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RESUMO 



  

Santos, J. C. Perfil de secreção e expressão de quimiocinas e citocinas na urticária 

crônica idiopática [Dissertação]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2010. 89p. 

 

INTRODUÇÃO: A urticária crônica é caracterizada pelo aparecimento de placas 
eritêmato-edematosas, pruriginosas, que perduram por mais de seis semanas. A etiologia 
é desconhecida na maioria dos pacientes sendo definida como idiopática (UCI). A 
desregulação imunológica na UCI pode ser devido a distúrbios na produção de citocinas 
e quimiocinas. OBJETIVOS: Avaliar o perfil citocinas e quimiocinas em pacientes 
submetidos ao teste de soro autólogo (ASST) avaliando os soros, a expressão de RNAm 
e a expressão intracelular de células mononucleares do sangue periférico (CMN) 
induzidas por estímulos policlonais. METODOLOGIA: Pacientes com UCI (n=37) 
foram selecionados do Ambulatório de Dermatologia do HC-FMUSP e submetidos ao 
ASST. O grupo controle foi constituído por indivíduos saudáveis (n=33). Os níveis 
séricos de citocinas e quimiocinas foram determinados por citometria de fluxo ou por 
ELISA e a expressão de RNAm de citocinas foi determinada por Real-Time PCR. 
RESULTADOS: Uma elevação dos níveis séricos de TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12p70 e 
IL-10 foi detectada nos pacientes com UCI comparados ao grupo controle, independente 
da resposta ao ASST. A secreção in vitro de citocinas por CMN estimuladas por 
fitohemaglutinina (PHA) mostrou aumento da produção de IL-2 nos pacientes com UCI 
e de IL-17A e IL-10 no grupo ASST positivo em relação ao grupo controle. A expressão 
de RNAm para IL-10 em CMN, foi diminuída no grupo ASST negativo comparado ao 
grupo controle. Além disto, um aumento da capacidade linfoproliferativa ao mitógeno 
Pokeweed foi observado nos pacientes ASST positivo em relação aos indivíduos 
controles. Os níveis séricos de CXCL8, CCL2, CXCL10 e CXCL9 foram encontrados 
elevados nos pacientes com UCI em relação aos controles. A secreção de quimiocinas in 
vitro, foi observado aumento dos níveis basais de CCL2 pelas CMN dos pacientes em 
relação aos controles, que se elevaram em resposta a enterotoxina A de Staphylococcus 
aureus (SEA). Já o estímulo com PHA promoveu aumento na produção de CXCL8 e 
CCL5 pelas CMN dos pacientes. A expressão intracelular de CXCL8 foi detectada 
principalmente nas células CD14+. A intensidade média de fluorescência (MFI) e a 
porcentagem da expressão de CXCL8 em CD14+ nos níveis basais e estimulados com 
SEA encontram-se diminuídos nos pacientes com UCI comparado ao grupo controle. A 
expressão intracelular de CCL2 em células CD14+ mostrou uma queda na porcentagem 
dos níveis basais somente nos pacientes ASST negativo em relação ao grupo controle. 
Além disto, em condições basais de cultura houve um aumento na porcentagem da 
expressão de CCR5 em células T CD8+ de pacientes com UCI, em função do aumento 
no grupo ASST positivo. CONCLUSÕES: Os resultados enfatizam o conceito de 
desequilíbrio imunológico na UCI, independente da resposta ao ASST, evidenciado pelo 
aumento na secreção de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias. Estes dados sugerem 
que na UCI, os linfócitos e monócitos estão ativados, os quais podem contribuir para a 
imunopatogênese da doença.  
 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

SUMMARY 



  

Santos, J. C. Profile of chemokine and cytokine secretion and expression in chronic 

idiopathic urticaria [Dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2010. 89p. 

 

INTRODUCTION: Chronic urticaria is skin disorder characterized by recurrent and 
transitory itchy weals occurring regularly for more than 6 weeks. The aetiology is not 
identified in most patients being considered as idiopathic (CIU). The immunological 
dysregulation in CIU could be due to a disturbed cytokines and chemokines production. 
OBJECTIVES: To evaluate the pattern of cytokine and chemokine in CIU patients who 
undergone autologous serum skin test (ASST), assessing sera, mRNA expression and 
intracellular expression of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) through the 
secretion upon induced by policlonal stimuli. METHODS: CIU patients (n=37) were 
selected from the Dermatological Outpatient Clinic of the Hospital das Clínicas de São 
Paulo (HC-FMUSP) and submitted to the ASST. The control group consisted of healthy 
subjects (n=33). Cytokine and chemokine levels were assessed by flow cytometer and 
ELISA and mRNA expression was analyzed by Real-Time PCR. RESULTS: Elevated 
levels of TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12p70 and IL-10 were observed in sera from CIU 
patients compared to healthy control group. CIU patients also showed increased IL-2 
production by PBMC stimulated with phytohemagglutinin (PHA). Moreover, it was 
observed higher IL-17A and IL-10 levels in the ASST+ group compared to control 
group. The IL-10 mRNA expression was diminished in the ASST- group compared to 
control group. Furthermore, an increased lymphoproliferative response to Pokeweed 
mitogen was observed in the ASST+ patients compared to healthy subjects. Seric levels 
of CXCL8, CCL2, CXCL10 and CXCL9 were higher in CIU patients. Regarding the in 
vitro chemokines secretion, it was detected higher basal levels of CCL2 in CIU patients, 
which was increased by Staphylococcus aureus enterotoxin A (SEA). Stimulation with 
PHA increased the CXCL8 and CCL5 production by CIU mononuclear cells. The main 
source of CXCL8 was the CD14+ cells. CIU CD14+ cells showed decreased mean 
fluorescence intensity and percentage of CXCL8 expression with and without SEA 
stimuli. The percentage of CD14+ producing CCL2 was lower in ASST- patients 
compared to healthy control subjects. Furthermore, in the absence of stimuli the 
percentage of CCR5-expressing CD8+ T cells was higher in CIU patients, mainly due to 
an increased expression by the ASST+ group. CONCLUSIONS: These results indicate 
an immunological dysregulation in CIU, without association to ASST response, which 
was evidenced by the increased production of pro-inflammatory cytokines and 
chemokines. The data suggest a higher activation of monocytes and lymphocytes in 
CIU, which may contribute to its immunopathogenesis. 
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1.1 Urticária Crônica Idiopática 

 

Afecções dermatológicas são capazes de reduzir significantemente a 

qualidade de vida, sendo que uma das mais comuns é a urticária, que afeta de 15 a 

25% da população em geral. A urticária crônica caracteriza-se pelo aparecimento de 

placas eritêmato-edematosas que podem ser acompanhadas de prurido que se 

agravam no período noturno e pode ser classificada de acordo com a duração dos 

sintomas, sendo denominada aguda quando os sintomas perduram por menos que 6 

semanas e crônica quando persistem por mais tempo (1). 

A urticária crônica acomete aproximadamente 0,1% da população (1) numa 

proporção de duas mulheres para cada homem (2). As lesões características da 

urticária se devem a desgranulação de mastócitos e basófilos que liberam potentes 

mediadores vasoativos capazes de causar aumento da permeabilidade vascular, 

resultando na formação de placas eritêmato-edematosas (3). A duração das lesões 

varia entre 4 a 36 horas e o espectro da doença depende da frequência, número, 

distribuição das lesões, intensidade do prurido, e sintomas associados com 

angioedema, presente em 40% dos casos (4). O prurido e a dor são consequências da 

estimulação de nervos sensoriais (5). 

A desgranulação das células inflamatórias se deve a causas imunológicas 

(autoimune, IgE, imunocomplexos, complemento), não imunológicas 

(pseudoalérgica, contato com substâncias tóxicas irritantes, defeito enzimático) e 

idiopática, quando não é possível determinar a etiologia.  

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 (1, 6). 

Aproximadamente 70 a 80% dos casos da UC são considerados idiopáticos. 

Um grande avanço na compreensão da patogênese da urticária crônica idiopática 

(UCI) foi a evidência de que 35 a 40% dos pacientes apresentam origem autoimune, 

sendo não estritamente idiopática, pois apresentam autoanticorpos contra a cadeia α 

do receptor de alta afinidade para IgE (FcεRI). Cerca de 5 a 10% dos pacientes 

apresentam IgG ou IgM anti-IgE capaz de promover a liberação de histamina de 

mastócitos e basófilos (7). 



 3

O teste cutâneo denominado teste intradérmico de soro autólogo (ASST, 

autologous serum skin test) evidencia a presença dos autoanticorpos anti-FcεRI e/ou 
anti-IgE pela desgranulação de mastócitos da pele e formação de pápulas. Este teste 
tem sido recomendado como triagem nos casos suspeitos de UC (1). Porém o teste 
padrão de laboratório para o diagnóstico e avaliação de UC de origem autoimune é o 
ensaio de liberação de histamina, sendo que há correlação entre os dois testes, pois 
pacientes com ASST positivo apresentaram positividade no teste in vitro de liberação 
de histamina, enquanto que não há liberação de histamina em pacientes com ASST 
negativo (8).  

Na UC, podem ser detectáveis também anticorpos reativos a tecidos 
tireoidianos, o que sugere associação desta doença com a doença autoimune da 
tireóide (9). A prevalência de autoanticorpos anti-tireóide na UC tem sido estimada de 
12 a 29% (10). 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 que corrobora a teoria da etiologia autoimune da UC (11). Entretanto, estes 
autoanticorpos anti-tireóide não parecem ser os agentes causadores diretos da UC. 
Em crianças (4-15 anos) com UC foram observados altos títulos de anticorpos anti-
nucleares (2% dos casos) sendo que o ASST foi positivo em 38% dos casos (12).  

Recentes estudos têm como foco diagnóstico e tratamento da UCI (7) assim 

como a compreensão do papel dos basófilos e mastócitos e de fatores da coagulação 

na patogenia da doença (13).  

Em biópsias de pele de pacientes com UCI observou-se que o número de 

mastócitos não está aumentado, porém, possuem maior capacidade de liberar 

histamina, apresentam um tecido edematoso com dilatação vascular e um infiltrado 

perivascular composto de linfócitos CD3+/CD4+/CD8+, eosinófilos, neutrófilos e 

basófilos (4). 

