutre et al., 2006). Além disto, a evidência de 

doença autoimune da tireóide e função anormal tireoideana é mais encontrada em 

pacientes com teste de soro autólogo positivo (O’Donnell et al., 2005).  Entretanto, 

estes autoanticorpos anti-tireóide não parecem ser os agentes causadores diretos da UC. 

O teste cutâneo realizado com o soro autólogo, denominado teste intradérmico 

de soro autólogo (AIST, autologous intradermal serum test) evidencia a presença dos 

autoacs anti-FcεRI e/ou anti-IgE pela desgranulação de mastócitos da pele pela 

formação de pápulas. Este teste tem sido recomendado como triagem nos casos 

suspeitos de UC (Sabroe et al., 1999) e possui sensibilidade e especificidade de 65 a 

81% e 71 a 78%, respectivamente (Greaves, 2003). Entretanto é um teste in vivo que 

está mais relacionado com autorreatividade, sendo que vários fatores podem interferir 

no teste como a geração de trombina, uma protease capaz de ativar mastócitos e causar 

aumento da permeabilidade do endotélio (Asero et al., 2006). Além disto, 

aproximadamente 50% dos pacientes com UC são positivos no AIST, mas os soros de 

apenas metade são capazes de reduzir a liberação de histamina de basófilos em cultura 

(Greaves et al., 2000; Greaves et al., 1995). 

O ensaio de liberação de histamina é considerado como teste padrão de 

laboratório para a identificação dos autoanticorpos anti-FcεRI. Há uma correlação 

positiva dos pacientes com AIST positivo que apresentam o teste de liberação de 

histamina positivo, enquanto que não há liberação de histamina em pacientes com AIST 

negativo (Niimi et al., 1996).  



 

 

4

A histamina liberada pelos mastócitos e basófilos, induzida pelos 

autoanticorpos, ativa co-fatores que amplificam a desgranulação destas células 

inflamatórias. A IgG purificada de soros de pacientes com UC é capaz de ativar 

indiretamente a desgranulação de basófilos e mastócitos através da ativação do sistema 

complemento, que amplia a liberação de histamina destas células através do 

componente C5a (Fiebiger et al., 1998). A atividade funcional das subclasses de IgG 

anti-FcεRI nos pacientes com UC são, predominantemente, os anticorpos fixadores de 

complemento IgG1 e IgG3 e, ocasionalmente, IgG4 (Kaplan, 2004; Soundararajan  et 

al., 2005).  

Os autoanticorpos anti-FcεRI levam a desgranulação dos basófilos e mastócitos, 

culminando na liberação de histamina e mediadores pré-formados e pré-sintetizados 

como leucotrienos (LCT4), triptase e prostaglandinas (Kaplan, 2004). Esses mediadores 

lipídicos aumentam a permeabilidade vascular e são quimiotáticos para neutrófilos. 

Neste processo, inclui a síntese de citocinas e quimiocinas como IL-4, IFN-γ, IL-6, 

TNF-α, IL-5, RANTES e proteína inflamatória de macrófago α 1 (MIP1-α). Os 

basófilos de pacientes com UCI e UCI autoimmune são hiporrespondedores ao estímulo 

com anticorpos anti-IgE e ao componente C5a, mas capazes de responderem ao MCP-1 

ou bradicinina, e hiperreativos ao soro de paciente com UC ou com soro normal 

comparados com a resposta de basófilos de indivíduos normais (Luquin et al, 2005). O 

fator sérico dessa resposta ainda não foi identificado, entretanto, os basófilos de 

pacientes com UC parecem possuir uma regulação anormal na via de sinalização 

(Luquin et al, 2005). 

Previamente, verificamos que os basófilos do sangue periférico de pacientes 

com UCI possuem um perfil ativado, com aumento da expressão de marcadores de 

ativação/desgranulação como CD203 e CD63. Em paralelo, observou-se um aumento 
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de resposta ao estímulo com anticorpos anti-IgE na liberação de histamina, acentuado 

na presença de IL-3, evidenciando um possível defeito na via de sinalização dos 

basófilos na UCI (Lourenço et al., 2008). 

A cronicidade das lesões encontradas na UC e conseqüente liberação de 

mediadores e citocinas pró-inflamatórias, pode favorecer o aumento da expressão de 

moléculas de adesão e de classe II do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

(MHC) e da resposta autoimune. O aumento da produção de citocinas, quimiocinas e 

mediadores inflamatórios podem ser evidenciados nas lesões de pele de pacientes com 

UC. Estudos in situ das pápulas de pacientes com UC evidenciam um aumento da 

expressão de E-selectina e de ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule 1), 

associado a elevados níveis de TNF-α, IL-4 e LCT4 e de quimiocinas como RANTES e 

MIP1-α (Bressler, 1995). Da mesma forma, um outro estudo imunohistoquímico nas 

pápulas de pacientes com UC positivos ao teste de soro autólogo (AIST+) mostra um 

perfil imunoinflamatório, envolvendo um papel prevalente dos linfócitos com resposta 

mista Th1/Th2, com importante infiltração neutrofílica e envolvimento das quimiocinas 

(Caproni et al., 2005). Já em lesões de pele de pacientes com UC pode se observar 

maior prevalência de citocinas Th2 como IL-4 e IL-5 em relação ao IFN-γ (Caproni et 

al., 2003). Aumento de TNF-α e IL-3 são encontradas nas lesões de pele de pacientes 

com urticária de contato, como também na urticária aguda e crônica (Hermes et al., 

1999). 

No soro de pacientes com urticária aguda são encontrados níveis normais de IL-

8 e TNF-α e alguns pacientes níveis elevados de IL-6 durante a doença ativa (Fujii et 

al., 2001). Na UC, é observado aumento dos níveis de IL-13 nos soros dos pacientes 

AIST+ e de MIP-1α nos AIST-, e níveis séricos de IFN-γ e IL-4 similares entre os 

grupos (Caproni et al., 2004).  
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Os achados de produção de citocinas na UC têm sido controversos. Há descrição 

de que as células T CD4+ de pacientes com UC estão ativadas e secretam mais IFN-γ e 

IL-4 quando estimuladas com PMA (phorbol myristate acetate) em relação aos 

indivíduos controle (Ferrer et al., 2002). Em contraste, outro estudo evidencia 

diminuição na produção de IL-2, IFN-γ e de IL-4 células mononucleares estimuladas 

com PHA, principalmente nos AIST positivo, sugerindo modulação negativa das 

populações de células Th1/Th2 na UC (Confino-Cohen et al., 2004). Piconi e cols, 

também evidenciaram diminuição significativa de IFN-γ nos pacientes com UC, mesmo 

quando sub-divididos quanto ao teste de soro autólogo (Piconi et al., 2002). Por outro 

lado, também observaram aumento na produção de IL-10 e TNF-α  em resposta a 

mitógenos como a fitohemaglutinina e lipopolissacáride dos pacientes com UC em 

relação ao grupo controle (Piconi et al, 2002). Os níveis das quimiocinas RANTES e 

MIP-1α estão aumentados nos pacientes com UC, porém em concentrações mais 

elevadas nos AIST-. A presença de um processo inflamatório em pacientes AIST 

positivo é evidenciada pelo aumento de TNF-α, das quimiocinas e também da expressão 

de moléculas de adesão em células T CD4+ e CD8+ (Piconi et al., 2002).  

Na tentativa de averiguar os fatores liberadores de histamina na UCI, foi 

avaliada a secreção de IL-18, uma citocina que desempenha um papel importante nas 

doenças auto-imunes e alérgicas. Nos pacientes com AIST+ e forma ativa crônica foi 

encontrado aumento dos níveis de IL-18 (Tedeschi et al., 2007).  

Recentemente, evidenciamos que na UCI, há um aumento nos níveis de 

citocinas inflamatórias circulantes como TNF-α, IL-1β, IL-12p70, IL-6 e IL-10. 

Subdividindo-se de acordo com o AIST, observou-se um aumento da IL-10 circulante 

nos sobrenadantes de CMN estimuladas por PHA. Além disto, foi observado um 

aumento da produção de IL-17A induzida por PHA e da expressão de mRNA de IL-10 
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nas CMNs do  grupo AIST+. Estes dados salientam a ocorrência de um distúrbio 

imunológico na UCI (Dos Santos et al., 2008). 

 As evidências sobre o perfil de produção de citocinas na UCI, em pacientes com 

ou sem autoacs anti-FcεRI, ainda são controversos, indicando entre outras variações, 

um desequilíbrio na produção de citocinas na resposta linfoproliferativa ao mitógeno 

PWM (Dos Santos et al., 2008) e alteração na sinalização via p21Ras nos linfócitos dos 

pacientes com UCI (Confino-Cohen, 2002). As alterações na produção de citocinas pró-

inflamatórias ou antiinflamatórias são comuns na UCI e são fatores importantes na 

instalação e desenvolvimento de doenças inflamatórias crônicas e/ou autoimunes.  

 

ATIVIDADE IMUNOMODULATÓRIA DAS ESTATINAS  

 

Com o melhor entendimento dos mecanismos imunopatológicos das doenças 

inflamatórias/ autoimunes muitas alternativas terapêuticas, têm sido utilizadas para 

melhorar os sintomas dessas doenças. Recentemente, fármacos comumente utilizados na 

terapêutica de doenças cardiovasculares como as estatinas, têm mostrado um potente 

efeito biológico de caráter pleiotrópico, principalmente no sistema imunológico 

(Steinman, 2004) por exercer potente atividade antiinflamatória (Kwak, Mulhaupt e 

Mach, 2003). Neste sentido, estudos que possibilitem avaliar o efeito in vitro de drogas 

com potencial imunomodulatório/antiinflamatório sobre os mecanismos de controle da 

resposta autorreativa, como a IDO, podem trazer novas perspectivas terapêuticas para as 

doenças autoimunes.  

As estatinas são fármacos inibidores da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril 

coenzima A (HMG-CoA redutase), a qual exerce importante papel na síntese do 

colesterol. Esses fármacos são utilizados na clínica para o tratamento de 
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hipercolesterolemia para reduzir os níveis plásmáticos de colesterol (Liao e Laufs, 

2005). A HMG-CoA redutase cataliza a conversão do HMG-CoA ao ácido mevalônico 

durante a síntese do colesterol. Embora, o L-mevalonato seja o componente principal na 

síntese do colesterol, diversos metabólitos podem alterar a síntese de proteínas 

específicas envolvidas na diferenciação e proliferação celular (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2: Biossíntese do colesterol e efeito das estatinas na ativação do sistema 

imunológico 

 

Além dos efeitos redutores do colesterol, as estatinas estabilizam a placa 

arterosclerótica, inibem a proliferação e ativação de células do músculo liso e modulam 

a função epitelial (Kwak, Mulhaupt e Mach, 2003). O potencial antiinflamatório 

mediado pela atividade farmacológica das estatinas, pode ser evidenciado pelo seu 
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efeito na estabilidade de placas arteroscleróticas e na inflamação vascular. Efeito este, 

que pode ser mediado, em parte, pela indução de óxido nítrico (NO). A estimulação de 

linhagem de macrófagos murinos com LPS e as estatinas pravastatina e fluvastatina, 

mostra que somente a pravastatina é capaz de diminuir significativamente a expressão 

de NO sintetase e de ciclooxigenase-2 (Ongini et al., 2004).  