Um tipo celular frequentemente implicado no desenvolvimento da UCI é o 

basófilo (14). Pacientes basopênicos são encontrados na UCI, e a basopenia é 

inversamente relacionada à gravidade da doença (15). Uma das possíveis explicações 

seria o recrutamento dos basófilos para a pele (16). Outra possibilidade seria a 

desgranulação destes por fatores circulantes presentes no soro de pacientes com UCI, 

capazes de ativar os basófilos e mastócitos. Moléculas de ativação presentes na 

superfície de basófilos servem como marcadores capazes de avaliar o grau de
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ativação celular em indivíduos atópicos e pacientes com UCI. Foi demonstrado que 

marcadores de ativação e desgranulação como CD63 e CD203c estão aumentados 

nos basófilos de pacientes com UCI, e que são hiperreativos a IL-3, na resposta aos 

anticorpos anti-IgE (17). Outros estudos demonstraram uma expressão alterada de Syc 

(spleen tyrosine kinase), molécula envolvida na liberação de histamina após 

sinalização via FcεRI, bem como uma expressão alterada de SHIP1 e SHIP2 

(homology 2 contendo 5’ inositol fosfatase), moléculas envolvidas na inibição da 

ativação (18). Níveis diminuídos de SHIP1 foi observado em pacientes com UC 

respondedores ao estímulo com anti-IgE, já nos pacientes com UC não 

respondedores foi evidenciado uma diminuição da liberação de histamina, 

correlacionando com os níveis aumentados de SHIP1 e SHIP2 (19).  

O envolvimento de fatores da cascata de coagulação e fibrinólise são 

relatados na UCI em resposta ASST. O soro autólogo de pacientes com UCI quando 

injetado intradermicamente é capaz de induzir a liberação de histamina mesmo 

quando há depleção de IgG, o que sugere que outros fatores circulantes, além de 

autoanticorpos contra o FcεRI ou a IgE possam estar envolvidos na patogenia da 

doença (20). Demonstrações da correlação positiva entre produtos de degradação da 

fibrina, d-dímero e proteína C reativa em pacientes com UC (21).  

Outro fator importante e pouco relatado no estudo da patogênese da UCI é o 

perfil de produção de citocinas e quimiocinas, em pacientes com ou sem 

hiperreatividade ao ASST. 

 

1.2 Citocinas na Urticária Crônica Idiopática 

 

As citocinas são proteínas com funções de crescimento, diferenciação e 

ativação que regulam e determinam a natureza da resposta imunológica. Podem ser 

produzidas por tipos distintos de células, incluindo T CD4 auxiliadoras (T helper), as 

células Th1 e Th2. As células Th1 secretam citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ 

e TNF-α, enquanto as células Th2 produzem citocinas anti-inflamatórias, como IL-4 

e IL-10 (22). 

Em geral, as citocinas possuem ação anti-inflamatória e pró-inflamatória, cuja 

função depende das células imunes presentes no local e do grau de resposta a estes
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fatores. Citocinas como a IL-2, TNF-α, interferons tipo I (IFN- α e β) e II (IFN-γ) e 

a IL-17 tem sido amplamente estudadas nas doenças autoimunes, devido a sua 

natureza pró-inflamatória.  

A IL-17 é importante na iniciação e manutenção de processos inflamatórios, 

estando envolvida na produção de outras citocinas pró-inflamatórias. É constituída 

pelas isoformas: IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F, sendo as 

isoformas A e F, produzidas pelas Th17, uma população de específica de células T 

CD4+ (23) que expressam o fator de transcrição orphan nuclear hormone receptor 

(RORγT). Funcionalmente, as células Th17 contribuem para a defesa do hospedeiro 

contra bactérias extracelulares e são importantes no desenvolvimento de doenças 

alégicas, como asma e dermatite alérgica de contato (24). Além disto, as células Th17 

parecem exercer um papel na patogênese das doenças autoimunes e inflamatórias 

crônicas, como a psoríase, dermatite atópica (25) e mais recente o lúpus sistêmico (26). 

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

com ou sem autoanticorpos anti-FcεRI, ainda não são conclusivos, muitas vezes 

controversos, principalmente devido as diferenças metodológicas aplicadas nos 

estudos. 

Nas lesões de pele de pacientes com UC, verificou-se um aumento da 

expressão de citocinas e mediadores inflamatórios. 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 leucotrieno C4 (LCT4) (27). Outro estudo imunoistoquímico das pápulas de 

pacientes ASST+ mostrou um perfil inflamatório com resposta mista Th1/Th2 e 

importante infiltração neutrofílica (16). Em 2003, Caproni e colaboradores (28) 

demonstraram maior prevalência de citocinas Th2 como IL-4 e IL-5 em pacientes 

com UCI enquanto que em outro estudo verificou-se o aumento de TNF-α e IL-3 nas 

lesões de pele de pacientes com urticária aguda, crônica e de contato (29).  

Estudos relacionados à detecção de citocinas no soro de pacientes com UCI 

são mais escassos. Entretanto, tem sido observado aumento dos níveis de IL-13 em 

pacientes ASST+, e níveis séricos similares de IFN-γ e IL-4 entre os grupos ASST+ 

e ASST- (30). Uma das hipóteses é que a IL-13 poderia aumentar a expressão do 

receptor FcεRI nos mastócitos com a consequente liberação de mediadores levando
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ao aumento da inflamação cutânea. Na avaliação sérica de IL-18 de pacientes com 

UC, foram detectados níveis similares entre os pacientes com ASST positivo e 

negativo (31). Entretanto, aumento dos níveis de IL-18 nos pacientes com ASST 

positivo correlacionou à gravidade clínica dos pacientes.   

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 (32). Em contraste, outro estudo 

evidenciou diminuição na produção de IL-2, IFN-γ e de IL-4 por células 

mononucleares estimuladas com PHA, principalmente no grupo ASST positivo, 

sugerindo modulação negativa das células Th1/Th2 na UC (33). Significativa 

diminuição na produção de IFN-γ foi observada em pacientes com UC, mesmo 

quando subdivididos quanto ao teste de soro autólogo (34). Por outro lado, os autores 

também observaram aumento na produção de IL-10 e TNF-α em resposta a PHA e 

LPS dos pacientes com UC em relação ao grupo controle. Nossos resultados prévios 

mostram que na UCI há um aumento dos níveis circulantes de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-10, IL-12p70 e IL-6 associados a um desequilíbrio na 

produção de citocinas induzidas por PHA, como a IL-2, IL-17A e IL-10 (35). Estas 

alterações observadas foram independentes do ASST, ou seja, acometendo a maioria 

dos pacientes com UCI. Estes dados salientam o conceito de desequilíbrio da 

produção de citocinas na UCI, possivelmente decorrente de alterações na produção 

de citocinas com potencial regulatório, e desta forma, a importância em investigar o 

perfil de citocinas na UCI. 

 

1.3 Quimiocinas na Urticária Crônica Idiopática 

 

As quimiocinas são os principais mediadores da migração leucocitária para o 

foco inflamatório, podendo exercer um papel benéfico ou não ao organismo, seja por 

estimular uma adequada resposta imunológica à invasão de patógenos, ou por mediar 

a destruição de tecidos, como nas doenças autoimunes. São secretadas em resposta as 

citocinas pró-inflamatórias, capazes de promover a quimiotaxia de uma ampla 

variedade de células, incluindo neutrófilos, monócitos, linfócitos, eosinófilos, 

fibroblastos e queratinócitos(36).  
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Compõem um grupo de pequenas moléculas (8 a 12 kD) que possuem cerca 

de 20 a 50% de homologia e são caracterizadas pela presença de três a quatro 

resíduos conservados de cisteína. O número e o espaçamento entre a primeira 

cisteína na seqüência de aminoácidos são utilizados para classificar quatro 

subfamílias: C, CC, CXC e CX3C. Quando há duas cisteínas adjacentes na região 

aminoterminal são pertencentes a subfamília CC também conhecidas como família β, 

que compreende as  quimiocinas de CCL1 a CCL27. Da mesma forma, as 

quimiocinas CXCL1 a CXCL15 são pertencentes a subfamília CXC, também 

conhecida como a família α, onde é encontrado um outro aminoácido entre duas 

cisteínas (37). Outras quimiocinas como CCL21 e CXCL13 são fatores considerados 

homeostáticos, que orientam o homing e a motilidade dos linfócitos e das células 

dendríticas nos tecidos linfóides (38). A magnitude da resposta imune depende da 

capacidade modulatória exercida pelas quimiocinas homeostáticas. 

As quimiocinas ainda podem ser classificadas em duas principais subfamílias 

funcionais: as inflamatórias e as homeostáticas. As quimiocinas inflamatórias 

controlam o recrutamento de leucócitos na inflamação e lesão tecidual, enquanto que 

as homeostáticas têm função de direcionar os leucócitos para os órgãos linfóides 

secundários, medula óssea e timo, durante a hematopoiese, e também de colaborar 

com a angiogênese (39). 

Uma vez induzidas, vão atuar nas células que expressam os receptores 

apropriados (36). As quimiocinas C-C interagem com pelo menos 11 receptores 

distintos (CCR1-CCR11), enquanto as quimiocinas C-X-C interagem com 5 

receptores (CXCR1-CXCR5) (40). 

Possuem uma variedade de funções além da quimiotaxia, visto que as 

quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5 podem diretamente promover o desenvolvimento 

de linfócitos Th1, através da produção de IFN-γ, ou indiretamente através do 

aumento da produção de IL-12 pela APC (Célula apresentadora de antígeno). Em 

contraste, CCL2, CCL17, CCL8, CCL13 podem inibir a produção de IL-12 pela 

APC e assim favorecem a produção de IL-4 de células T ativadas direcionando sua 

diferenciação para o fenótipo Th2 (41).  

Devido o seu efeito biológico as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 

e CXCL10 podem estar implicadas na patogênese na urticária crônica idiopática.
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O CCL2 (monocyte chemoattractant protein 1 – MCP1) é um membro da 

família de quimiocinas C-C, e um potente fator quimiotático para monócitos. É 

produzido por uma variedade de tipos celulares como células endoteliais, células da 

musculatura lisa, astrócitos, fibroblastos e monócitos. Regula a migração e 

infiltração de células que possuem o seu receptor o CCR2 (42), como monócitos, 

linfócitos T de memória e células NK (natural killer) (36).  