Estudo in vitro realizado com macrófagos e células endoteliais humanas 

estimuladas por IFN-γ, em presença de concentrações micromolares de pravastatina, 

lovastatina e atorvastatina mostra que as drogas inibem a expressão de moléculas de 

classe II do MHC, e diminuem a secreção de IL-2 (Kwak et al., 2000). Foi demonstrado 

que estas drogas são capazes de influenciar ou diminuir a resposta proliferativa de 

CMNs de controles sadios à mitógenos como PHA, concanavalina A (Con A) e 

mitógeno pokeweed (PWM). Além disso, as estatinas apresentam atividade inibitória na 

secreção de citocinas como IL-2 e IFN-γ em resposta a PHA. Por outro lado, não foi 

observada nenhuma inibição na produção de IL-6 em resposta ao estímulo por LPS na 

presença das drogas (Bressler et al., 2005).  Algumas estatinas, como a lovastatina e a 

sinvastatina, podem ligar-se diretamente no sítio das integrinas β2 e interferir na 

interação das moléculas de adesão LFA-1 (leukocyte function-associated antigen 1) e 

seu ligante ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) (Weitz-Schmidt et al., 2001). 

Além disto, a fluvastatina é capaz de diminuir a expressão da molécula de ativação 

precoce CD69 em células T humanas estimuladas por PHA, além de inibir a produção 

de IL-2 e, conseqüentemente a proliferação celular (Wu et al., 2004).  

A atorvastatina induz anergia das células T por induzir uma rápida fosforilação 

da molécula ERK1 presente na via de sinalização das GTPases (Waiczies et al., 2005). 

Esta via envolve a ativação de uma cascata de proteínas (Ras/Raf/MEK/ERK) que estão 

envolvidas na ativação, diferenciação e proliferação das células T. Em linhagem de 
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células humanas T CD4+ específicas para a proteína básica de mielina, que foram 

cultivadas em presença de atorvastatina e re-estimuladas com APCs e antígeno 

específico, as células mantêm-se anérgicas, devido menor degradação da proteína 

reguladora negativa do ciclo celular (p27kip1) e da expressão de IFN-γ (Waiczies et al., 

2005). A adição de L-Mevalonato, metabólito da HMG-CoA redutase nas culturas, 

reverte o efeito anérgico das células e inibe o aumento da produção de IL-10. Estes 

resultados sugerem que as estatinas interferem na maturação funcional dos linfócitos T, 

atenuando a resposta efetora mediada pelas células T. Outros estudos evidenciam o 

efeito inibitório das estatinas no ciclo celular de células TCD4+, com bloqueio da fase 

inicial do ciclo na fase G0/1 e conseqüente indução de apoptose (Brinkkoetter et al., 

2006). 

Estas evidências sugerem que as estatinas podem ser candidatas para o 

tratamento de aterosclerose, doenças inflamatórias crônicas, doenças degenerativas ou 

autoimunes (Neurauter et al., 2003; Waiczies et al., 2005). Em um estudo com pacientes 

com esclerose múltipla reincidente foi administrado a dose oral diária de 80 mg de 

sinvastatina por um período de 6 meses (Vollmer et al., 2004). O número de lesão 

cerebral diminuiu nesses pacientes, com poucos relatos de efeitos adversos durante o 

tratamento, salientando que o efeito antiinflamatório da estatina pode ser benéfico na 

esclerose múltipla.  

O estudo com CMN de pacientes com esclerose múltipla demonstrou que a 

sinvastatina, lovastatina e mevastatina inibem a proliferação celular de maneira dose 

dependente, e que a sinvastatina inibe a expressão do MHC de classe II em monócitos 

diminuindo sua capacidade de apresentação. Em linfócitos, é capaz de inibir a ativação 

e a secreção de IFN-γ, TNF-α e IL-2, bem como a expressão do fator de transcrição T-

bet, que regula a diferenciação das células Th1 (Peng et al., 2006). 
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Recentemente, foi demostrado que o tratamento de CMNs de pacientes com 

artrite reumatóide (AR) pela atorvastatina (0,1μΜ) diminui de maneira significante a 

expressão e secreção de IFN-γ por células TCD4+. Já nos fibroblastos sinoviais desses 

pacientes, há a diminuição da expressão de IL-6 e IL-8. Esses dados mostram que a 

atorvastatina exerce efeito anti-inflamatório na AR, podendo contribuir na terapia dessa 

doença (Blaschke et al., 2009). 

Estudo in vitro com CMN de indivíduos sadios mostra que a atorvastatina pode 

interferir de maneira dose-dependente no catabolismo do triptofano. A estimulação in 

vitro de CMN e linhagens de células monocíticas com IFN-γ recombinante ou 

mitógenos, como a PHA e Con A, na presença de atorvastatina reduz o catabolismo do 

triptofano, o qual é revertido pela adição de metabólitos do ácido mevalônico, o GGPP 

(geranilpirofosfato) e FPP (farnesilpirofosfato) (Neurauter et al., 2003). Estes resultados 

mostram que a atorvastatina inibe a via mediada por IFN-γ em células monocíticas, 

sugerindo que tanto a imunorreatividade das células T e dos macrófagos derivados de 

monócitos são modulados negativamente pela estatina. 

 A atividade inibitória das estatinas tem sido avaliada na secreção e expressão de 

IL-17, citocina com atividade pró-inflamatória produzida por células Th17 (Gaffen et 

al., 2006).  As células Th17 são um subtipo de células T CD4+ que apresentam um 

papel importante no desenvolvimento de doenças autoimunes (Furuzawa-Carballeda et 

al., 2007). Chen et al, demonstraram que a IL-23 induz a diferenciação de células Th17 

em humanos (Chen et al., 2007). Estas células expressam um específico fator de 

transcrição denominado RORγτ ( retinoic acid-related orphan receptor). Um estudo 

mostrou que a sinvastatina induz mudanças na expressão de citocinas em monócitos 

através da inibição da IL-6 e IL-23 e indução de IFN-γ, ΙL−27 e IL-4, modificando a 

resposta autoimune observada na esclerose múltipla (Zhang et al., 2008). Esse 
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mecanismo foi decorrente pela indução de SOCS (supressor of cytokine secretion) 3 e 7 

e consequente inibição de STAT (signal transducer and activator of transcription)1 e 3 

fosforiladas em monócitos, o que contribui para o efeito inibitório  na transcrição de IL-

6  e IL-23. Além disto, foi observado que a diferenciação de células TCD45RA+ na 

presença de IL-6  e IL-23 aumenta a expressão do fator RORγτ e a secreção de IL-17, e  

diminuição com  a adição de  IFN-γ, ΙL−27 e IL-4  (Zhang et al., 2008). 

As células Th17 e seus produtos são associados com diversas patologias 

inflamatórias e auto-imunes humanas. Tanto a citocina como as células Th17 são 

encontradas em lesões de pacientes com esclerose múltipla (Tzartos et al., 2008). Na 

artrite reumatóide a IL-17 contribui para a inflamação observada na doença (Chaubad et 

al., 1999). Na psoríase, uma doença dermatológica inflamatória, a expressão de IL-17 e 

IL-23 foi detectada nas biópsias de pele lesionadas de pacientes, sugerindo que as 

células Th17 estão presentes no infiltrado inflamatório, exercendo a quimiotaxia dos 

neutrófilos (Piskin et al., 2006). Estas evidências sugerem que IL-17/IL23 exercem 

papel funcional nas lesões inflamatórias dessa doença. 

Tendo vista a ampla atividade imunomodulatória das estatinas, seja nas respostas 

inflamatórias e as mediadas pelas células T, torna interessante averiguar o efeito in vitro 

destes agentes farmacológicos nos mecanismos de controle da resposta imune em 

doenças inflamatórias ou autoimunes. 

 

INFLAMASSOMAS E SEU PAPEL NAS DOENÇAS INFLAMATÓRIAS E 

AUTOIMUNES 

 

O sistema imune inato, primeira linha de defesa do organismo, está envolvido na 

detecção inicial e na remoção de patógenos (Matzinger, 1994). Receptores de 
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reconhecimento de patógenos (pattern recognition receptors, PRRs), codificados por 

células germinativas do hospedeiro, reconhecem estruturas conservadas de 

microorganismos conhecidas como padrões moleculares associados ao patógeno 

(pathogen associated molecular patterns, PAMPs), além de sinais de perigo não-

microbianos (danger associated molecular patterns, DAMPs). PRRs compreendem um 

grupo de receptores presentes na membrana plasmática e no citosol do hospedeiro. A 

existência de múltiplos PRRs capazes de reconhecer um único microorganismo garante 

a indução da resposta imune, mesmo quando um receptor ou suas vias de sinalização 

são alvo de patógenos. A ativação dos múltiplos PRRs em resposta ao patógeno resulta 

na ativação de múltiplas vias, incluindo o fator nuclear-kB (NF-kB), proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPKs), e resposta do interferon tipo I (IFN-I), que confere a 

indução pro-inflamatória e respostas antimicrobianas. PRRs compreendem uma classe 

de receptores de membrana, os receptores Toll-like (TLR), e duas classes de receptores 

citoplasmáticos, os receptores NOD-like (NLR) e os receptores retinoic acid-inducible 

gene I-like (RLRs) (Franchi et al., 2009).  

Os NLRs foram identificados inicialmente em plantas, onde apresentam uma 

função crítica na resistência a doenças (genes R) contra microorganismos e patógenos 

parasitas. O fato dos NLRs serem evolutivamente conservados sugere que estes 

receptores desempenham uma função importante na defesa do indivíduo. Uma 

importante evidência foi a descoberta de que a desordem imunológica ligada a variações 

genéticas nos genes NLRs causa doenças ou está associada com uma maior 

susceptibilidade a várias doenças inflamatórias. Existem 23 membros da família NLR 

em humanos que são expressos em muitos tipos celulares, incluindo células imunes e 

epiteliais, e certos membros da família NLR são expressos primariamente em fagócitos, 

incluindo macrófagos e neutrófilos (Franchi et al., 2009; Pétrilli et al., 2007). 
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Até agora quatro inflamassomas foram identificados, cada um contendo uma 

proteína NLR especifica: NALP-1, NALP-2, NALP-3 e IPAF-inflamassoma. Esses 

inflamassomas medeiam a ativação da caspase-1 inflamatória, enzima responsável pela 

ativação da principal citocina pró-inflamatória, a IL-1β. Monócitos humanos expressam 

constitutivamente caspase-1 ativa e apenas a estimulação dos TLRs por LPS, 

peptideoglicanos e RNA microbiano induzem a secreção de IL-1β (Netea et al., 2009). 