Assim como o CCL2, o CCL5 também é uma β quimiocina, conhecida como 

RANTES (Regulated on Activated Normal T-Cell Expressed and Secreted), 

responsável por atrair monócitos, linfócitos T, eosinófilos e basófilos para o sítio 

inflamatório (43-45).  Promove a desgranulação de basófilos, burst respiratório em 

eosinófilos e ativação de linfócitos T (46-48), ligando-se aos seus receptores 

específicos, CCR1, CCR3 e CCR5 nas células alvos (42). 
 Entre as α quimiocinas (C-X-C), a IL-8 (CXCL8), é uma quimiocina pró-

inflamatória secretada por monócitos, macrófagos, fibroblastos e células endoteliais 

(49-52), promovendo a quimiotaxia de neutrófilos pela interação com os receptores 

CXCR1 e CXCR2 (42, 53). Já a CXCL10 (interferon-inducible protein 10 - IP-10) é 

quimioatraente para monócitos e células T, promovendo a adesão de células T às 

células endoteliais e pode participar da regulação da angiogênese (54). É produzido 

por uma variedade de células, como linfócitos T, macrófagos, células endoteliais e 

astrócitos (55). Outra α quimiocina é a CXCL9 (Monokine induced by gamma 

interferon – MIG), que é responsável pelo recrutamento de células T ativadas e, 

assim como a CXCL10 são induzidas por IFN-γ. CXCL10 e CXCL9 compartilham o 

receptor CCR3 (42). 
Tem sido descrito a participação de proteínas quimiotáticas em doenças 

autoimunes, como artrite reumatóide, lúpus e esclerose múltipla (56-57). Na artrite 

reumatóide, os níveis de MIP1-α/CCL3 (macrophage inflammatory protein 1 alpha) 

e MIP-2 estão aumentados nas articulações artríticas, e correlacionam com a 

gravidade da doença (58). Além disto, CXCL8 e CCL2 também são detectadas no 

líquido sinovial de pacientes com artrite reumatóide (59). Tem sido descrito que as 

quimiocinas da família CXC, como a CXCL10 exercem um importante papel em 

doenças autoimunes endocrinológicas, como na tireoidite de Hashimoto (60), na 

doença de Graves (60) e na diabetes mellitus tipo I (61-62).  
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Assim como as citocinas, as quimiocinas também são raramente estudas na 

UCI. Estudos relatam níveis séricos de CCL3 no grupo ASST- e níveis indetectáveis 

de CCL17 e CXCL10 (30). Outros relatam um aumento de CCL3 e CCL5 em 

sobrenadantes de culturas de CMN estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) (34).  

As alterações na produção de quimiocinas e de citocinas, sejam pró ou anti-

inflamatórias podem ser fatores para a instalação e desenvolvimento de doenças 

inflamatórias crônicas e/ou autoimunes. A caracterização da produção e da expressão 

de quimiocinas e de citocinas na UCI poderá contribuir para a compreensão da 

cronicidade das lesões nesta doença, em presença ou não de autoanticorpos anti- 

FcεRI.   



                                                           
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 OBJETIVOS



                                                                                                                11
 

O projeto teve como objetivo avaliar o perfil de produção de citocinas e 

quimiocinas nos pacientes com Urticária Crônica Idiopática, submetidos ao teste 

intradérmico de soro autólogo e comparados com indivíduos sadios.   

 

Primeira etapa: 

• Determinação dos níveis séricos de TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12p70 e IL-10 por 

Citometria de fluxo; 

• Análise in vitro da produção de citocinas de células mononucleares do sangue 

periférico estimuladas por fitohemaglutinina (PHA) por ensaio imunoenzimático 

(TNF-α, IFN-γ, IL-17A, IL-2, IL-4 e IL-10); 

• Análise da expressão de RNAm de  TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 em 

CMN ex vivo por Real Time PCR, e 

• Resposta linfoproliferativa à mitogenos de células T e B (PHA e pokeweed) e ao 

antígeno toxoide tetânico; 

 

Segunda etapa: 

• Determinação dos níveis séricos de CXCL8, CXCL10, CXCL9, CCL2 e CCL5 

por citometria de fluxo; 

• Produção de quimiocinas de células mononucleares do sangue periférico 

estimuladas por PHA e por enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA) por 

ensaio imunoenzimático (CXCL8, CXCL10, CCL2 e CCL5); 

• Avaliar a expressão intracelular de CXCL8 e CCL2 em CMN na população 

CD14+ e T CD4+ e T CD8+ sob estímulo de SEA e PHA, respectivamente por 

citometria de fluxo e, 

• Análise da expressão do receptor CCR5 na população T CD4+ e T CD8+ sob 

estímulo de PHA por citometria de fluxo. 



                                                           
                                                          
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 CASUÍSTICA
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Pacientes com quadro de urticária crônica (UC) com sintomas recorrentes 

acima de seis semanas de duração foram selecionados no Ambulatório de Urticária 

do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da USP (HC-FMUSP). Foram incluídos 37 pacientes, sendo 31 mulheres e 

6 homens, idade 47,11 anos ± 12,37, com variação de 19 a 67 anos.  

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de ética do Hospital das Clínicas da 

Universidade de São Paulo (Cappesq nº 1016/07) (ANEXO A). 

O grupo controle foi composto por 33 indivíduos sadios, idade 40,28 anos ± 

9,834, com variação de 23 a 60 anos, do Instituto de Medicina Tropical, sem história 

de urticária, de ambos os sexos e com idade acima de 18 anos.  

Os pacientes e indivíduos controles foram informados ao termo de 

consentimento e livre esclarecido para posteriormente serem incluídos no estudo 

(ANEXO B). 

 

 

Critérios de exclusão 

 

Pacientes com evidência clínica de urticária-vasculite ou urticária física, 

constituiram critérios de exclusão. O uso de anti-histamínicos foi evitado por pelo 

menos 48 horas antes da coleta da amostra para a realização do ASST. Nenhum 

paciente fazia uso de medicação imunossupressora. 



                                                            
      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 MATERIAIS E MÉTODOS
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 4.1 Obtenção de células mononucleares (CMN) do sangue periférico  

 Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo heparinizado 

estéril, diluídas, volume a volume, em solução fisiológica e centrifugadas 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. 

4.2 Resposta linfoproliferativa e obtenção de sobrenadantes de 

culturas após estímulo in vitro com mitógenos e antígenos   

 A suspensão de CMN, obtida como descrito no item 4.1, diluídas em 

meio RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro AB humano (Sigma, Steinheim, 

Alemanha) inativado (RPMI-S), foi distribuída na concentração de 2,0 x 105 

células por orifício e cultivadas em placas de 96 orificios (Costar, Cambridge, 

MA, USA) com fitohemaglutinina (PHA, 2,5 μg/mL; Gibco BRL, NY, USA), 

pokeweed (PWM, 5 μg/mL; Sigma, St. Louis, MO, USA) ou com Toxóide 

tetânico (TT, 0,04 Lf/mL; Instituto Butantã, São Paulo, Brasil) a 37ºC and 5% 

CO2. Para análise da resposta linfoproliferativa as células foram cultivadas em 

triplicata por três ou seis dias e pulsadas com 1 mCi/well de 3H-Thymidine (New 

England Nuclear, USA) por orifício, 18 horas antes de serem coletadas. A 

radioatividade incorporada pelas células foi determinada em contador de 

cintilação beta (1205 Betaplate, Wallac, USA). Os resultados foram expressos 

pela contagem das triplicatas e pelo cálculo do I.E (Índice de Estimulação: média 

do cpm da cultura estimulada/ média do cpm da cultura não estimulada). 

 Para análise das quimiocinas e citocinas nos sobrenadantes de culturas, as 

CMN foram distribuídas na concentração de 3x106 células/orifício em
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microplacas de 24 orifícios (Costar, Cambridge, MA, USA) com meio de cultura 

RPMI-S cultivadas na presença de PHA (2,5 μg/mL, Gibco, NY, EUA) e 

enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA, 40 ng/mL) por 24 e 48 horas de 

incubação a 37° C em estufa a 5% de CO2. Os sobrenadantes das culturas foram 

coletados, centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos, aliquotados e congelados a -

80° C para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas. 

 4.3 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para dosagem de citocinas e 

quimiocinas 

  A determinação de IL-17A foi realizada em sobrenadantes de culturas de 

CMN estimuladas por 48 horas com PHA, as quimiocinas (CXCL8, CCL2, CCL5 

e CXCL-10) foram analisadas nos sobrenadantes de CMN estimuladas por PHA e 

SEA e os níveis séricos de RANTES realizados por ELISA, seguindo as 

especificações do fabricante (R&D Systems Corporation, Minneapolis, MN). 

Resumidamente, microplacas com 96 orifícios (A-2, Costar) foram sensibilizadas 

com anticorpos monoclonais anti-quimiocinas/citocinas diluídos em PBS e 

incubadas por 18 horas à temperatura ambiente. As placas foram bloqueadas com 

PBS/Soro Albumina Bovina 4% (SAB, Sigma) e incubadas por uma hora à 

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 uma hora à temperatura ambiente e 

após o término deste período, os respectivos anticorpos anti-quimiocinas/citocinas 

conjugados à biotina foram adicionados às placas e incubados por 1 hora à 

temperatura ambiente. A seguir, após um ciclo de três lavagens, foi adicionada 

estreptoavidina peroxidase do kit por 20 minutos à temperatura ambiente. Após 

novas lavagens, substrato 3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina (TMB, Zymed, São 

Francisco, CA, EUA) foi adicionado às placas e a reação foi interrompida pela 

adição de ácido sulfúrico 1 M. A leitura foi realizada em leitor de microplacas de 

ELISA (Molecular Devices, CA, EUA) a 450 nm. 

Limites de detecção: CXCL8 (7,81 pg/mL), CCL5 (7,81 pg/mL), CCL2 (23,44 

pg/mL), CXCL10 (3,91 pg/mL), IL-17A (15,62pg/mL).  
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4.4 Determinação de citocinas e quimiocinas por citometria de fluxo 

(Cytometric Bead Array - CBA) 

  As dosagens de citocinas no soro e sobrenadantes de cultura estimuladas 

por 24 horas com PHA e quimiocinas no soro de pacientes e do grupo controle foram 

realizadas pelo método Cytometric Bead Array (CBA), utilizando-se os kits: 

Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ e TNF), Human Inflammation (IL-1β, IL-6, IL-

10, TNF-α e IL-12p70) e Human Chemokine, (CXCL8, CXCL9, CCL2, CXCL10) 

(BD Pharmingen, CA, USA). Em resumo, os soros e os padrões de citocinas do kit 

foram incubados com microesferas de captura recobertas com anticorpos específicos 

para as respectivas citocinas/quimiocinas e com o anticorpo de detecção marcado 

com ficoeritrina (PE). Após as incubações, foi acrescentado 1mL da solução de 

lavagem e centrifugado por 10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi desprezado e 

com 300μL da solução de lavagem as amostras foram ressuspendidas para as 

aquisições em citômetro de fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscience, San Diego, 

CA, USA). Os resultados foram gerados em formato gráfico e tabular utilizando o 

BD CBA Analysis Software. 

Limites de detecção: 

CBA Human Inflammation: IL-1β (7,2 pg/mL), IL-6 (2,5 pg/mL), IL-10 (3,3 

pg/mL), TNF-α (3,7 pg/mL), IL-12p70 (1,9 pg/mL). 

CBA Th1/Th2: IL-2 (2,6 pg/mL), IL-4 (2,6 pg/mL), IL-10 (2,8 pg/mL), TNF-α (2,8 

pg/mL), IFN-γ (7,1 pg/mL).  

CBA Human Chemokine: CXCL8 (0,2 pg/mL), CCL5 (1,0 pg/mL), CXCL9 (2,5 

pg/mL), CCL2 (2,7 pg/mL), CXCL10 (2,8 pg/mL). 