O NALP-3 inflamassoma é ativado pelo LPS, pelo RNA microbiano, por toxinas 

bacterianas (S. hygroscopicus, Listeriolysin O, A. hydrofila, M. dinoflagellates, B. 

brevis, S. aureus) e por bactérias vivas (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli) (Martinon 

et al., 2005). A ativação do inflamassoma provoca a indução da via NF-kB e dos genes 

pró-apoptóticos tardios, confirmando o início da apoptose nas células imunes inatas 

como um evento crucial da resolução fisiológica da resposta inflamatória. A interação 

de PAMPs ou DAMPs com TLRs e NLRs leva à maturação das DCs e aumenta sua 

eficiência para a ativação de células T (Kufer et al, 2006). 

Mutações no NLRP3/CIAS1/NALP3 são causadoras de três desordens auto-

inflamatórias e hereditárias caracterizadas por rashes cutâneos e febres periódicas sem a 

presença de infecção. São conhecidas como urticária fria familiar (FCU), síndrome 

Muckle–Wells (MWS), e doença auto-inflamatória cutânea e articular neurológica 

infantil crônica (CINCA) (Agostini et al., 2004). Estas desordens são caracterizadas por 

febres periódicas, aumento dos níveis séricos de proteínas de fase aguda, inflamações 

articulares, rachaduras na pele e, eventualmente, amiloidoses. CINCA é a mais severa 

dessas doenças com eventual desenvolvimento de cegueira e retardo mental. Em 

pacientes com FCU, os sintomas são normalmente desencadeados pela exposição ao 

frio. As mutações identificadas são principalmente mutações de ganho de função 

encontradas no domínio NOD do NALP-3, o qual promove ativação aumentada do 
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inflamassoma, resultando em uma produção de IL-1β muito elevada. Monócitos de 

pacientes com MWS e CINCA secretam mais IL-1β e IL-18 que doadores sadios. O 

antagonista do receptor de IL-1β demonstrou ser efetivo no tratamento dessas 

síndromes (Hoffman et al., 2004).  

Mutações específicas do NALP1 estão possivelmente associadas com vitiligo ou 

vitiligo com um fenótipo de doença auto-imune (Jin et al., 2007). O papel do NALP-1 

em desordens auto-imunes foi evidenciado em outras doenças como a doença auto-

imune de Addison, de diabetes tipo I (Magitta et al., 2008) e dermatite atópica 

(Macaluso et al., 2007). 

Isso mostra que uma ativação anormal do inflamassoma, resultando em uma 

ativação alterada da IL-1β e/ou NF-kB, não causa somente doenças auto-imunes raras, 

mas também pode contribuir para uma patogênese complexa das desordens auto-imunes 

e inflamatórias mais comuns. De acordo com esta hipótese, um possível mecanismo de 

susceptibilidade aumentada a desordens imunológicas é descrita no trabalho de 

O’Sullivan onde a IL- 1β promove a proliferação e a produção de citocinas pelas células 

T efetoras/memória CD4(+)CD25(+)FoxP3(-), atenuando a função regulatória das 

células T CD4(+)CD25(+)FoxP3(+), bloqueando a supressão dos linfócitos T efetores 

auto-reativos CD4(+)CD25(-). Portanto, uma grande expressão constitutiva de IL-1β em 

um indivíduo geneticamente predisposto pode promover a expansão e função auto-

reativa de células T efetoras, que atenua a habilidade das células T reguladoras de 

manter a tolerância ao próprio (O'Sullivan et al, 2006). 

Recentemente, em camundongos com a mutação R258W de NALP-3, tem sido 

demonstrado que a inflamação da pele induzida e/ou por contato apresentou um perfil 

de citocina predominante da célula Th17 em tecidos afetados. O defeito nestes 

camundongos reside nas células apresentadoras de antígeno e não na célula T (naive), 
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sendo atribuída ao excesso de produção de IL-1β. É possível que distúrbios na 

homesostase das células T estejam presentes, já que a ativação do inflamassoma está 

associada com a morte celular necrótica e que a presença de proteínas endógenas 

resultantes dessa morte celular possam desencadear respostas autoimunes (Meng et al., 

2009). 

Neste contexto, uma morte celular não-efetiva ou na incapacidade do sistema 

imune inato em remover “debris” celulares, após a morte da célula, pode ativar 

respostas inflamatórias através da ativação dos PRRs, incluindo TLRs e NLRs. Existem 

evidências de que células necróticas liberam moléculas endógenas (sinais DAMP) que 

promovem uma atividade adjuvante na ativação celular (Bianchi, 2007). A presença de 

“debris” celulares resultantes de um processo de apoptose não adequado tem sido 

considerada a principal hipótese etiopatogênica relacionada ao lúpus. Além disso, a 

ativação específica do inflamassoma ASC/NALP3 induz exposição de MHC-II na 

superfície dos macrófagos para uma rápida apresentação de antígenos estranhos como 

parte de uma resposta imune adaptativa que é coordenada com a inflamação local (Qu et 

al, 2007).  

 Foi descrito recentemente outro aspeto que liga os inflamassomas e a imunidade 

adaptativa onde células CD4+ T efetoras e de memória de camundongos deletam a 

ativação dos inflamassomas NALP-1 e NALP-3 e a subseqüente secreção de IL-1β em 

macrófagos através do contato célula-célula (Guarda et al, 2009). 

Doenças inflamatórias e auto-imunes comuns apresentam uma patogênese 

multifatorial, no qual o fator genético é importante. A família dos genes NALP, pela sua 

função importante na resposta inflamatória, pode ser um importante campo de estudo na 

UCI para elucidar possíveis desordens do sistema imune inato e adaptativo na doença. 
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II. OBJETIVOS 

 Objetivo Geral 

 A proposta do projeto foi avaliar o efeito imunomodulatório das estatinas na 

resposta imune induzida por estímulos policlonais para células T e B ou inato em 

linfócitos ou monócitos em pacientes com Urticária Crônica Idiopática e indivíduos 

sadios. 

Objetivos Específicos 

 

• Efeito in vitro de concentrações molares da sinvastatina e lovastatina na resposta 

proliferativa de CMN de pacientes e controles a PHA, SEA, TT e PWM, nas fases 

do ciclo celular de CMN estimuladas por PHA e PWM por citometria de fluxo e na 

produção de IL-5, IL-10, IFN-γ e IL-17Ade CMN e/ou CD4+ estimuladas por PHA;  

 

• Avaliar a expressão dos genes SOCS3 e RORCγt em CMN e/ou células CD4+ 

estimuladas por PHA e a influência das estatinas por real-time PCR; 

 

• Efeito direto ou da pré-incubação das estatinas na produção de IL-1β, IL-6, 

MIP1-α, TNF-α em cultura de CMN e/ou CD14+ estimuladas por LPS;  

 

• Avaliar a expressão da enzima regulatória IDO em CMN e células CD14+ e 

fatores pró-inflamatórios como NALP3, Caspase-1 e IL-18 induzida por LPS em 

células CD14+ e a influência das estatinas por real-time PCR.      
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III. CASUÍSTICA 

 

Foram selecionados pacientes com quadro de urticária crônica idiopática (N=22, 

média idade = 49 ± 12,5 anos, de 22-67 anos, 19 mulheres e 3 homens), com sintomas 

recorrentes acima de seis semanas de duração no Ambulatório de Urticária do 

Departamento de Dermatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

USP. O uso de anti-histamínicos pelos pacientes foi evitado por pelo menos 48 horas 

antes da coleta da amostra como descrito previamente (Lourenço et al., 2008).  

Pacientes com urticária-vasculite ou urticária física (dermatografismo, urticária ao 

frio, urticária colinérgica) e doenças auto-inflamatórias constituíram critérios de 

exclusão. Indivíduos saudáveis, sem urticária, (N=41, média idade = 42 ± 10,0 anos, de 

22-60 anos, 30 mulheres e 11 homens) foram utilizados como grupo controle. O sangue 

dos pacientes foi coletado, após assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (Anexo A). Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das 

Clínicas da Universidade de São Paulo (Cappesq no: 1158/05) (Anexo B). 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Obtenção de células mononucleares (CMN) do sangue periférico: Amostra de 

sangue periférico foi coletada em tubo heparinizado estéril, diluída, volume a volume, 

em solução fisiológica e centrifugada por 20 minutos a 2200 rpm em solução gradiente 

de Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, EUA) para obtenção de CMN. 

Após duas lavagens em meio de cultura RPMI-1640 (Inlab, Diadema, SP, BR) 

suplementado com gentamicina (10 μg/mL, Novafarma, SP, BR) a 1100 rpm por 10 

minutos, as células obtidas foram quantificadas em contador automático (Cell Dyn 

1400, Abbot) e a concentração de células foi ajustada de acordo com o ensaio a ser 

realizado. A viabilidade celular foi observada com auxílio do corante Azul de tripan. 

 

2. Obtenção de células CD14+ e células T CD4+: CMN obtidas conforme descrito no 

item 1 foram incubadas com microbeads magnéticas CD14+ ( CD14 microbeads, 

MACS, Miltenyi Biotec, Germany  ) por 20 minutos  a 4º C. Em seguida, a suspensão 

celular foi lavada com tampão PBS/0,5%BSA/2 mM EDTA a 1500 rpm por 10 minutos, 

o sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 500μL de tampão. A 

suspensão foi aplicada na coluna MACS MS (MACS separation columns, Miltenyi 

Biotec) acoplada ao campo magnético. A população de células CD14+ retidas na coluna 

foram eluídas com tampão fora do campo magnético e lavadas a 1500 rpm por 10 

minutos. As células não marcadas foram eluídas e processadas para a obtenção de 

células T CD4+ (CD4+ microbeads, MACS, Miltenyi Biotec). O número de células foi 

quantificado em contador automático (Cell Dyn 1400, Abbot) e a pureza das populações 

celulares (>90%) obtidas foi verificada por citometria de fluxo (FACScalibur, BD, 

Califórina, USA). 
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3. Influência da estatina na resposta proliferativa a mitógenos e antígenos: Para 

avaliar a ação modulatória da estatina na resposta aos mitógenos PHA, SEA, PWM e ao 

antígeno de toxóide tetânico foram realizados ensaios de linfoproliferação em presença 

de várias concentrações molares de sinvastatina e/ou lovastatina.   

 CMN (2x106/mL) foram distribuídas em microplaca de 96 orifícios (Costar, 

Cambridge, MA) com meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro AB (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA, RPMI-S), PHA (2,5μg/mL, Gibco), SEA (0.04 μg/ml, 

Sigma), PWM (5 μg/mL; Sigma) e TT (0.04 Lf/ml, Instituto Butantã, Brazil) na presença 

ou não de concentrações variadas (0.25, 1.0, 5.0 e 25 μM) de estatinas (Calbiochem, La 

Jolla, CA) e incubadas a 37º C em estufa a 5% CO2 por 3 (PHA e SEA) e 6 (PWM e  TT) 

dias, respectivamente.  

Dezoito horas antes do término do cultivo, as culturas foram pulsadas com 1 

μCi/poço de [³H]- timidina (Amersham Pharmacia) e aspiradas com o auxílio de coletor de 

células automático (Skatron, Dinamarca). A incorporação de timidina triciada foi avaliada 

em um contador Betaplate 1205 (Wallac Oi, Turku, Finland). Os resultados das culturas 

expressos por cpm (contagem por minuto) foram avaliados por delta cpm (Δ cpm= 

média cpm das culturas com estímulo – média cpm das culturas sem estímulo).  