4.5 Expressão de RNAm de citocinas por reação de polimerase em cadeia 

em tempo real  

 A análise da expressão de RNAm por Real Time-PCR foi realizada em 

CMN, não estimuladas. O RNA total de 1x106 CMN congelado em solução de RNA
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later (Sigma, Steinheim, Alemanha) foi extraído com o QIAamp® RNA Blood Mini 

Kits (Qiagen, Valencia, CA, EUA), seguindo as orientações fornecidas pelo 

fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando o kit Sensiscript Reverse Transcription 

Handbook (Qiagen, Valencia, CA, EUA). Para a realização da reação de 

amplificação em tempo real, foram utilizados 3μL cDNA (1 a 10μg), 25μL da 

solução Platinum SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA), 

1μL de ROX Reference Dye, 19μL de água destilada Rnase/DNase free e 1μL 

(10μM) dos iniciadores sense e anti-sense. A síntese dos iniciadores sense e anti-

sense para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α, e do controle interno albumina 

humana foi realizada pela Invitrogen (Carlsbad, CA). O Real-Time PCR foi realizado 

no termociclador iCycler (BioRad, EUA). Os dados obtidos foram interpretados com 

o programa iCycler iQ Program (BioRad). As condições de amplificação foram: 

desnaturação 45 ciclos à 95ºC por 15 segundos, anelamento dos iniciadores 45 ciclos 

à 62ºC por 5 segundos, extensão 45 ciclos à 72ºC por 15 segundos. Temperatura de 

Melting (Tm): 70ºC. 

As sequências dos iniciadores foram às seguintes:  

Albumina Sense: 5’GCT GTC ATC TCT TGT GGG CTG T3’,  

     Antisense: 5’AAA CTC ATG GGA GCT GCT GGT T 3’  

IL-2         Sense: 5’ AGT CCC TGG GTC TTA AGT GAA AG3’ 

                Anti-Sense: 5’ CAA GAA GGC CAC AGA ACT GAA 3’ 

 IL-4        Sense: 5’ ACA GCC TCA CAG AGC AGA AGA CT 3’ 

                Anti-Sense: 5’ TGT TCT TGG AGG CAG CAA AGA 3’  

IL-6         Sense: 5’CCT GAG AAA GGA GAC ATG TAA CAA GA 3’  

                Anti-Sense: 5’ GGC AAG TCT CCT CAT TGA AT CC 3’ 

IL-10      Sense: 5’ GCT GGA GGA CTT TAA GGG TTA CCT 3’ 

                Anti-Sense: 5’ CTT GAT GTC TGG GTC TTG GTT GT 3’ 

IFN-γ     Sense: 5’ GTT TTG GGT TCT CTT GGC TGT TA 3’ 

                Anti-Sense: 5’ AAA AGA GTT CCA TTA TCC GCT ACA TC 3’ 

TNF-α    Sense: 5’CCC AGG CAG TCA GAT CAT CTT C 3’ 

                Anti-Sense: 5’GCT TGA GGG TTT GCT ACA ACA TG 3’ 
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Os resultados foram expressos como número de cópias das citocinas por 106 

cópias de albumina. 

4.6 Análise da expressão intracelular de CXCL8 e CCL2 por citometria 

de fluxo  

A suspensão de CMN, foi distribuída na concentração de 3x106 

células/orifício em microplacas de 24 orifícios (Costar, Cambridge, MA, USA) com 

RPMI-S, na presença ou ausência do superantígeno SEA (1μg/mL, Sigma) ou do 

estímulo policlonal para células T, a PHA (2,5 μg/mL, Gibco, NY, EUA), na 

presença de 10μg/mL de inibidor de transporte de proteína intracelular (Brefeldina 

A, Sigma) por 18 horas de incubação à 37° C em estufa a 5% de CO2. Ao término da 

incubação as células foram coletadas, divididas em tubos de citometria, e lavadas em 

PBS/ Azida 0,1%/ SAB 0,2%. A seguir, as células foram incubadas por 10 minutos à 

4°C com 10μl de gamaglobulina humana para saturar os receptores de IgG e 

marcadas com anticorpos monoclonais, conjugados com isotiocianato de fluoresceína 

(FITC), ficoeritrina (PE) ou ficoeritrina-cianina 5.1 (PC5) com os seus respectivos 

controles isotípicos. 

As células estimuladas com SEA foram marcadas com anti-CD14 PC5 

(Iotest) e as células estimuladas com PHA foram marcadas com anti-CD3 PC5 e anti-

CD8 FITC (BD pharmingen) por 30 minutos à 4ºC protegido da luz. Após uma 

lavagem com PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2%, as células foram fixadas com 100μl do 

reagente A (Fixation Médium – Caltag) por 15 minutos em temperatura ambiente, 

lavadas com PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2%, e permeabilizadas com 100μl do reagente 

B (Permeabilization Medium – Caltag). A marcação intracelular foi realizada 

acrescentando-se anti-CXCL8 PE (BD pharmingen) ou anti-CCL2 PE (eBioscience) 

ou com os respectivos anticorpos isotípicos por 20 minutos à temperatura ambiente. 

As células foram lavadas, ressuspendidas em 700μl PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2% e o 

número relativo de cada população foi avaliado pela aquisição de 10.000 eventos em 

aparelho de citometria de fluxo (Coulter-Epics) utilizando o programa System II 

Versão 3.0 (Beckman Coulter, Inc-USA). 
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4.7 Análise da expressão de CCR5 em linfócitos T por citometria de fluxo  

A suspensão de CMN, foi distribuída na concentração de 3x106 

células/orifício em microplacas de 24 orifícios (Costar, Cambridge, MA, USA) com 

RPMI-S, na presença ou ausência de PHA (2,5 μg/mL, Gibco, NY, EUA), por 18 

horas de incubação à 37° C em estufa a 5% de CO2. Ao término da incubação as 

células foram coletadas, divididas em tubos de citometria, e lavadas em PBS/ Azida 

0,1%/ SAB 0,2%. A seguir, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais, 

conjugados com isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) ou 

ficoeritrina-cianina 5.1 (PC5) com os seus respectivos controles isotípicos. 

As células foram marcadas com anti-CD3 PC5, anti-CD8 FITC (BD 

pharmingen) e anti-CCR5 PE (R&D) por 30 minutos à 4ºC protegido da luz. Após 

incubação as células foram lavadas com PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2% e 

ressuspendidas em 500μl de isoton e 100 μl de PBS/Paraformoldeído 1%. O número 

relativo de cada população foi avaliado pela aquisição de 10.000 eventos em 

aparelho de citometria de fluxo (Coulter-Epics) utilizando o programa System II 

Versão 3.0 (Beckman Coulter, Inc- USA). 

 

4.8 Análise estatística: O Mann-Whitney U test foi utilizado para comparar 

variáveis entre pacientes com UCI e indivíduos controles. O teste Kruskal-Wallis 

com pós teste de Dunn’s foi usado para comparar os subgrupos de acordo com o teste 

de soro autólogo e grupo controle. Correlações foram analisadas pelo teste não-

paramétrico Spearman. Para analisar a diferença de expressão de cultura de células 

estimulada de não estimulada (basal) foi utilizado o método não paramétrico pareado 

de Wilcoxon. O valor de P menor que 0,05 foi considerado significante. 
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5.1 Características demográficas dos pacientes com Urticária Crônica 

Idiopática  

 

Para o estudo foram selecionados 37 pacientes com UCI do Ambulatório de 

Dermatologia do HC-FMUSP. Na Tabela I verifica-se que a frequência de 

indivíduos do sexo feminino foi predominante (31) em relação ao sexo masculino 

(6), com idade média de 47,11 anos ± 12,37. A duração das lesões dos pacientes foi 

de 11,92 anos ± 11,68. As características individuais dos pacientes com UCI 

encontram-se na Tabela 2 (Anexo C). 

Os pacientes foram submetidos ao teste intradérmico de soro autólogo 

(ASST) como evidência de autoanticorpos IgG anti-FcεRI, o receptor de alta 

afinidade para IgE (1). A Tabela 1 mostra que 16/37 pacientes apresentaram ASST 

positivo (43,24% ASST+) e negativos em 21/37 pacientes (ASST-, 56.76%), onde a 

distribuição de sexo foi semelhante entre os subgrupos. A média de duração da 

doença de 10,61 ± 8,44 anos dos pacientes foi semelhante entre os subgrupos. A 

frequência de angioedema foi de 75% nos pacientes ASST+ e 52,38% nos ASST-. 

 

TABELA 1. Características demográficas dos pacientes com Urticária 

Crônica Idiopática 

 UCI ASST- ASST+ 
    

Nº Pacientes 37 21 (56,76%) 16 (43,24%) 
 

Mulheres/Homens 
 

31/6 
 

18/3 
 

13/3 
 

Idade (variação) 
em anos 

 
47,11 ± 12,37*  

(19-67) 

 
48,48 ± 10,97* 

(30-65) 

 
45,68 ± 13,51* 

(19-67) 
 

Duração da doença 
em anos 

 
10,61 ± 8,44* 

 
10,61 ± 8,44* 

 
9,93 ± 9,39* 

    
Angioedema 23/37 (62,16%) 11/21 (52,38%) 12/16 (75%) 

    
* média ± D.P, ASST (autologous serum skin test) 
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Inicialmente, investigamos o perfil de citocinas pela concentração sérica, pela 

expressão ex vivo de RNAm em CMN e pela secreção de citocinas por CMN 

induzidas por mitógenos em pacientes com Urticária Crônica Idiopática (UCI) 

comparado com indivíduos saudáveis.  

 

5.2 Determinação sérica de citocinas pró-inflamatórias na UCI 

 

Os níveis séricos das citocinas pró-inflamatórias foram determinados por 

citometria de fluxo pelo método cytometric bead array (CBA). A Figura 1 mostra 

que os níveis de TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12p70 e IL-10 foram significantemente 

aumentados nos soros dos pacientes em relação aos indivíduos controles, 

independente da resposta ao ASST.  

Além disto, foi observado que os níveis séricos de TNF-α dos pacientes 

apresentam forte correlação positiva com IL-1β (r=0,727, P<0,0001), IL-12p70 

(r=0,758, P<0,0001) e com IL-10 (r=0,728, P<0,0001). Da mesma forma, houve 

correlação positiva da IL-10 com IL-12p70 (r=0,714, P=0,0002) e com IL-1β 

(r=0,852 P≤0,0001). Também foi observado que a IL-1β correlacionou 

positivamente com a IL-12p70 (r=0,6351, P=0,0011) (Figura 2), evidenciando que 

todas as citocinas pró-inflamatórias analisadas estão elevadas no soro dos pacientes. 

Já nos indivíduos controles foi evidenciado uma fraca correlação entre os níveis 

séricos de TNF-α e de IL-12p70 (r=0,468, P=0,012) (Dados não mostrados). 
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Figura 1. Determinação sérica de citocinas pró-inflamatórias na UCI. Soros de 

indivíduos controles (Co, n=33) e pacientes com UCI (n=27), UCI com ASST 

negativo (ASST-, n=16), UCI com ASST positivo (ASST+, n=11), foram avaliadas 

por citometria de fluxo. A linha horizontal representa a mediana. **P ≤0,01 ***P 

≤0,001 quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 2. Correlação dos níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias na UCI. 

Correlação dos níveis séricos de TNF-α e IL-10 com as demais citocinas de 

pacientes com UCI (n=26). 
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5.3 Capacidade de secreção de citocinas e de proliferação de CMN 

estimuladas por mitógenos na UCI 

 

Para avaliar a capacidade das CMN em secretar citocinas induzidas por 

mitógenos, foram realizadas culturas de CMN estimuladas por 48 horas com 

fitohemaglutinina (PHA) e a dosagem de citocinas realizada nos sobrenadantes de 

cultura por CBA ou por ELISA (IL-17A). 

 A Figura 3 mostra que a produção de TNF-α e IFN-γ não difere entre o grupo 

de pacientes e de controles. Já a produção de IL-17A do subgrupo ASST+ dos 

pacientes foi superior comparado aos indivíduos saudáveis, especialmente devido a 

quatro amostras num total de 9 (44%) que produziram níveis maiores de 1000pg/mL. 

Além disso, o subgrupo ASST+ mostra aumento da produção de IL-10 em relação 

aos controles e também ao ASST- (Figura 3). Dois pacientes ASST+ de oito (25%) 

tiveram produção de IL-10 acima de 1000pg/mL. Em contraste, a produção de IL-4 

foi diminuída nos pacientes ASST+ em relação ao grupo controle. 

 A secreção de IL-2 pelas CMN dos pacientes com UCI, independente do 

ASST foi significantemente elevada em relação ao grupo controle (Figura 3).  

Os resultados evidenciam que há um desequilíbrio na produção de citocinas 

na UCI, sendo as pró-inflamatórias detectáveis no soro e a secreção induzida por 

mitógeno de célula T mostra um aumento de IL-2, IL-17A e IL-10, simultaneamente 

à diminuição de IL-4 nos pacientes ASST+.  

Em paralelo, a capacidade linfoproliferativa de CMN foi avaliada pela 

incorporação de timidina em resposta ao estímulo policlonal de células T (PHA), ao 

superantígeno enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA), ao estímulo 

policlonal de células B, o Pokeweed mitogen (PWM) e ao antígeno Toxóide tetânico 

(TT). A resposta linfoproliferativa para SEA e PHA foi comparável entre o grupo de 

pacientes e controles. Entretanto, os pacientes com UCI mostram um aumento 

significante da capacidade linfoproliferativa ao PWM (Figura 4), devido ao aumento 

da resposta de pacientes ASST positivos comparados aos indivíduos controles. A 

resposta antígeno-específica para o TT foi significantemente diminuída nos pacientes 

em relação ao grupo controle. Os resultados mostram que há uma imunocompetência 
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na UCI e que a população de células B é hiperrespondedora ao estímulo policlonal 

dependente de células T. 
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Figura 3. Produção in vitro de citocinas por CMN de pacientes com UCI. 

Culturas de CMN de pacientes com UCI (n=20) e indivíduos controles (n=20), UCI 

com ASST negativo (ASST-, n=12), UCI com ASST positivo (ASST+, n=8), foram 

estimuladas por 48 horas com PHA e as citocinas nos sobrenadantes foram dosadas 

por citometria de fluxo. Determinação de IL-17A foi realizada por ELISA. Os 

resultados são mostrados pela diferença entre as culturas com estímulo com as 

culturas sem estímulo (basal). A linha horizontal representa a mediana. *P ≤0,05 

**P ≤0,01 ***P ≤0,001 quando comparado ao grupo controle. 
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Grupos Estímulo Controles UCI ASST- ASST+ 
PHA 98.95 ± 59.54 119 ± 92.42 105.3 ± 63.39 133.7 ± 116.7 
SEA 63.22 ± 37.49 79.84 ± 57.32 66.46 ± 43.98 90.13 ± 65.64 

PWM 63.75  ± 52.49 96.50 ± 60.91* 90.72 ± 64.86 102.3 ± 58.73**
TT 11,50  ± 13,40 7,96  ± 14,88* 8,49  ± 15,28 7,32  ± 14,97 

 

Figura 4. Resposta linfoproliferativa a mitógenos e antígenos na UCI. A resposta 

linfoproliferativa de indivíduos controles (Co, n=29) e pacientes com UCI (n=29), 

UCI com ASST negativo (ASST-, n=15), UCI com ASST positivo (ASST+, n=14) 

foi avaliada em cultura de 3 dias de incubação com PHA (2,5μg/mL) ou SEA 

(40ng/mL) e por 6 dias para o mitógeno PWM (5μg/mL) ou antígeno de toxóide 

tetânico (TT, 0,04L.f/mL). Os resultados estão representados por média ± E.P do 

índice de estimulação. *P ≤0,05 **P ≤0,01 *** P≤0,001 quando comparado ao 

grupo controle. 
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5.4 Análise ex vivo da expressão de citocinas em CMN de pacientes com 

UCI 

 

 Para avaliar a expressão gênica constitutiva de citocinas, o RNAm de 

citocinas das CMN não estimuladas de pacientes e indivíduos saudáveis foram 

analisadas por reação em cadeia de polimerase em tempo real (Real-Time PCR). Para 

tal reação foi utilizada a metodologia SYBRGreen, fluorocromos que se intercalam 

em fitas duplas de DNA.  

Os genes pesquisados foram Il2, Il4, Ifnγ, Tnfα, Il6 e Il10, utilizando a 

expressão de albumina como controle interno da reação. Os resultados são expressos 

como número de cópias das citocinas por 106 cópias de albumina.  

A especificidade da reação foi confirmada através da curva de dissociação 

(Curva de Melting) para cada citocina, indicando o ponto correspondente à 

temperatura de dissociação da dupla fita da sequência alvo pesquisada (ANEXO D). 

O nível espontâneo da expressão de RNAm das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-4 

bem como IL-2 e IL-6 de CMN foram similares entre pacientes e indivíduos 

controles (Figura 5). A expressão de RNAm de IL-10 foi significantemente 

diminuída nos pacientes em relação ao controle, devido a diminuição da expressão 

no subgrupo ASST- (Figura 5). 

Os resultados relacionados ao estudo do perfil de produção de citocinas foram 

publicados na revista International Immunopharmacology (2008) 8:1433-1440 

(ANEXO E). 
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Figura 5. Expressão espontânea de RNAm de citocinas de CMN de pacientes 

com UCI por Real-Time PCR. CMN de indivíduos controles (Co, n=22) e 

pacientes com UCI (n=14), UCI com ASST negativo (ASST-, n=8), UCI com ASST 

positivo (ASST+, n=6). A linha horizontal representa a mediana. *P ≤0,05 **P 

≤0,01 ***P ≤0,001 quando comparado ao grupo controle. # P ≤0,05. 
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Prosseguindo a proposta de análise de quimiocinas, iniciamos o estudo dos 

níveis séricos e pela secreção induzidas por estímulo de determinadas quimiocinas 

nos pacientes com UCI comparados ao grupo controle.  

 

5.5 Níveis séricos de quimiocinas de pacientes com UCI  

Considerando o desequilíbrio na produção de citocinas encontrado na UCI, 

tornou-se fundamental prosseguir estudando quimiocinas que possam influenciar na 

migração e ativação de células como neutrófilos, linfócitos, basófilos e APCs. Desta 

forma, foram selecionadas as quimiocinas IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10, 

MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5, que possuem importante influência 

nas referidas populações celulares, bem como no processo inflamatório. 

A Figura 6 mostra o perfil sérico das quimiocinas dos pacientes com UCI e 

controles, avaliados por citometria de fluxo, pelo método CBA. Somente a CCL5 foi 

avaliada por ELISA, devido aos níveis muito elevados, exigiu a realização de várias 

diluições seriadas do soro.  

Níveis significantemente elevados de CXCL8, CXCL10, CXCL9 e CCL2 

foram observados no soro dos pacientes em relação aos indivíduos controles, não 

diferindo para CCL5 (Figura 6). O perfil das quimiocinas foi similar entre os 

pacientes ASST+ e ASST- (dados não apresentados). 
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Figura 6. Determinação sérica de quimiocinas de pacientes com UCI. Soros de 

indivíduos controles (Co, n=32) e pacientes com UCI (n=35) foram avaliados para 

CXCL8, CXCL10, CXCL9, CCL2 por citometria de fluxo e CCL5 por ELISA. A 

linha horizontal representa a mediana. *P ≤0,05 **P ≤0,01 ***P ≤0,001 quando 

comparado ao grupo controle. 
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5.6 Produção in vitro de quimiocinas por CMN estimuladas por 

mitógenos 

 

Com o propósito de averiguar se a produção de quimiocinas por CMN 

induzidas por mitógenos in vitro estão alterados na UCI, o passo seguinte foi 

determinar a secreção de quimiocinas pelas CMN estimuladas por 24 horas com 

PHA e com SEA. As quimiocinas foram determinadas por ELISA. 

Os níveis basais, ou seja, secreção espontânea sem estímulo, de CCL2 pelas 

CMN já se encontram elevados nos pacientes comparado as CMN de indivíduos 

controles (Figura 7). Apesar dos níveis basais de CXCL8 e CCL5 atingirem níveis de 

85 ng/mL e 8 ng/mL, respectivamente, não houve diferença entre os grupos (Figura 

7). 

Para avaliar a produção de quimiocinas induzidas pelos estímulos PHA e 

SEA, foi calculada a diferença dos níveis estimulados e o nível basal. A Fig 8 mostra 

que sob estímulo de PHA há um significante aumento de CXCL8 e CCL5 pelas 

CMN dos pacientes em relação ao grupo controle. O aumento de CXCL8 foi 

detectado no subgrupo ASST- e para CCL5 foi significantemente elevada em ambos, 

ASST positivo e negativo, em relação ao grupo controle.  

Utilizando o superantígeno SEA foi identificado aumento na capacidade de 

secreção de CCL2 pelas CMN de pacientes de ambos, ASST positivo e negativo 

comparado aos indivíduos controles (Figura 9). A secreção de CXCL10, não diferiu 

entre pacientes e controles para ambos os estímulos PHA e SEA. 

Estes dados evidenciam que na UCI, a ativação das células T pela PHA gera 

um aumento de CCL5 e o superantígeno SEA leva a ativação da população de 

monócitos, pela secreção de CCL2. 
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Figura 7. Níveis basais de quimiocinas em sobrenadantes de cultura na UCI. 