 

4. Influência da estatina no ciclo celular de células estimuladas por PHA e PWM: 

Para avaliar a atividade modulatória das estatinas nas fases do ciclo celular, culturas de 

CMN estimuladas por PHA e PWM foram analisadas pela incorporação de 

bromodeoxiuridina (BrdU) ao DNA. As fases do ciclo celular (G0/1, S, G2/M e 

apoptose) foram analisadas na região de linfócitos total por citometria de fluxo. 
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 CMN na concentração de 1,5x106 células/poço em 0,250 mL de RPMI-S em 

microplaca de 24 orifícios (Costar), foram incubadas em presença de RPMI-S ou 

2,5μg/mL de PHA ou  5 μg/mL de PWM  por 3 ou 6 dias, respectivamente, na presença 

ou não de estatina (25 μM, sinvastatina ou lovastatina, Calbiochem) a 37° C em estufa a 

5% de CO2. Dezoito horas antes do término da cultura foi adicionado 10μM de BrdU 

(BD Pharmingen TM ,San Diego, CA). 

 Ao término da cultura as células foram coletadas e lavadas com 500µL de 

solução de DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) / 3% de soro fetal bovino 

(SFB) e centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm. Posteriormente as células foram 

ressuspendidas em 50µL de tampão Citofix/Cytoperm (BD Pharmingen TM) e incubadas 

por 20 min a 4º C. Após nova lavagem com 500µL tampão Perm Wash (BD 

Pharmingen TM) foi adicionado 50µL de tampão Cytoperm Plus (BD Pharmingen TM) 

por 10 min a 4º C. Após nova lavagem, foi adicionada 50µL DNase (30µg/mL, BD 

Pharmingen TM) em DPBS por 1 hora a 37º C. Uma nova lavagem foi realizada e as 

células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-BrdU FITC (Fluorescein 

Isothiocyanate) por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a 

marcação com 10µL de 7-AAD PC5 (Phycoerythrin-Cyanin 5) e as células foram 

ressuspendidas em tampão DPBS/3% SFB e avaliadas no citômetro de fluxo BD 

FACSCalibur TM (CA, EUA) utilizando o programa  BD Cell Quest Pro TM. Para avaliar 

a população de linfócitos foram definidas regiões baseadas no tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC), com uma aquisição de no mínimo de 10.000 eventos totais. 
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5. Influência da estatina na produção de citocinas de culturas de CMN estimuladas 

com mitógenos: A suspensão de CMN, obtida como descrito no item 1, foi distribuída 

na concentração de 1,5x106 células/poço na microplaca de 24 orifícios (Costar) em 

RPMI-S, em presença de LPS (100ng/mL,Sigma) por 24horas ou PHA (2,5 μg/mL, 

Gibco) por 48 horas com ou sem sinvastatina (25 µM, Calbiochem) e incubadas a 37° C 

em estufa a 5% de CO2. Algumas culturas foram incubadas inicialmente com 

sinvastatina (25µM) por 24 horas e com LPS por mais 24 horas. A dosagem de citocinas 

nos sobrenadantes foi realizada por ensaio imunoenzimático (ELISA) e as células foram 

congeladas em RNA later (Sigma) para posterior extração de RNA.  

 

6. Influência da estatina na produção de citocinas de culturas de células CD14+ e 

CD4+ estimuladas: A suspensão de células CD14+, obtida como descrito no item 2, foi 

distribuída na concentração de 0,75x106 células/poço na microplaca de 48 orifícios 

(Costar) em RPMI-S,  e incubadas inicialmente com sinvastatina (25µM) e/ou seu 

inibidor mevalonato (400μM) por 24 horas e com LPS (1μg/mL,Sigma)  por mais 2 

horas. A suspensão de células CD4+ foram incubadas com PHA (2,5 μg/mL, Gibco) por 

48 horas com ou sem sinvastatina (25 µM, Calbiochem) e/ou seu inibidor mevalonato 

(400μM) a 37° C em estufa a 5% de CO2. Foi realizada a dosagem de citocinas (IL-1β, 

TNF-α, MIP1-α e IL-17) nos sobrenadantes por ensaio imunoenzimático (ELISA) e as 

células foram congeladas em RNA later (Sigma) para posterior extração de RNA. 

 

7. ELISA para dosagem de citocinas: A determinação de IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, IL-

17A, IFN-γ, TNF-α e MIP1-α nos sobrenadantes de cultura de CMN foi realizada por 

ELISA, seguindo as especificações do fabricante (R&D System, Minneapolis, MN).  
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 Microplacas com 96 poços (A-2, Costar) foram sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais anti-citocinas diluídos em PBS e incubadas por 18 horas a temperatura 

ambiente. As placas foram bloqueadas com PBS/SAB 4% (Sigma) e incubadas por uma 

hora a temperatura ambiente. Em seguida, após um ciclo de três lavagens com tampão 

PBS/0,05% Tween-20, foram adicionadas as amostras e as diluições seriadas da curva 

padrão. As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e, após o término 

deste período, os respectivos anticorpos anti-citocinas biotinilados foram adicionados às 

placas e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, após um ciclo de três 

lavagens, foi adicionada estreptoavidina peroxidase (Sigma) seguida de uma incubação 

de 45 minutos a temperatura ambiente. Após novas lavagens, foi adicionado o substrato 

3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina (Calbiochem). A reação foi interrompida pela adição de 

ácido sulfúrico 1M e a leitura foi realizada em leitor de microplacas de Elisa (Molecular 

Devices, CA, EUA) a 450 nm. O limite de detecção foi de 15 pg/mL (IL-1β), 2 pg/mL 

(IL-5), 13 pg/mL (IL-10), 3 pg/mL (IFN-γ),14 pg/mL (TNF-α) ,7 pg/mL (IL-6), 28 

pg/mL (IL-17) e 3µg/mL (MIP1-α). 

 

8. Reação em cadeia da polimerase em tempo real  

 O RNA total de 0,75x106 CMN foi extraído com RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Valencia, CA,USA) seguindo as orientações fornecidas pelo fabricante. Para obtenção 

de cDNA a partir do RNA total purificado foi utilizada a metodologia do kit Sensiscript 

Reverse Transcriptase (Qiagen). O procedimento da PCR em tempo real foi realizada 

como descrito previamente (Dos Santos et al., 2008). 

 Para a realização da reação de amplificação em tempo real, foram utilizados para 

cada amostra de cDNA (1μg) 10μL da solução Platinum  SYBR Green qPCR SuperMix-

UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 0,4μL de ROX Reference Dye, 7,3μL de água 
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destilada estéril e 200nM do primer (Invitrogen). A síntese dos primers foram 

sintetizados pela Invitrogen (São Paulo, SP, BR). Sequência dos primers: albumina  

(sense 5’-GCTGTCATCTCTTGTGGGCT GT-3’, antisense 5’-AAACTCA-

TGGGAGCTGCTGGTT-3’); IDO (sense 5'-GGTCAT GGAGATGTCCGTAA -3', 

antisense 5'-ACCAATAGAGAGACCAGGAAGAA -3'); Caspase-1 (sense 5’-

ATCCGTTCCATGGGTGAAGGTACA-3’, antisense  5’-CAAATGCCTCCAGCT 

CTGTAATCA-3’); IL-18 (sense 5’-GCTTGAATCTAAATTATC AGTC-3’, antisense 

5’-GAAGATTCAAATTGCATCTTAT-3’); NALP3 (sense 5’-GGCATATCACGT 

GGGATTC-3’, antisense  5’-GATCTTCGCTGCGAT CAAC-3’); RORCγt (sense 5’-

TGGAAGTGGTGCTGGTTAGGA-3’, antisense 5’-AAGGCTCGGAACAGCTC 

CAT-3’; SOCS3 (sense 5’-AGGAATGTAGCAGCGATG GAA-3’, antisense 5’-

GCCCTGTCCAGCCCAATAC-3’). A amplificação foi realizada a 45 ciclos de 15 

segundos a 95oC, 30 segundos a 60oC e 30 segundos a 72oC, em termociclador iCycler 

(BioRad, EUA). Os dados obtidos foram interpretados com o programa iCycler iQ 

Program (BioRad).Os resultados foram avaliados pelo threshold cycle (ct) do gene de 

interesse nomalizado com o ct do controle interno (albumina). A expressão quantitativa 

relativa dos genes foram calculadas como 2-ΔΔCT de acordo com Livak et al. (2001).  

 

9. Análise estatística: A comparação entre os grupos foi realizada utilizando o teste 

estatístico não paramétrico, Man-Whitney e Wilcoxon teste pareado para comparar 

variáveis entre controles e paciente UCI. O teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de 

Dunn’s foi utilizado para comparar dados não pareados entre 3 grupos de dados. O nível 

de significância foi considerado quando P≤ 0,05. 
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V. RESULTADOS  

 

1. Características demográficas dos pacientes com Urticária Crônica Idiopática 

 

Para o estudo foram selecionados 22 pacientes com Urticária Crônica Idiopática 

(UCI) do Ambulatório de Dermatologia HC-FMUSP (Tabela I). A distribuição dos 

pacientes por sexo foi predominante de mulheres (19) em relação aos homens (3), com 

idade média de 49±12,5 anos. A duração das lesões dos pacientes foi de 13,89±14,41 

anos. A ocorrência de angioedema foi detectável em 54,54% dos pacientes. As 

características individuais dos pacientes com UCI encontram-se na Tabela II (Anexo I). 

 

 

Tabela I. Características demográficas dos pacientes com Urticária Crônica Idiopática 
 
 

Número de 
Pacientes 

22 

Mulheres/Homens 19/3 

Idade (Variação) 49±12,5* (22-67 
anos) 

Duração das lesões 
(anos) 

13,89±14,41*  

Angiodema 12/22 (54,5%) 

        * média ± D.P. 
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2. Influência das estatinas na resposta linfoproliferativa aos mitógenos e antígenos 

de pacientes com UCI e controles 

 

 Inicialmente, foi avaliado se as estatinas são capazes de influenciar na 

capacidade proliferativa das CMN de pacientes com UCI e controles a 

fitohemaglutinina (PHA), ao mitógeno pokeweed (PWM), ao superantígeno 

enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA) e ao antígeno específico toxóide 

tetânico (TT). Para tal, foram realizadas culturas de CMN na presença ou não de 

concentrações molares de sinvastatina e/ou lovastatina por três dias (PHA e SEA) e seis 

dias (PWM e TT) de incubação. 

 Na figura 3a, pode-se observar que as concentrações de 5μM e 25μM da 

sinvastatina inibiu significantemente a proliferação de CMN em resposta a PHA de 

pacientes UCI e controles comparados às culturas na ausência da droga. O perfil de 

inibição da resposta proliferativa é similar para os estímulos SEA (Fig 3b), TT (Fig 3c) 

e PWM (Fig 4), onde verificamos inibição significativa com concentrações acima de 

5μM de simvastatina e/ou lovastatina em ambos os grupos. O perfil de inibição mostra 

que 1µM de sinvastatina (Fig 5d) é mais eficaz para inibir a resposta proliferativa em 

75% sendo que a lovastatina atinge 45%. Já com doses superiores a 5µM as drogas 

mostram similar potencial inibitório, acima de 95% (Fig 5e). 