CMN de pacientes com UCI (n=26) e indivíduos controles (n=25), UCI com ASST 

negativo (ASST-, n=13), UCI com ASST positivo (ASST+, n=13) foram cultivadas 

por 24 horas sem estímulo. A quantificação de citocinas nos sobrenadantes foi 

realizada por ELISA. A linha horizontal representa a mediana. *P≤0,05 quando 

comparado ao grupo controle. 
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Figura 8. Determinação de quimiocinas induzidas por PHA na UCI. CMN de 

indivíduos controles (n=26), pacientes com UCI (n=26) com ASST negativo (ASST-

, n=13), e ASST positivo (ASST+, n=13) foram estimuladas com PHA por 24 horas. 

Os níveis de quimiocinas nos sobrenadantes foram determinados por ELISA. Os 

resultados representam a diferença entre as culturas com estímulo e as sem estímulo 

(basal). A linha horizontal representa a mediana. *P ≤0,05 ** P ≤0,01; quando 

comparado ao grupo controle. 
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Figura 9. Determinação de quimiocinas induzidas por SEA na UCI. Culturas de 

CMN de indivíduos controles (n=26), pacientes com UCI (n=26), com ASST 

negativo (ASST-, n=13) e com ASST positivo (ASST+, n=13) foram estimuladas 

com SEA por 24 horas. Os níveis de quimiocinas nos sobrenadantes foram 

determinados por ELISA. Os resultados são mostrados pela diferença entre as 

culturas com estímulo e as sem estímulo (basal). A linha horizontal representa a 

mediana. *P ≤0,05 ** P≤0,01 ***P ≤0,001 quando comparado ao grupo controle. 
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5.7 Análise da expressão intracelular de CXCL8 em CMN de pacientes 

com UCI e indivíduos controles  

 

Visto o aumento de secreção de CXCL8 pelas CMN dos pacientes, avaliamos 

qual seria a população celular secretora desta quimiocina. Para tal, CMN de 

pacientes com UCI e indivíduos controles foram cultivadas por 18 horas na presença 

ou ausência (basal) de 1μg/mL SEA juntamente com o inibidor de secreção, a 

brefeldina A (10μg/mL). Após o período de cultivo, as CMN foram marcadas 

utilizando anticorpos anti-CD14 humano conjugados com PC5, permeabilizadas, 

fixadas e posteriormente, submetidas a marcação intracelular com anticorpos anti-

CXCL8 conjugados com PE, e avaliadas por citometria de fluxo. 

A Figura 10A ilustra a região onde estão localizados os monócitos no sangue 

periférico de um indivíduo controle e a intensidade de expressão de CD14 por 

granulosidade ilustrando a identificação de monócitos pela expressão de CD14 

(Figura 10B). Já a figura 11 ilustra um histograma representativo da expressão de 

CXCL8 em monócitos. Evidenciamos que os níveis intracelulares de CXCL8 são 

principalmente detectados nas células CD14+, mesmo sem estímulo (Figura 11A). 

Após a estimulação com SEA, há um aumento na intensidade de expressão de 

CXCL8 (Figura 11B).  

Ao avaliarmos a intensidade média de fluorescência (MFI) de CXCL8 em 

células CD14+ podemos evidenciar uma significante diminuição no grupo de 

pacientes ASST+ e quando estimulado essa diminuição ocorre em ambos os grupo 

ASST+ e ASST-, comparados ao grupo controle. (Figura 12A). Quando avaliada a 

porcentagem de expressão de CXCL8 nas células CD14+ identificamos que os níveis 

basais e estimulados também foram diminuídos nos pacientes com UCI, somente nos 

ASST-, comparados com o grupo controle (Figura 12B). 

Apesar de verificarmos que as células que expressam CXCL8 intracelular são 

as células CD14+, passamos a verificar se as células T CD4+ ou CD8+ podem 

expressar CXCL8. Para tal, avaliamos a expressão de CXCL8 utilizando linfócitos T 

de indivíduos saudáveis. 

A Figura 13A ilustra a aquisição de CMN por tamanho versus granulosidade 

indicando a região onde se localizam os linfócitos. Na figura 13B ilustramos a 
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identificação de linfócitos T pela expressão de CD3 e das células CD3+CD8+ ou 

CD3+CD8- (Figura 13C). 

A Figura 14 mostra os histogramas representativos da expressão de CXCL8 

nas células T CD4+ e T CD8+. Pode-se observar nas condições basais uma baixa 

frequência de células CD4+/CXCL8+ de percentual médio inferior à 1,398 ± 1,818 

(Figura 15A). Os níveis percentuais ou a intensidade de expressão de CXCL8 

(Figura 15B) não se alteraram com o estímulo. Além disto, não houve diferença da 

expressão de CXCL8 em células T CD8+ (Figura 16). 

Estes dados mostram que a população secretora de CXCL8 concentram-se 

em monócitos e enfatizam que os dados observados de secreção de CXCL8 em 

células estimuladas com PHA (Figura 8) são derivados de monócitos. 
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Figura 10. Figura representativa da seleção de células CD14+ de CMN por 

citometria de fluxo. (A) O círculo representa a região onde estão localizados os 

monócitos no sangue periférico de indivíduo saudável. (B) Monócitos marcados com 

anticorpo anti-CD14 humano conjugado com PC5. 
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Figura 11. Histograma representativo dos níveis intracelulares de CXCL8 em 

monócitos. Amostra de sangue periférico de um indivíduo controle, após cultura de 

18 horas de incubação na presença ou ausência (basal) de SEA juntamente com 

brefeldina A. As células CD14+ foram marcadas com anti-CXCL8 PE e analisadas 

por citometria de fluxo. A linha tracejada representa o controle isotípico, a cinza o 

basal e a preta contínua quando estimulado com SEA. 
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Figura 12. Análise da expressão intracelular de CXCL8 em células CD14+ na 

UCI. Culturas de CMN de indivíduos controles (n=12), pacientes com UCI (n=12), 

com ASST negativo (ASST-, n=6) e com ASST positivo (ASST+, n=6) após 18 

horas de incubação na presença ou ausência (basal) de SEA juntamente com a 

brefeldina A. As células CD14+ foram marcadas com anti-CXCL8 PE e avaliadas por 

citometria de fluxo. Os resultados são mostrados de acordo com a intensidade média 

de fluorescência (MFI) de CXCL8 (A) e também de acordo a porcentagem de 

expressão (B). A linha horizontal representa a mediana. *P ≤0,05 ** P≤0,01 quando 

comparado com o respectivo grupo indicado. 
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Figura 13. Figura representativa da seleção de CD4+ e de CD8+ de CMN por 

citometria de fluxo. (A) O círculo representa a região onde estão localizados os 

linfócitos. (B) Células CD3+ de indivíduo saudável marcadas com anticorpos anti-

CD3 humano conjugados com PC5. (C) Região de linfócitos T CD4+ (CD3+CD8-) e 

de linfócitos T CD8+ (CD3+ CD8+) selecionados a partir da região de células CD3+.  

  

CD4+ CD8+ 



                                                                                                                44
                                                          
 

      

 A) 

 
        B) 

   
 

 

Figura 14. Histograma representativo da expressão intracelular de CXCL8 em 

linfócitos T. CMN de um indivíduo controle foram cultivadas por 18 horas na 

presença ou ausência (basal) de PHA juntamente com a brefeldina A. As células T 

CD4+ (A) e T CD8+ (B) foram analisadas quanto à expressão de CXCL8 intracelular 

por citometria de fluxo. A linha tracejada representa o controle isotípico, a cinza o 

basal e a preta contínua quando estimulado com PHA. 
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Figura 15.  Análise da expressão intracelular de CXCL8 em células T CD4+.  

CMN de indivíduos controles (n=9) após 18 horas de incubação na presença ou 

ausência (basal) de PHA juntamente com a brefeldina A. As células CD4+ foram 

marcadas com anti-CXCL8 PE e analisadas por citometria de fluxo. A linha 

horizontal representa a mediana. (A) Intensidade média de fluorescência. (B) 

Porcentagem. 
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Figura 16.  Análise da expressão intracelular de CXCL8 em células T CD8+.  

CMN de indivíduos controles (n=12) após 18 horas de incubação na presença ou 

ausência (basal) de PHA juntamente com a brefeldina A. As células CD8+ foram 

marcadas com anti-CXCL8 PE e analisadas por citometria de fluxo. (A) Intensidade 

média de fluorescência. (B) Porcentagem. 
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5.8 Análise da expressão intracelular de CCL2 em CMN de pacientes 

com UCI e indivíduos controles  

 

CCL2 é secretada por vários tipos celulares, incluindo monócitos e é 

quimiotática para monócitos, basófilos e células T (36). Considerando que a produção 

de CCL2 por CMN estimuladas com SEA está aumentada em pacientes com UCI 

iniciamos a análise para identificar se a população de monócitos produz esta 

quimiocina. Para avaliar a presença intracelular de CCL2 em monócitos, as CMN de 

pacientes com UCI e indivíduos controles foram incubadas por 18 horas na presença 

ou ausência (basal) de SEA, juntamente com o inibidor de secreção, a brefeldina A. 

A expressão de CCL2 foi analisada por citometria de fluxo. 

A Figura 17 ilustra um histograma representativo da expressão intracelular de 

CCL2 em monócitos de um indivíduo controle. 

A Figura 18B mostra que em condições basais a porcentagem de expressão 

intracelular de CCL2 em células CD14+ está diminuída nos pacientes ASST- em 

relação ao grupo controle. Entre os subgrupos ASST, foi evidenciada uma 

significante diminuição de CCL2 no grupo ASST- comparado ao grupo ASST+. 

Nenhuma diferença foi encontrada quanto à intensidade média de fluorescência de 

CCL2 em células CD14+ de pacientes com UCI em comparação ao grupo controle, 

mesmo em condições estimuladas (Figura 18A). 

O próximo passo foi avaliar se outras populações celulares presentes nas 

CMN, além das CD14+, poderiam expressar níveis intracelulares de CCL2. Ao 

avaliarmos as células T CD4+, CD8+, linfócitos B naive e de memória, bem como 

basófilos, não foi encontrado presença de CCL2 (Figura 19). Assim podemos inferir 

que o CCL2 encontrado nos sobrenadantes de cultura de CMN estimulados com SEA 

foram produzidos pelos monócitos.  

Os resultados evidenciam que após estímulo com SEA a secreção de CXCL8 

e CCL2 pelas CMN de pacientes com UCI e indivíduos controles é decorrente 

principalmente da secreção de células CD14+, sendo parcial a contribuição dos 

linfócitos T na secreção de CXCL8. Quanto à secreção de CCL2, as células CD14+ 

foram identificadas como as principais produtoras, visto que em CMN não foi 

identificado níveis intracelulares de CCL2 em linfócitos B e T bem como em 
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basófilos. Estes dados em conjunto mostram que a população de monócito na UCI 

encontra-se ativada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 17.  Histograma representativo da expressão intracelular de CCL2 em 

monócitos. CMN de um indivíduo controle foram cultivadas por 18 horas na 

presença ou ausência (basal) de SEA juntamente com a brefeldina A. As células 

CD14+ foram marcadas com anti-CCL2 PE e analisadas por citometria de fluxo. A 

linha tracejada representa o controle isotípico, a cinza o basal e a preta contínua 

quando estimulado com SEA. 
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Figura 18. Análise da expressão intracelular de CCL2 em células CD14+ na 

UCI. CMN de indivíduos controles (n=12), pacientes com UCI (n=11), com ASST 

negativo (ASST-, n=6) e com ASST positivo (ASST+, n=5) após 18 horas de 

incubação na presença ou ausência (basal) de SEA juntamente com a brefeldina A. 

As células CD14+ foram marcadas com anti-CCL2 PE e analisadas por citometria de 

fluxo. Os resultados são mostrados de acordo com a intensidade média de 

fluorescência (MFI) de CCL2 (A) e também de acordo a porcentagem de expressão 

(B). A linha horizontal representa a mediana. *P ≤0,05 quando comparado com o 

respectivo grupo indicado. 
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Figura 19. Histograma representativo dos níveis intracelulares de CCL2 em 

linfócitos T, basófilos e linfócitos B. CMN de um indivíduo controle foram 

cultivadas por 18 horas de incubação na presença ou ausência (basal) de SEA 

juntamente com a brefeldina A. As células foram analisadas quanto a expressão de 

CCL2 intracelular por citometria de fluxo. A linha tracejada representa o controle 

isotípico, a cinza o basal e a preta contínua quando estimulado com PHA. 
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5.9 Análise da expressão de CCR5 em linfócitos T CD4+ e T CD8+ de 

pacientes com UCI e indivíduos controles  

 

CCR5 é um receptor acoplado à proteína G, expresso predominantemente em 

macrófagos diferenciados de monócitos do sangue periférico e em células Th1 

ativadas em resposta a inflamação tendo como ligantes CCL3, CCL4, CCL8, 

CCL3L1 e CCL5 (63). 

A produção de CCL5 por CMN estimulados por PHA foi significantemente 

elevada nos pacientes com UCI em relação aos controles. Para avaliar se há uma 

concomitante alteração na expressão do seu receptor, CCR5, em linfócitos T CD4+ e 

T CD8+, avaliamos a expressão após estimulação com PHA.  

Ao avaliarmos o receptor CCR5 pudemos evidenciar em condições basais um 

aumento significante da porcentagem de expressão de CCR5 nas células T CD8+ de 

pacientes com UCI comparado ao grupo controle, devido ao aumento da 

porcentagem no grupo pacientes positivo ao ASST (Figura 21B). Não observamos 

diferença quanto à porcentagem de expressão de CCR5 em células T CD4+ e nem 

quanto ao MFI em células T CD4+ e CD8+ de pacientes com UCI, mesmo quando 

utilizado o estímulo policlonal para as células T, a PHA (Figuras 20 e 21). 

Os dados mostram que na UCI as CMN ativadas por PHA produzem mais 

CCL5, sendo que os linfócitos T CD8+ têm uma maior expressão espontânea de 

CCR5. 
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Figura 20.  Determinação da expressão de CCR5 em células T CD4+ na UCI.  

CMN de indivíduos controles (n=10), pacientes com UCI (n=9), com ASST 

negativo (ASST-, n=4) e com ASST positivo (ASST+, n=5) após 18 horas de 

incubação na presença ou ausência (basal) de PHA. As células CD4+ foram 

marcadas com anti-CCR5 PE e analisadas por citometria de fluxo. A linha horizontal 

representa a mediana. *P ≤0,05 quando comparado ao grupo controle. (MFI) 

Intensidade média de fluorescência. (%) Porcentagem. 
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Figura 21.  Determinação da expressão de CCR5 em células T CD8+ na UCI.  

CMN de indivíduos controles (n=10), pacientes com UCI (n=9), com ASST 

negativo (ASST-n=4) e com ASST positivo (ASST+, n=5) após 18 horas de 

incubação na presença ou ausência (basal) de PHA. As células CD8+ foram 

marcadas com anti-CCR5 PE e analisadas por citometria de fluxo. A linha horizontal 

representa a mediana. *P ≤0,05 quando comparado ao grupo controle. (MFI) 

Intensidade média de fluorescência. (%) Porcentagem. 



                                                           
                                                          
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 DISCUSSÃO
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Os resultados mostram que na UCI há um desequilíbrio imunológico, 

evidenciado pelo aumento da secreção de quimiocinas e citocinas, sejam pelos níveis 

séricos ou induzidos por estímulos. As alterações na produção de citocinas, foram 

encontradas sem predomínio de um determinado subtipo seja, Th1, Th2 ou Th17. 

Além disto, os dados evidenciaram intenso aumento das quimiocinas, especialmente 

de CXCL8 e CCL2, que explicam a ativação de monócitos e de linfócitos encontrado 

na UCI e que podem estar envolvidos na ativação de basófilos e mastócitos na UCI. 

Estes achados foram evidenciados em pacientes com UCI, de ambos subgrupos 

ASST, positivo e negativo. 

A presença de quimiocinas e citocinas séricas representa um produto de uma 

série de populações celulares, até mesmo endoteliais e epiteliais, que podem ser 

produzidas no sítio inflamatório. Geralmente, as quimiocinas são detectáveis em 

maiores concentrações, já as citocinas são encontradas em baixos níveis nos soros de 

indivíduos sadios. 

Inicialmente, realizamos o estudo abrangendo as citocinas séricas nos 

pacientes com UCI. As citocinas de perfil pró-inflamatório foram detectáveis em 

níveis elevados nos soros dos pacientes, sem relação quanto a positividade do ASST. 

As citocinas tipicamente inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-1β assim como IL-10 

e IL-12p70 foram detectáveis na maioria dos pacientes com UCI (90%), o que não 

foi observado nos indivíduos controles. Quanto a IL-10, foi evidenciado que 13,79% 

dos pacientes (4/29) tiveram níveis detectáveis, correlacionando-se positivamente 

com TNF-α, IL-1β e IL-12p70.  

Em contraste, foi descrito que os níveis de TNF-α determinadas por ELISA, 

não se alteram nos pacientes com UCI em relação ao grupo controle (65), É possível 

que esta diferença seja devido a metodologia empregada, na qual a citometria de 

fluxo (cytometric bead array) possui alta sensibilidade e a vantagem de dosar vários 

analitos em uma pequena quantidade de amostra (66). 

Outra citocina com caráter inflamatório, como a IL-18 foi descrito estar 

elevado no soro dos pacientes com UCI, sem diferir quanto ao ASST nem quanto a 

teste de liberação de histamina (31). Entretanto, mostrou correlação positiva de acordo 

com a gravidade da doença, ou seja, os que apresentam lesões mais graves possuíam 

maiores níveis de IL-18.  
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A capacidade in vitro de secreção de IL-2, IL-4, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-

17A por CMN induzidas por PHA durante 48 horas de cultura foi analisada nos 

pacientes com UCI. Um significante aumento de IL-2 foi detectado em ambos os 

subgrupos ASST+ e ASST-, o que evidencia a ocorrência de ativação linfocitária nos 

pacientes com UCI (Tabela 3). Por outro lado, há descrição de diminuição de 

citocinas Th1 e Th2, como IL-2, IFN-γ e de IL-4 nos pacientes com UCI comparados 

ao grupo controle (33).  Nossos resultados mostram que os níveis de IFN-γ não se 

alteram, mas a produção de IL-4 diminui significantemente no subgrupo ASST+. A 

diminuição de IL-4 encontrada somente no ASST+, pode sugerir um maior consumo 

desta citocina, em decorrência da ativação celular. Entretanto, não avaliamos esta 

citocina em período mais precoce, como em 24 horas de cultura.  

Além disto, no subgrupo ASST+ detectamos um significante aumento da IL-

17A em relação ao grupo controle, citocina esta relacionada com as células Th17, 

que até o momento não tinha sido determinada na UCI. A família da IL-17 é 

constituída por IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F, sendo as 

isoformas A e F produzidas por uma população de linhagem específica de células T 

CD4+ denominada Th17 (23). Estas citocinas são fatores importantes na iniciação e 

manutenção de processos inflamatórios, envolvida na produção de citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-6, proteínas de fase aguda, G-CSF, e prostaglandina E2 (67) 

e que atua sinergicamente com o TNF-α. Além disto, a Th17 parece exercer um 

papel na patogênese das doenças autoimunes e inflamatórias crônicas, como a 

psoríase (68), dermatite atópica (25, 69), esclerose múltipla (70), esclerose sistêmica (71), 

pênfigóide bolhoso (72), artrite reumatóide (73) e assim como no lúpus sistêmico (26).  

A IL-17A e F induzem a produção de várias citocinas e quimiocinas, 

incluindo TNF-α, IL-1β, IL-6, CCL2, CXCL8, GROα, G-CSF, bem como a 

expressão de ICAM-1 por monócitos, células epiteliais das vias aéreas, células 

endoteliais vasculares e fibroblastos (25). A IL-17 aumenta a produção de IL-6 e 

CXCL8 em queratinócitos e induz uma fraca expressão de ICAM-1 e HLA-DR (74-75). 

Estes dados sugerem que a IL-17A que encontramos elevada na UCI, pode exibir um 

importante papel na ativação da secreção de quimiocinas, como CXCL-8 e CCL2, 

que foram detectadas aumentadas no soro e na secreção in vitro. 
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Nossos resultados mostram um perfil de hiperreatividade imunológica nos 

indivíduos ASST+, como observado pelo aumento de secreção de IL-17A, 

diminuição de IL-4 e aumento da capacidade linfoproliferativa ao PWM. Esse 

aumento da capacidade linfoproliferativa nos permite sugerir que as células B são 

hiperreativas ao estímulo PWM em colaboração com as células T. A normalidade de 

resposta T que observamos nos pacientes com UCI já tinha sido relatada previamente 
(76). Alterações relacionadas ao crescimento celular podem estar envolvidas na 

patogênese da UCI, como descrito pelo aumento da expressão de p21RAS, proteína 

regulatória responsável por uma variedade de sinais extracelulares nas CMN dos 

pacientes (76).  

Para avaliar a expressão de RNAm de citocinas em situação de homeostase, a 

análise foi realizada em CMNs não estimuladas. Entre as citocinas avaliadas, IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α não foi observado diferença de expressão entre as 

CMN de pacientes e controles. Contudo, a expressão do RNAm de IL-10 foi 

encontrada em níveis significantemente reduzidos nos pacientes com UCI no 

subgrupo ASST-. A IL-10 possui potentes propriedades imunológicas como cofator 

para a sobrevivência de células B, diferenciação, secreção de imunoglobulinas e 

proliferação, bem como na participação de processos inflamatórios. É possível que 

várias populações estejam implicadas na diminuição de IL-10 nas CMN dos ASST-, 

incluindo as células T, B, monócitos e DCs.  