A Figura 5 ilustra o percentual de inibição da resposta proliferativa à PHA (Fig 

5a), SEA (Fig 5b), TT (Fig 5c) pela sinvastatina e ao PWM pela sinvastatina (Fig 5d) e 

lovastatina (Fig 5e). Na qual, a menor dose das drogas, 0,25μM, induz 30% de inibição 

da proliferação, enquanto que em concentração cem vezes superior (25μM) a inibição 

foi de 100% para as CMN de controles e pacientes. Os resultados mostram que as 

estatinas em elevadas concentrações são capazes de inibir a capacidade mitogênica das 
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células T e B e a resposta antígeno específica, similarmente em indivíduos saudáveis ou 

de pacientes com UCI. 
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 b)      c) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Efeito de concentrações de sinvastatina na resposta proliferativa. CMN (1x106 

céls/mL) de sangue periférico de controles (n=6-11) ou de pacientes (b, n=3-9) foram 
estimuladas com PHA (a, 2,5μg/mL), SEA (b, 0,04µg/mL) e TT (c, 0,04 Lf/mL) na presença ou 
não de concentrações de sinvastatina (0,25-25μM) e incubados a 37ºC por três ou seis dias. Os 
resultados estão expressos em Δcpm (média do cpm da cultura estimulada – média do cpm da 
cultura não estimulada). **P<0,01, ***P<0,001 quando comparados com a resposta à PHA na 
ausência da droga (0). 
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Figura 4. Efeito de concentrações de estatinas na resposta proliferativa a PWM. CMN (1x106 

céls/mL) de sangue periférico de controles (n=8) ou de pacientes (n=5) foram estimuladas com 
PWM (5μg/mL) na presença ou não de concentrações de sinvastatina (a) e lovastatina (b) (0,25-
25μM) e incubados a 37ºC por seis dias. Os resultados estão expressos em Δcpm (média do cpm 
da cultura estimulada – média do cpm da cultura não estimulada). *P<0,05, **P<0,01, quando 
comparados com a resposta à PWM na ausência da droga (0).  
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 a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 b)         c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

d)         e) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Percentual de inibição da proliferação de CMN pelas estatinas. CMN (1x106 céls/mL) 
foram incubadas com PHA (a, 2,5μg/mL), SEA (b, 0,04µg/mL), TT (c, 0,04 Lf/mL) PWM (d e 
e, 5,0μg/mL) na presença ou não de concentrações de sinvastina e/ou lovastatina (0,25-25μM)  
e incubados por três ou seis dias a 37ºC. Os resultados estão expressos em média ± erro padrão 
da porcentagem de inibição da resposta proliferativa em Δcpm. 
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3. Influência da estatina no ciclo celular em resposta a PHA e PWM 

 

 Como foi observado um acentuado decréscimo da proliferação celular em 

paralelo ao aumento da concentração de estatinas, prosseguimos para avaliar qual a 

influência das drogas nas fases do ciclo celular e também na viabilidade celular. Para 

tal, foram realizadas culturas de CMN de indivíduos controles e pacientes com PHA 

(2,5μg/mL) e PWM (5,0μg/mL) em presença das drogas, sinvastatina ou lovastatina 

(25μM) por três ou seis dias de incubação, respectivamente. As fases do ciclo celular 

G0/1, S, G2/M e também apoptose de linfócitos totais foram analisadas pela 

incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) por citometria de fluxo.  

  Sinvastatina e lovastatina são capazes de inibir a progressão do ciclo celular em 

CMN estimuladas por PHA de pacientes UCI e controles. Entretanto, apenas nas CMN 

de controles houve uma significante inibição na porcentagem das células na fase S e 

G2/M do ciclo celular para ambas as drogas comparando-se às culturas na ausência das 

drogas (Fig 6). Além disto, a lovastatina induz aumento significativo no número de 

células em apoptose nos controles. O histograma na Fig 7 ilustra o efeito da droga nas 

fases do ciclo celular. 

Efeito similar ao da PHA foi observado com o estímulo das CMN de controles 

por PWM, porém não foi significante (Fig 8). A figura 9 ilustra o histograma das etapas 

do ciclo celular em resposta ao estímulo por PWM e as respectivas porcentagens de 

linfócitos totais em cada fase do ciclo.  

Em conjunto, os resultados indicam que a estatina é capaz de inibir a resposta 

mitogênica de células T e B de pacientes com UCI e controles. Esta inibição mediada 

pelas estatinas é decorrente do bloqueio da fase inicial do ciclo celular (Fase G0/1), que 
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impede o prosseguimento para outras fases do ciclo celular. A concentração de 25μM 

de lovastatina foi capaz de induzir apoptose nessas células. 
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Figura 6. Etapas do ciclo celular de CMN de indivíduos controle (a, n=5) e pacientes UCI (b, 
n=4). CMN foram incubadas na presença de PHA (2,5μg/mL), sinvastatina (S, 25μM) e 
lovastatina (L, 25μM) por 72 horas. A incorporação de BrdU foi feita 18 horas antes do término 
da cultura. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão do percentual de linfócitos 
totais analisados por citometria de fluxo. *P<0,05,**P<0,01 quando comparado às respectivas 
fases do ciclo celular estimulados com PHA na ausência da droga. 
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a) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 

Figura 7. Histograma ilustrativo das etapas do ciclo celular. CMN (1x106 céls/mL) de 
indivíduo controle (a) e paciente UCI (b) foram incubadas na presença de PHA (2,5μg/mL) e 
sinvastatina (S, 25μM) por 72 horas. Em cada quadrante está expresso o valor percentual obtido 
na população de células totais através de ensaio de incorporação de BrdU 18 horas antes do 
término da cultura por citometria de fluxo (10.000 eventos). Fase G0/1; Fase S; Fase G2/M e 
Apoptose.  
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Figura 8. Etapas do ciclo celular de CMN de indivíduos controle (n=4). CMN foram incubadas 
na presença de PWM (5μg/mL), sinvastatina (S, 25μM ) e lovastatina  (L, 25μM) por 6 dias. A 
incorporação de BrdU foi feita 18 horas antes do término da cultura. Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão do percentual de linfócitos totais analisados por citometria 
de fluxo.  
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Figura 9. Histograma ilustrativo das etapas do ciclo celular. CMN (1x106 céls/mL) de 
indivíduo controle foram incubadas na presença de PWM (5,0 μg/mL) e sinvastatina (S, 
25μM) por 72 horas. Em cada quadrante está expresso o valor percentual obtido na 
população de células totais através de ensaio de incorporação de BrdU 18 horas antes do 
término da cultura por citometria de fluxo (10.000 eventos). Fase G0/1; Fase S; Fase 
G2/M e Apoptose.  
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4. Obtenção de células CD14+ e CD4+ purificadas 

  

Para investigar a influência das estatinas em populações de células CD14+ 

(monócitos) e células T CD4+ purificadas, as CMNs de controles e pacientes UCI 

foram marcadas com microbeads magnéticas CD14+ ou CD4+ e obtidas por seleção 

positiva. A pureza da população celular foi analisada por citometria de fluxo. A pureza 

das células CD14+ (Fig 10a) e CD4+ (Fig 10b) obtidas foram superiores a 90%. 

a) 
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Figura 10. Histogramas ilustrativos da pureza de células CD14+ (a) e células T CD4+ 
(b) de um indivíduo controle. A população celular foi avaliada pelo tamanho e 
granulosidade por citometria de fluxo. 
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5. Efeito da sinvastatina na secreção de citocinas, fatores regulatórios e 

inflamatórios em CMN e células CD4+ estimuladas por PHA de pacientes com 

UCI e controles  

  

 Após observar a inibição da proliferação e ciclo celular, passamos a investigar 

qual a influência da simvastatina na secreção de citocinas e na expressão de fatores 

regulatórios em resposta a PHA, em CMN e células T CD4+.  

A dosagem de citocinas foi realizada nos sobrenadantes de cultura de CMN 

estimuladas com PHA por 48 horas (IFN-γ, IL-10, IL-5 e IL-17a), na presença de 

sinvastatina (25μM). 

Na Figura 11 pode-se observar que após o estímulo com a PHA, apesar da 

tendência de diminuição da produção de IFN-γ, IL-10 e IL-17 dos pacientes em relação 

ao grupo controle, não houve diferença estatística entre os grupos. A adição de 

sinvastatina às culturas reduziu significantemente a produção de IFN-γ, IL-10, IL-5 e 

IL-17, de ambos pacientes e controles, atingindo um percentual de inibição de até 90%.  

Os resultados mostram que a simvastatina é eficazmente capazes de inibir a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ e IL-17A) ou regulatórias (IL-10) por 

estímulo policlonal de células T. 

O próximo passo foi investigar o gene RORCγt envolvido na produção de IL-17 

e também o gene supressor da sinalização de citocinas 3 (SOCS3), relacionado com a 

regulação das citocinas IL-6, IL-23 e também IL-17 (Elliott e Johnston, 2004). A 

expressão de mRNA de RORCγt  em células CD4+ estimulados por PHA foi similar 

entre controles e pacientes UCI na ausência de sinvastatina, entretanto a droga induziu 

um aumento significante de RORCγt nas células CD4+ de controles (Fig 12). A 
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secreção de IL-17A (Fig 13) pelas células CD4+ é inibida pela sinvastina em ambos os 

grupos, efeito similar ao observado na secreção desta citocina em CMN (Fig 11).  

Quando analisamos a expressão de SOCS3 em CMN de controles e pacientes 

UCI observamos aumento significante em células de pacientes em relação ao controle. 