A Tabela 3 mostra o perfil de secreção de citocinas na UCI de estudos da 

literatura, realizada em várias condições, seja no soro, induzida e mesmo quanto a 

expressão de RNAm.  
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Uma das propostas do nosso Projeto foi avaliar o perfil de produção e os 

níveis séricos de quimiocinas na UCI, considerando que estes fatores exercem 

importante papel da patogênese da doença, já que são fundamentais para a migração 

de células inflamatórias para a pele e pela existência de poucos relatos na literatura.  

Inicialmente, foi evidenciado uma elevação de MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, 

MCP-1/CCL2 e de IL-8/CXCL8 nos soros dos pacientes com UCI em relação ao 

grupo controle saudável, com exceção de RANTES/CCL5. A escolha destas 

quimiocinas também se deve por algumas estarem relacionadas ao padrão Th1, como 

o CXCL9, CXCL10 e CCL5 e outra por direcionar para o padrão Th2 como o CCL2 
(77). A presença destas quimiocinas no soro representa a secreção por células 

endoteliais, epiteliais, bem como as células do sistema imune, os quais possuem ação 

em diversos tipos celulares, que expressam os adequados receptores. A dosagem das 

quimiocinas foi realizada por um método de citometria de fluxo que possui alta 

sensibilidade, como realizado anteriormente com as citocinas. A dosagem de CCL5 

foi realizada por ELISA, pois os níveis séricos são encontrados muito elevados 

exigindo amplas diluições das amostras. É possível que a mudança de método possa 

ter interferido na sensibilidade.  

Na UCI, foi descrito que os níveis séricos de CXCL10 e CCL17, avaliados 

por ELISA, foram indetectáveis nos pacientes (30) (Tabela 4). Novamente, esta 

diferença em relação ao CXCL10 pode estar relacionada ao método empregado, 

apesar do ELISA ser um método sensível.  

Nossos achados na UCI, independente da positividade do teste de soro 

autólogo, um indicativo de autorreatividade, confirma em adição aos dados de 

citocinas a evidência de um desequilíbrio no perfil imunológico. 

Alterações dos níveis séricos de quimiocinas são encontrados em doenças de 

caráter inflamatório e/ou autoimune. De fato, as concentrações de quimiocinas 

relacionadas com o tipo Th1 como CXCL10 e CXCL9 estão elevadas no soro de 

pacientes com esclerose sistêmica, dermatomiosite, doença de Graves e também em 

líquido sinovial de pacientes com artrite reumatóide (78).  Há controvérsias de 

achados quanto a CXCL10 e lúpus eritematoso sistêmico, onde os níveis séricos 

estão dentro da normalidade (78) ou encontram-se aumentados (79), há dados também 

de CXCL8 e CCL2 na forma ativa de lúpus (79). Outras quimiocinas, como CCL5 e
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CCL2 são encontradas em concentrações elevadas no soro de pacientes com artrite 

reumatóide juvenil (80).  

Nos pacientes detectamos também um aumento da produção espontânea in 

vitro de CCL2 pelas CMN em relação aos indivíduos controles. Esta quimiocina 

pode ser produzida por macrófagos, monócitos, bem como por células epiteliais e 

endoteliais, e tem um papel fundamental na resposta inflamatória, capaz de atrair 

monócitos e linfócitos T para o sítio de inflamação (81). No nosso estudo a secreção 

de CCL2 pelas CMN sugere que a população responsável por essa secreção sejam os 

monócitos, que vão influenciar os próprios monócitos assim como linfócitos T e 

basófilos, células que expressam CCR2. O CCL2 e outras isoformas (MCP-2-4) 

possuem a propriedade de direcionar a resposta imunológica para um padrão Th2, 

inibindo a produção de IL-12 pelas APC e por induzir aumento de IL-4 pelas células 

T ativadas (41). Por esta razão avaliamos os níveis intracelulares de CCL2 em CMN 

para verificar qual a população celular que possa estar envolvida no aumento da 

secreção in vitro. Posteriormente, verificamos que as principais células produtoras de 

CCL2, são os monócitos CD14+.  

As CMN dos pacientes com UCI sob ação do SEA foram capazes de secretar 

mais CCL2 do que os indivíduos saudáveis, sendo o mesmo não observado para a 

PHA. Os níveis espontâneos de CCL2 pelas CMN já se encontravam elevados, o que 

refletiu quando estimuladas com SEA. A partir deste estímulo, é possível que a 

secreção de CCL2 seja decorrente principalmente dos monócitos, considerando que 

este superantígeno pode se ligar diretamente às moléculas de MHC classe II em 

APCs, e também nas cadeias Vβ do TCR (82).   

Na UC tem sido relatado a ocorrência de um processo inflamatório que ocorre 

independente dos autoanticorpos anti-FcεRI, ou seja, devido a fatores inflamatórios 

que podem levar a desgranulação de mastócitos cutâneos. Entre os fatores descritos 

incluem, aumento de MMP-9 (matrix metalloproteinase-9), uma endopeptidase 

dependente de zinco, responsável pelo remodelamento e degradação da matriz 

extracelular (83), aumento do inibidor de metaloproteinases, o TIMP-1 e da proteína C 

reativa, CRP, no plasma de pacientes com UC comparado com indivíduos saudáveis. 

Além disto, os níveis plasmáticos de MMP-9 tem relação com a gravidade da doença 
(84). 
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Os nossos dados enfatizam o perfil inflamatório da UCI, e chama atenção 

para fatores como o CCL2 que podem estar envolvidos na patogênese da UCI, 

considerando seu importante papel na desgranulação de basófilos e mastócitos. Este 

fator possui a capacidade de induzir liberação de histamina de basófilos, que pode ser 

potencializado na presença de IL-3 (85), independente da IgE (48). Os monócitos 

expressam receptor de baixa afinidade para IgE (FcεRII/CD23), onde a ativação 

deste leva a liberação de CCL2 (81). O CCL2 representa uma interação entre a 

ativação de monócitos, linfócitos, basófilos, mastócitos e eosinófilos nas doenças 

inflamatórias como na fase tardia da reação alérgica (36).  

Além disto, o estímulo das CMN com a PHA induziu um aumento da 

produção de CXCL8 e CCL5 nos pacientes UCI em relação ao grupo controle. 

Avaliando quanto à resposta ao ASST, o aumento de CXCL8 foi detectado no 

subgrupo ASST negativo e para CCL5 em ambos, comparados ao grupo controle. 

Da mesma forma, foi observado aumento da secreção de CCL5 em CMN 

estimuladas com PHA de pacientes com UCI (34). O CCL5 é produzido por linfócitos 

T, e possui ampla ação, seja nos eosinófilos, linfócitos, monócitos e basófilos. O fato 

de que conjuntamente com CCL2, atuarem nos basófilos e mastócitos, colocam estes 

fatores como potenciais candidatos para explicar o grau de ativação destas células e 

induzirem desgranulação. De fato, foi observado anteriormente que os basófilos dos 

pacientes com UCI, estão numericamente reduzidos, mas mostram intensa expressão 

de moléculas de desgranulação como CD63 e CD203c (17). Além disto, os basófilos 

são hiperrespondedores a estímulo anti-IgE quando pré-tratados com IL-3. Estes 

achados foram encontrados similarmente nos indivíduos ASST positivos e negativos, 

o que salienta a existência de fatores circulantes com potencial de ativar os basófilos, 

além dos autoanticorpos contra o receptor de alta afinidade para IgE. 

Visto que a produção de CXCL8 e CCL2 estava elevada pelas CMN, 

avaliamos qual seria a população celular dentre as CMN responsáveis pela produção 

destas quimiocinas. Assim tornou-se necessário uma avaliação dos níveis 

intracelulares de CXCL8 e CCL2 em células CD14+, devido ao aumento da secreção 

dessas quimiocinas quando induzidas com estímulo específico para APC, bem como 

uma análise em linfócitos T, devido alterações encontradas quando CMN foram
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 estimulados com estímulo policlonal para células T, a PHA. De fato, o mais 

proeminente produtor in vitro de CXCL8 é o monócito (86). 

A expressão de CXCL8 foi encontrada majoritariamente em células CD14+, 

mesmo sem estimulação, sendo que, quando utilizado o estímulo SEA há uma queda 

na percentagem e na intensidade de expressão de CXCL8 nas células CD14+.  Esta 

diminuição da expressão intracelular de CXCL8 nos monócitos de pacientes com 

UCI, é consequente a intensa secreção espontânea in vitro detectada pelas CMN de 

pacientes. 

Uma das quimiocinas que mostrou importante alteração nos níveis foi o 

CCL2, seja no soro ou induzida pelo superantígeno SEA, que a maioria dos 

monócitos é produtora. Estes achados de CXCL8 e CCL2 evidenciam que a 

população de monócitos está ativada na UCI, e que contribuem na secreção de 

fatores quimiotáticos de células inflamatórias. Além disto, a secreção de CCL5 está 

elevada após estímulo para linfócitos T, e seu receptor, o CCR5 são expressos mais 

intensamente nos pacientes ASST positivo na população de linfócitos T CD8+. Os 

dados enfatizam que ambas as populações seja de monócitos e linfócitos secretam 

ativamente fatores que podem contribuir para o processo inflamatório da UCI. 

Em conjunto, os dados obtidos até o momento enfatizam a existência de 

desequilíbrio da produção sistêmica de citocinas e quimiocinas na UCI que devam 

contribuir para a cronicidade das lesões encontradas na pele. É possível que seja 

decorrente de um distúrbio dos mecanismos de regulação, seja mediado pelas células 

reguladoras e/ou seus fatores. 
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7 CONCLUSÕES
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Os resultados obtidos nos permitiram concluir: 

 

• a existência de um desequilíbrio na produção de citocinas e quimiocinas na 

UCI, com predominância de citocinas pró-inflamatórias, incluindo uma 

provável participação das células produtoras de IL-17, que podem estar 

envolvidas no aumento da produção das quimiocinas CXCL8 e CCL2, 

• a elevada capacidade de secreção de CXCL8 e CCL2 evidencia  a 

participação das células CD14+ na imunopatogênese da UCI, o que sugere 

que os monócitos também se encontram ativados nessa doença, 

• o aumento da produção de CCL5 e da expressão de CCR5 evidencia a 

participação de linfócitos T CD8+ na imunopatogênese da UCI,   

• as alterações encontradas quanto ao perfil de secreção e de expressão de 

citocinas e quimiocinas foram detectados tanto em pacientes ASST+ quanto 

em pacientes ASST-, 

• em conjunto, os dados evidenciam que o aumento na produção de citocinas 

pró-inflamatórias e das quimiocinas CXCL8, CCL2 e CCL5, sejam 

potenciais candidatos para a ativação e desgranulação de basófilos e 

mastócitos na UCI. 

 

 



                                                           
      

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8 ANEXOS
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ANEXO A: Aprovação de protocolo de pesquisa pela Cappesq (HC-FMUSP) 
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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Anexo E: Manuscrito Publicado 
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