Entretanto, a sinvastina induziu aumento significante na expressão deste fator apenas 

em CMN de controles (Fig 14). Em células CD4+ não houve alteração da expressão de 

SOCS3 pela estatina (Fig 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

44

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Efeito da sinvastatina na produção de IFN-γ, IL-10, IL-5 e IL-17A induzidas 
por PHA. CMN (3x106céls/mL) de pacientes com UCI (●, n=7-12) e controles (○, n=8-
13) foram cultivados com PHA (2,5μg/mL) na presença ou não de sinvastatina (S, 
25μM) por 48 horas a 37ºC. Os sobrenadantes das culturas foram avaliados por ELISA. 
*P<0,05 **P<0,01, ***P<0,001 quando comparados com a ausência da droga. 
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Figura 12. Efeito das estatinas na expressão relativa de mRNA de RORCγt. Células 
CD4+ (0,75x106céls/mL) de controles (n=10) e pacientes com UCI (n=8) foram 
cultivados com PHA (2,5μg/mL) na presença ou não de sinvastatina (S=25μM) e seu 
inibidor mevalonato (M, 400μM) por 48 horas a 37ºC. A expressão do mRNA foi 
quantificada por real time-PCR. Os resultados estão expressos como média ± erro 
padrão. 
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Figura 13. Efeito da sinvastatina na produção de IL-17A induzida por PHA. Células 
CD4+ (0,75x106céls/mL) de controles (n=11) e pacientes com UCI (n=8) foram 
cultivados com PHA (2,5μg/mL) na presença ou não de sinvastatina (S=25μM) e seu 
inibidor mevalonato (M, 400μM) por 48 horas a 37ºC. Os sobrenadantes das culturas 
foram avaliados por ELISA. *P<0,05 **P<0,01, quando comparados com a ausência da 
droga. 
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Figura 14.Efeito das estatinas na expressão relativa de mRNA de SOCS-3. CMN 
(0,75x106céls/mL) de controles (n=8) e pacientes com UCI (n=5) foram cultivados com 
PHA (2,5μg/mL) na presença ou não de sinvastatina (S=25μM) e seu inibidor 
mevalonato (M, 400μM) por 48 horas a 37ºC. A expressão do mRNA foi quantificada 
por real time-PCR. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. 
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Figura 15. Efeito das estatinas na expressão relativa de mRNA de SOCS-3. Células 
CD4+ (0,75x106céls/mL) de controles (n=12) e pacientes com UCI (n=6) foram 
cultivados com PHA (2,5μg/mL) na presença ou não de sinvastatina (S=25μM) e seu 
inibidor mevalonato (M, 400μM) por 48 horas a 37ºC. A expressão do mRNA foi 
quantificada por real time-PCR. Os resultados estão expressos como média ± erro 
padrão. 
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6. Efeito das estatinas na secreção de citocinas, fatores regulatórios e inflamatórios 

em CMN e células CD14+ estimuladas por LPS de pacientes com UCI e controles  

 

Para avaliar o efeito das estatinas na resposta imune inata via TLR4, CMN e 

células CD14+ foram estimuladas por LPS. Primeiramente analisamos a secreção de 

TNF-α, IL-6 e MIP-1α de CMN induzidas por LPS onde foram detectados níveis 

similares entre o grupo de pacientes e controles (Fig 16). A adição simultânea de 

sinvastatina e LPS não interferiram na produção de IL-6, entretanto, inibiu a produção 

de TNF-α e de MIP1-α  somente nas culturas de CMN de indivíduos controle 

comparado às culturas na ausência da droga.  O percentual de inibição observado nos 

indivíduos controle foi de 42% para TNF-α e 56% para MIP1-α . 

Como foi observado que a sinvastatina adicionada simultaneamente ao estímulo 

com LPS não foi eficaz para modular negativamente a produção de citocinas, foi 

avaliado o efeito da incubação por 24 horas com as drogas, sinvastatina e lovastatina 

nas concentrações de 2,5 e 25 μM, previamente ao estímulo com LPS.  

A pré-incubação das células com as drogas não interferiu na produção de TNF-

α  de CMN dos pacientes, mas a sinvastatina manteve a inibição da citocina pelas 

células dos indivíduos controle (Fig. 17a), como observado com a adição simultânea da 

droga com o LPS. Já com a incubação prévia com lovastatina, independente da dose, 

não houve inibição da produção de TNF-α (Fig 17b), porém o efeito inibitório foi 

evidenciado pela maior dose das drogas na produção de MIP-1α (Fig. 18) e IL-6 (Fig. 

19) tanto pelas CMN de controle e de pacientes com UCI.  

Quando a secreção das citocinas foi analizada em células CD14+ não 

observamos diferença significante de TNF-α (Fig 20a) e IL-1β (Fig 20b) entre controles 

e pacientes UCI. Estes dados corroboram com os observados com o pré-tratamento e 
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co-cultivo das CMN com as estatinas e LPS onde não foi observado efeito inibitório na 

secreção de TNF-α nas células de pacientes UCI (Fig 17). Em contraste, as células 

CD14+ de pacientes UCI secretam altos níveis de MIP-1α comparados aos controles 

(Fig 20c) e a sinvastatina foi capaz de inibir esta secreção em ambos os grupos. 

Após observar o efeito sobre a secreção das citocinas passamos a investigar a 

influência desta droga em fatores regulatórios como a expressão da enzima IDO e 

também em fatores envolvidos com a inflamação como o genes NALP3, CASP1 e IL-

18. 

O LPS induz diminuição significante da expressão do mRNA de IDO em CMN 

de pacientes UCI em relação aos controles, mostrando uma alteração na expressão da 

enzima na UCI. A incubação com sinvastatina ou lovastatina modula negativamente 

esta expressão (Fig 21). Quando cultivamos apenas células CD14+ na presença de LPS 

e da sinvastatina este efeito não é observado, sugerindo que este efeito é induzido pela 

presença da população de células T e que na UCI esta interação celular pode estar 

alterada (Fig 22). 

A análise de genes relacionados com os inflamassomas NALP em resposta ao 

estímulo da resposta imune inata mostrou que a expressão de mRNA de NALP3 (Fig 

23a), Caspase-1 (Fig 23b) e IL-18 (Fig 23c) não estão alteradas na UCI  e que a 

sinvastatina não exerce influência. Estes dados evidenciam que esta condição de 

estímulo ou de tratamento das células com sinvastatina não causa modulação na 

resposta dos inflamassomas na UCI. 

Em conjunto, os dados evidenciam o potencial imunomodulatório das estatinas, 

seja na entrada do ciclo celular, e conseqüentemente na capacidade de produção de 

citocinas em resposta a estímulo de células T e  em menor intensidade ao estímulo com 

LPS, principalmete nas células CD14+.  Além disto, as drogas também são capazes de 
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interferir em mecanismos de regulação, como na expressão de IDO, que está deficiente 

nos pacientes UCI. 
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Figura 16. Efeito da sinvastatina na produção de IL-6, TNF-α e MIP1-α em CMN em 
resposta ao LPS. CMN (3x106céls/mL) de controles (○,n=8) e pacientes com UCI 
(●,n=6-7) foram cultivados com LPS (100ng/mL) na presença ou não de sinvastatina 
(S=25μM ) por 24 horas a 37ºC. Os sobrenadantes das culturas foram avaliados por 
ELISA. *P<0,05, **P<0,01 quando comparados com a ausência da droga.
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Figura 17. Efeito das estatinas na produção de TNF-α em CMN em resposta ao LPS. 
CMN (3x106céls/mL) de controles (○, n=6-7) e pacientes com UCI (●, n=6) foram 
incubados com sinvastatina (a) e lovastatina (b) (S1/L1=2,5μM, S2/L2=25μM) por 24 
horas e com LPS (100ng/mL) por 24 horas a 37ºC. Os sobrenadantes das culturas foram 
avaliados por ELISA e expressos como mediana. *P<0,05 quando comparados com a 
ausência da droga. 
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Figura 18. Efeito das estatinas na produção de MIP1-α por CMN em resposta ao LPS. 
CMN (3x106céls/mL) de controles (○, n=9) e pacientes com UCI (●, n=7) foram 
incubados com sinvastatina (a) e  lovastatina (b) (S1/L1=2,5μM, S2/L2=25μM) por 24 
horas e estimulado com LPS (100ng/mL)  por 24 horas a 37ºC. Os sobrenadantes das 
culturas foram avaliados por ELISA e expressos como mediana. *P<0,05, **P<0,01 
quando comparados na ausência da droga. 
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Figura 19. Efeito das estatinas na produção de IL-6 por CMN em resposta ao LPS. 
CMN (3x106céls/mL) de controles (○, n=9) e pacientes com UCI (●, n=7) foram 
incubados com sinvastatina (a) e  lovastatina (b) (S1/L1=2,5μM, S2/L2=25μM) por 24 
horas e após estimulado com LPS (100ng/mL)  por 24 horas a 37ºC. Os sobrenadantes 
das culturas foram avaliados por ELISA e expressos como mediana. *P<0,05, 
**P<0,01, ***P<0,001 quando comparados na ausência da droga. 
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Figura 20. Efeito das estatinas na produção de TNF-α, IL-1β e MIP-1α de CD14+ em 
resposta ao LPS. Células CD14+ (0,75x106céls/mL) de controles (○, n=7-9) e pacientes 
com UCI (●, n=6-7) foram incubados com sinvastatina, (S=25μM) por 24 horas e após 
estimulo com LPS (1μg/mL)  por 2 horas a 37ºC. Os sobrenadantes das culturas foram 
dosados para TNF-α (a), IL-1β (b) e MIP-1α (c) por ELISA. *P<0,05, **P<0,01, 
quando comparados na ausência da droga. 
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Figura 21. Efeito das estatinas na expressão relativa de mRNA de IDO de CMN em 
resposta ao LPS. CMN (0,75x106céls/mL) de controles (n=5) e pacientes com UCI 
(n=5) foram pré-incubados com sinvastatina (S=25μM) por 24 horas e estimulados com 
LPS (100ng/mL) por 24 horas a 37ºC. A expressão do mRNA foi quantificada por real 
time-PCR. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. *P<0,05, **P<0,01. 
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Figura 22. Efeito das estatinas na expressão relativa de mRNA de IDO por monócitos 
em resposta ao LPS. Células CD14+ (0,75x106céls/mL) de controles (n=7) e pacientes 
com UCI (n=6) foram pré-incubados com sinvastatina (S=25μM) e/ou seu inibidor 
mevalonato (M=400µM) por 24 horas e estimulados com LPS (1μg/mL) por 2 horas a 
37ºC. A expressão do mRNA foi quantificada por real time-PCR. Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão. 
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Figura 23. Efeito das estatinas na expressão relativa de mRNA de NALP3, Caspase-1 e 
IL-18 em monócitos em resposta ao LPS. Células CD14+ (0,75x106céls/mL) de 
controles (n=6-7) e pacientes com UCI (n=4-6) foram pré-incubados com sinvastatina 
(S=25μM) por 24 horas e estimulados com LPS (1μg/mL) por 2 horas a 37ºC. A 
expressão do mRNA de NALP3 (a), Caspase-1 (b) e IL-18 (c) foi quantificada por real 
time-PCR. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. 
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VI. DISCUSSÃO 

 

 Neste projeto foi avaliado o potencial de um agente farmacológico com 

característica antiinflamatória e imunomodulatória como as estatinas, na resposta 

proliferativa a mitógenos e antígenos, na progressão do ciclo celular e na produção de 

citocinas. Outro objetivo do estudo foi avaliar o potencial modulatório das estatinas na 

expressão de componentes regulatórios como a enzima IDO, a proteína inibidora 

SOCS3, o fator de transcrição RORCγτ, citocinas pró-inflamatórias e também sua 

influência em genes relacionados com os inflamassomas em pacientes com UCI e 

indivíduos saudáveis.  

Os resultados referentes à avaliação da proliferação de CMN em resposta a PHA 

e PWM mostraram que a sinvastatina e lovastatina em elevadas concentrações são 

capazes de inibir os níveis basais de proliferação e intensamente a resposta mitogênica 

de CMNs de pacientes ou de controles. Além disto, observamos que a sinvastatina 

exerce efeito inibitório em CMN estimuladas por SEA, um superantígeno, e também na 

resposta antígeno-específico, como o toxóide tetânico, em pacientes UCI e controles. 

Similarmente, diversos estudos têm mostrado que as estatinas como a atorvastatina, 

lovastatina e sinvastatina causam inibição da resposta proliferativa induzida pelos 

mitógenos Con A, PHA e PWM (Bessler et al., 2005). Também foi descrito que a 

atorvastatina, em concentrações superiores a 1µM, é capaz de inibir a proliferação de 

células T CD4+ em resposta a PHA e também ao estímulo por anticorpos anti-CD3/anti-

CD28, porém esta droga causa aumento de apoptose em concentrações acima de 10 µM 

(Coward e Chow, 2006). Os nossos dados confirmam que as estatinas apresentam 

amplo efeito imunossupressivo em CMN estimuladas por diferentes vias de estímulo, 

seja por policlonal, superantígenos e antígenos-específicos. 
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Avaliamos o efeito das estatinas nas etapas do ciclo celular e na apoptose pela 

incorporação de bromodeoxiuridina. Nós detectamos que a sinvastatina e lovastatina 

induzem inibição significante da proliferação celular em resposta a mitógenos pelo 

bloqueio na fase G0/1, impedindo a progressão para as fases S e G2/M em controles em 

resposta a PHA. Nos pacientes UCI este efeito não foi significante, devido a uma maior 

ativação das células T que prosseguem pelo ciclo celular e não são afetadas pelo efeito 

das estatinas.  Além disso, nós verificamos que as lovastatina (25μM) induziu aumento 

na porcentagem de células em apoptose em CMN de controles. Provavelmente as 

células de pacientes UCI necessitam de um maior tempo de cultura com a droga para 

observar tal efeito. Foi demonstrado que a fluvastatina inibe a progressão do ciclo de 

células B humanas estimuladas com SAC (Staphylococcus aureus) na fase G0/1 para a 

S e que este mecanismo é independente de apoptose (Naderi et al., 1999). Por outro 

lado, foi demonstrado que a atorvastatina na concentração de 10µM causa parada do 

ciclo celular de células T CD4+ de indivíduos saudáveis, na fase G0/1 em paralelo ao 

aumento da expressão da molécula p27kip1, e que posteriormente ocorre a apoptose 

(Brinkkoetter et al.,2006). Neste estudo o aumento da apoptose ocorre tanto em células 

T naive quanto em células T CD4+ ativadas após estímulo com um potente ionóforo de 

cálcio, o PMA (phorbol myristate acetate) e ionomicina e avaliada pela marcação com 

anexina (Brinkkoetter et al.,2006). Já a fluvastatina induz apoptose de células T CD4+ 

naive, mas não em células T CD4+ ativadas com altas concentrações de 

PMA/ionomicina. Além disso, a fluvastatina (10μM) inibe a atividade da caspase-8 e 

aumenta a caspase-9, sugerindo que o mecanismo de indução de apoptose pela 

fluvastatina pode ser por vias intrínsecas ou extrínsecas (Samson et al., 2005).  

O bloqueio do ciclo celular na resposta a PHA, pela estatina, induziu importante 

diminuição na secreção de IFN-γ, IL-10, IL-5 e IL-17A para pacientes com UCI e 



 

 

63

controles. Estes resultados confirmam a eficácia imunomodulatória da droga, capaz de 

inibir a resposta de células Th1, Th2 e também das citocinas relacionadas com potencial 

inflamatório como as células Th17, secretoras de IL-17. Similarmente a esses 

resultados, o efeito inibitório da fluvastatina foi demonstrado na proliferação celular a 

PHA e na secreção das citocinas IFN-γ e IL-5 em pacientes com asma alérgica 

(Samsom et al., 2006).  

Análise in vivo de indivíduos saudáveis submetidos ao tratamento com 

sinvastatina (40 mg/diária) por seis semanas, mostra que o tratamento não altera a 

resposta Th1, mas indica uma ação supressora na resposta Th2 (Cherfan et al, 2007). 

Nossos resultados in vitro mostram que a sinvastatina chega a inibir 66% da produção 

de IFN-γ e 89% de IL-5 pelas CMN de indivíduos controles, sugerindo que a produção 

de citocina Th2 seja mais suscetível à ação modulatória da droga. Contudo, a produção 

de IL-5 é aproximadamente 10 vezes menor do que a produção de IFN-γ, ou seja, a 

menor freqüência de células Th2 na resposta à PHA pode ter facilitado a ação inibitória 

da droga. Além disto, é possível que os fatores de transcrição envolvidos na sinalização 

da resposta Th2 sejam mais suscetíveis à ação das estatinas. A atorvastatina (1µM), em 

células humanas, parece não exercer efeito no direcionamento da resposta ao padrão 

Th1 (IFN-γ) ou Th2 (IL-4), já que não interfere na secreção destas citocinas em células 

TCD4+ em resposta ao estímulo com anticorpos anti-CD3/anti-CD28, sugerindo que 

esta droga não direciona a resposta imunológica (Coward e Chow, 2006). Em modelo 

murino de encefalomielite autoimune, a atorvastatina promove um desvio de resposta 

para o padrão Th2 e reverte a paralisia no sistema nervoso dos animais (Youssef et al., 

2002). O tratamento in vivo dos camundongos com a estatina foi associada com a 

inibição da fosforilação de STAT 4 e das citocinas IFN-γ e TNF-α  e indução de STAT 

6 e das citocinas IL-4, IL-5 e IL-10. 
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As células Th17 são um subtipo de células T CD4+ que apresentam um papel 

importante no desenvolvimento de doenças autoimunes (Furuzawa-Carballeda et al., 

2007). Uma das principais citocinas indutoras de IL-17 é a IL-23, que regula também a 

expressão do receptor de IL-23 (IL-23R) e o fator de transcrição RORC-γτ (Chen et al., 

2007). A IL-17 é detectada em órgãos alvos de pacientes com doenças autoimunes 

como artrite reumatóide, psoríase e uveíte autoimune, sugerindo ter importante papel 

em processos autoimunes humanos (Amadi-Obi et al., 2007). Nós observamos inibição 

na secreção de IL-17A em células de pacientes UCI e controles, e um aumento na 

expressão do fator de transcrição RORC-γτ apenas em células de controles. Este 

resultado sugere que outros fatores podem estar envolvidos no controle da maior 

expressão de RORC-γτ  em células CD4+ de pacientes UCI, como a maior regulação da 

expressão do fator supressor SOCS3 detectada em CMN estimuladas por PHA. 

A indução de SOCS3 pode ter um efeito inibitório em múltiplas vias 

inflamatórias de sinalização intracelular, regulando negativamente a via JAK/STAT e a 

expressão de IL-6 e IL-23, e consequentemente inibindo a expressão do fator 

proinflamatório RORC-γτ em células CD4+ (Zhang et al., 2008). É possível que a maior 

expressão de SOCS3 encontradas em pacientes UCI em relação aos controles, inibiu a 

expressão de RORC-γτ nas células CD4+ pela sinvastatina. Baseado nos nossos 

resultados, em que a expressão de SOCS3 está aumentada em PBMC de pacientes e que 

a sinvastatina induz aumento na expressão deste gene em controles, efeito não 

observado em células CD4+, sugere a participação de monócitos ou de outras 

populações celulares como fatores importantes na modulação da secreção de IL-17 por 

células CD4+. Foi demonstrado que sobranadantes de monócitos tratados com 

sinvastatina e cultivados com células CD4+, significantemente inibem a expressão de 

RORC-γτ e IL-17 em células CD4+ em comparação com células CD4+ cultivadas com 
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sobrenadantes de monócitos não tratados (Zhang et al., 2008). Este estudo mostra que a 

sinvastatina induz mudanças na secreção de citocinas envolvidas na indução de IL-17 

por células CD4+. 

Em contraste ao efeito das estatinas na resposta T, a ativação via Toll like 

receptor 4 (TLR4) com LPS teve um diferente perfil modulatório na produção de 

citocinas pró-inflamatórias. O efeito inibitório da produção de TNF-α e MIP1-α foi 

somente observado pelas células dos controles, sendo que a produção de IL-6 não 

alterou para nenhum dos grupos analisados. No soro de pacientes com urticária aguda 

são encontrados níveis aumentados de TNF-α (Fujii et al, 2001) e recentemente, 

evidenciamos que na UCI, há aumento no nível sérico desta citocina (Dos Santos et al, 

2008). 

Considerando o baixo potencial modulatório da estatina em resposta ao LPS, 

foram realizados experimentos em que as drogas foram incubadas por 24 horas 

previamente ao estímulo por LPS. Nesta condição, foi observado o efeito inibitório da 

sinvastatina e lovastatina na secreção de IL-6 e MIP1-α em controles e pacientes com 

UCI. Entretanto, para TNF-α a inibição só foi verificada em controles e apenas para a 

sinvastatina. Quando analisamos a secreção destas citocinas em células CD14+ 

estimuladas com LPS nenhuma inibição foi observada para TNF-α em ambos os grupos. 

O efeito inibitório na secreção de MIP1-α foi mantido, porém foi encontrado um 

aumento na secreção de MIP1-α em células CD14+ comparadas com controles. Já havia 

sido descrito aumenta na secreção desta quimiocina em pacientes com UCI em PBMC 

estimulados por PHA (Piconi et al., 2002).  É possível que as estatinas tenham um efeito 

diferencial em células CD14+, estimulando propriedades antiinflamamtórias, já que a 

sinvastatina não afetou a secreção de TNF- α e IL-1β. Foi demosntrado que a 

atorvastatina em concentrações entre 0,1 a 1μM ou sinvastatina 0,1 a 10μM induzem 
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resposta pró-inflamatória em CMN pela ativação de caspase 1 em monócitos e induzem 

a secreção de IL-1β e IL-18 (Coward et al., 2006). As estatinas podem induzir a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias como IL-6, IL-18, IL-1, IL-12 e TNF-α em 

monócitos e células dendríticas (Yilmaz et al., 2006; Coward et al., 2006). 

As estatinas são capazes de induzir inflamassomas, já que estes estão 

diretamente ligados à secreção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-18, as 

quais regulam doenças auto-imunes e inflamatórias (Nakanishi et al, 2001). Nos nossos 

resultados não observamos alteração na expressão dos genes NALP-3, caspase-1, IL-18 

e na secreção de IL-1β na população de células CD14+ de pacientes UCI e controles. 

As estatinas agem sinergicamente com o LPS na indução de IL-1β em linhagem de 

células monocíticas (THP-1) através da ativação de caspase-1 (Kuijk et al., 2008). Na 

MKD (mevalonate kinase deficiency), uma doença hereditária onde existe defeito na 

enzima mevalonato quinase, caracterizada por episódios recorrentes de febre e 

inflamação foi demonstrado, em células THP-1 tratadas com LPS que a sinvastatina 

induz um aumento de caspase-1 e IL-1β devido ao bloqueio da biossíntese de 

compostos isoprenóides não esteróides (Kuijk et al., 2008). Em monócitos de pacientes 

com MKD este efeito não foi observado devido à super expressão de NALP3 na 

condição basal. Estes dados sugerem a participação do NALP-3 inflamassoma nos 

efeitos inflamatórios observados nessa doença (Pontillo et al., 2010). A sinvastatina é 

menos eficiente para modular a secreção de citocinas produzidas por células CD14+, 

principalmente em pacientes UCI, já que a alta concentração utilizada de sinvastatina 

(25μM) não induz a ativação da plataforma dos inflamassomas. Interessantemente, um 

mecanismos de inibição dos inflamassomas tem sido descrito em células CD4+ de 

camundongos, onde as células efetoras e de memória bloqueiam seletivamente NALP3 

e NALP1 inflamassomas e conseqüentemente a produção de IL-1β (Guarda et al., 
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2009).  

 A integridade dos mecanismos efetores do sistema imunológico é vital para 

induzir não só imunidade protetora como para a manutenção do controle da tolerância 

periférica. Os mecanismos de controle da resposta imune sejam direcionados aos 

antígenos próprios ou não, envolvem a interação de vários fatores e/ou células com 

potencial regulatório. Entre estes fatores, a enzima denominada indolamina 2,3-

dioxigenase (IDO), responsável pelo catabolismo do aminoácido triptofano, tem sido 

recentemente destacada por seu amplo efeito imunomodulatório e imunossupressor 

(Grohmann et al., 2003). A degradação do aminoácido triptofano e a geração dos 

metabólitos podem exibir amplo espectro de ação no sistema imunológico, tal como, 

inibir a resposta mediada por células T (Terness et al., 2002). Nós verificamos uma 

diminuição na expressão de IDO em CMN de pacientes UCI em relação aos controles. 

Em células CD14+ não observamos diferença na expressão de IDO em ambos os 

grupos, o que sugere que outros fatores produzidos pelas CMN estimuladas por LPS 

podem influenciar a expressão da enzima. A deficiência de IDO nas CMN de pacientes 

sugere ser um dos fatores envolvidos no desequilíbrio imunológico da doença. 

 Muitos fatores podem estar envolvidos na regulação negativa da expressão de 

IDO na UCI e devem ser investigados, entretanto, o fato de observarmos um aumento 

na expressão de SOCS3 em contraste com a supressão da expressão de IDO em PBMC 

de pacientes sugere a que a IDO está exercendo uma atividade imunogênica mediado 

por SOCS3. SOCS3 induz a degradação de IDO nos proteossomos levando a uma 

resposta imunológica não tolerogênica (Orabona et al., 2008). A maior expressão de 

IDO pelas APCs pode resultar em imunossupressão e redução da resposta das células T 

(Terness et al., 2002; Frumento et al.,2002; Mellor e Munn , 2004). 
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Em conjunto, a UCI mostrou ter um distúrbio na expressão de fatores 

regulatórios, que podem contribuir para a patogênese da doença, como IDO e SOCS3. 

Os resultados mostram que a estatina é capaz de modular eficazmente a resposta 

mediada por CMN em resposta ao estímulo policlonal ou antígeno-específico, por 

conseqüente bloqueio na fase de síntese do ciclo celular. Por outro lado, o efeito 

modulatório das estatinas é menos eficaz em monócitos e na modulação da resposta 

inata, já que não induz a maior expressão dos inflamassomas na UCI. As estatinas 

apresentam mais efeitos antiinflamatórios que pró-inflamatórios, sugerindo ser uma 

alternativa terapêutica eficaz para a UCI e outras doenças inflamatórias. 
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VII. CONCLUSÕES 

 

• As estatinas inibem de maneira dose-dependente a resposta proliferativa de 

CMN por estímulos de células T e B por bloqueio na fase inicial do ciclo 

celular, gerando inibição de citocinas Th1, Th2 e Th17; 

• Ao estímulo por LPS, a capacidade modulatória das estatinas é menos 

eficaz;  

• CMN de pacientes com UCI mostraram ter uma menor expressão da enzima 

regulatória IDO e um aumento na expressão de SOCS3 sugerindo 

desequilíbrio nos mecanismos regulatórios que podem contribuir para a 

cronicidade da doença; 

• A droga é capaz de interferir em mecanismos de regulação, como na 

expressão de IDO em CMN, porém tal efeito não é observado em células 

CD14+, sugerindo o envolvimento de outras populações celulares na 

indução da enzima; 

• As estatinas são capazes de prevenir a expressão dos fatores pró-

inflamatórios na UCI; 

• Em conjunto, os resultados sugerem um desequilíbrio dos mecanismos 

regulatórios que poderiam contribuir com a cronicidade e o perfil 

inflamatório na UCI. As estatinas apresentam maior efeito antiinflamatório 

que pró-inflamatório, sugerindo ter potencial clínico para o tratamento de 

doenças crônicas como a UCI. 
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VIII. ANEXOS 
 

ANEXO A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(Instruções para preenchimento no verso) 

________________________________________________________________________ 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL 
LEGAL 

1. NOME DO PACIENTE .:............................................................................. ........................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M �   F �  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO ................................................................................. Nº ........................... APTO: .................. 
BAIRRO:  ........................................................................ CIDADE  ............................................................. 
CEP:.........................................  TELEFONE: DDD (............) ...................................................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL .............................................................................................................................. 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .................................................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M �   F �   
DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 
ENDEREÇO: ............................................................................................. Nº ................... APTO: ............................. 
BAIRRO: ................................................................................ CIDADE: ...................................................................... 
CEP: .............................................. TELEFONE: DDD (............).................................................................................. 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA  "Atividade imunorregulatória da enzima indolamina 

dioxigenase e influência da estatina em células mononucleares de pacientes com Urticária 

Crônica Autoimune". 
    PESQUISADOR: Maria Notomi Sato 

CARGO/FUNÇÃO: Professor Doutor   INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº CRBM 1690 

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

 SEM RISCO   RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO  
 RISCO BAIXO   RISCO MAIOR  

 (probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como consequência imediata ou tardia do estudo) 

4.DURAÇÃO DA PESQUISA : 2 anos 

________________________________________________________________________________________________ 

III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE 
LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO: 

1. justificativa e os objetivos da pesquisa 2. procedimentos que serão utilizados e propósitos, incluindo a 

identificação dos procedimentos que são experimentais 3. desconfortos e riscos esperados 4. benefícios 

que  poderão ser obtidos 5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o indivíduo 
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O Laboratório de Dermatologia e Imunodeficiência (LIM 56) da Faculdade de Medicina da USP 

está desenvolvendo um estudo para melhor compreender a doença urticária crônica com o 

objetivo de desenvolver novos tipos de exames e tratamentos. Você está sendo convidado a 

participar voluntariamente (sem remuneração e de modo não obrigatório) neste estudo. Para isto é 

preciso coletar 20 ml de sangue de seu braço. Você sentirá a picada da agulha e pode sentir uma 

leve tontura, que passará em poucos minutos. Um dia após pode aparecer em volta do local da 

picada uma mancha roxa que desaparece em poucos dias sem maiores problemas. Esta amostra 

de sangue será utilizada para o estudo de células e substâncias envolvidas no processo 

inflamatório da Urticária Crônica Autoimune. Este exame tem objetivo de esclarecer uma 

possível causa da doença urticária crônica e de modo a auxiliar no diagnóstico da doença. 

No entanto, se você sentir qualquer tipo de desconforto, antes ou depois dos procedimentos, o 

médico estará a sua inteira disposição para solucionar o problema ou tirar as dúvidas. 

 Você não tem nenhuma obrigação de contribuir para este estudo e sua recusa não ocasionará 

nenhum prejuízo em seu atendimento médico dentro do HC.  

________________________________________________________________________________________________ 

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA 
PESQUISA CONSIGNANDO: 

1. acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e benefícios relacionados à 
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dúvidas. 

Estaremos a sua disposição para qualquer informação ou dúvida sobre o teste a ser realizado nesta 
pesquisa. 

 

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, 
sem que isto traga prejuízo à continuidade da assistência. 

Você não tem nenhuma obrigação de contribuir para este estudo e sua rcusa não ocasionará nenhum 
prejuízo em seu atendimento médico dentro do HC. 

 

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. 

Os dados obtidos poderão ser acessados somente pelos investigadores, comissão de ética da 
instituição e autoridades sanitárias do país. 

 

4. disponibilidade de assistência no HC-FMUSP, por eventuais danos à saúde, decorrentes da 
pesquisa. 
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A pesquisa não envolve nenhum risco à sua saúde, mas qualquer eventualidade que possa ocorrer 
durante a coleta de sangue é assegurada a assistência por médicos do HC-FMUSP. 

 

5. viabilidade de indenização por eventuais danos à saúde decorrentes da pesquisa. 

Em qualquer eventualidade que possa ocorrer durante a coleta de sangue será assegurada a 
assistência médica. 

 
________________________________________________________________________ 

V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS PELO 
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS 

E REAÇÕES ADVERSAS. 

 

 
________________________________________________________________________________________________ 

VI. OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

 
 

________________________________________________________________________________________________ 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que 
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 
São Paulo,                    de                            de 2009 
 
. 

__________________________________________                            _____________________________________ 
assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal   assinatura do pesquisador  
                                                                                                                              (carimbo ou nome Legível) 
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ANEXO B 
 
 
 



 

 

76
ANEXO C- Características individuais dos pacientes com Urticária Crônica Idiopática 
 
Paciente Sexo Idade Duração da doença 

(anos) 
ASST Angiodema FAN TPO TG  Tireopatia 

UCI 1 F 38 3 + + - - - - 
UCI 2 F 55 4 + + - - - - 
UCI 3 M 67 2 + - + - - - 
UCI 4 F 28 18 + + - - - - 
UCI 5 M 22 1,5 + + - - - - 
UCI 6 F 47 24 + + - - - - 
UCI 7  F 61 8 + - + - - - 
UCI 8 F 43 0,5 + + + + - + 
UCI 9 F 53 4 - + - - - - 
UCI 10 F 30 7 - - - - - - 
UCI 11 F 65 34 - + - NC NC - 
UCI 12 F 57 57 - + + - - - 
UCI 13 F 39 16 - - - - - - 
UCI 14 F 40 26 - + - - - - 
UCI 15 F 54 19 - + - - - + 
UCI 16 F 51 5 - + - - - + 
UCI 17 F 42 10 - - - - - - 
UCI 18 F 50 11 - - + - - - 

UCI: Urticária Crônica Idiopática, NC: Não Consta, ASST: Autologous Serum Skin Test, FAN: Anticorpo Anti-Nuclear, TPO: Anticorpo Anti-
Tireoperoxidase, TG: Anticorpo Anti-Tireoglobulina 
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Tabela 2 (continuação): Características individuais dos pacientes com Urticária Crônica Idiopática 
 
Paciente Sexo Idade Duração da doença 

(anos) 
ASST Angiodema FAN TPO TG  Tireopatia 

UCI 19 F 58 NC - NC - - - - 
UCI 20 F 64 NC - NC NC NC NC - 
UCI 21 F 60 NC + NC NC NC NC NC 
UCI 22 M  61 NC + NC - - + NC 

UCI: Urticária Crônica Idiopática, NC: Não Consta, ASST: Autologous Serum Skin Test, FAN: Anticorpo Anti-Nuclear, TPO: Anticorpo Anti-
Tireoperoxidase, TG: Anticorpo Anti-Tireoglobulina 
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