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RESUMO



Santos, J. C. Perfil de secre¢do e expressdao de quimiocinas e citocinas na urticaria
cronica idiopatica [Dissertacdo]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo”; 2010. 89p.

INTRODUGCAO: A urticaria cronica é caracterizada pelo aparecimento de placas
erit€émato-edematosas, pruriginosas, que perduram por mais de seis semanas. A etiologia
¢ desconhecida na maioria dos pacientes sendo definida como idiopatica (UCI). A
desregulacao imunoldgica na UCI pode ser devido a distirbios na producao de citocinas
e quimiocinas. OBJETIVOS: Avaliar o perfil citocinas e quimiocinas em pacientes
submetidos ao teste de soro autdlogo (ASST) avaliando os soros, a expressao de RNAm
e a expressdo intracelular de células mononucleares do sangue periférico (CMN)
induzidas por estimulos policlonais. METODOLOGIA: Pacientes com UCI (n=37)
foram selecionados do Ambulatério de Dermatologia do HC-FMUSP e submetidos ao
ASST. O grupo controle foi constituido por individuos saudaveis (n=33). Os niveis
séricos de citocinas e quimiocinas foram determinados por citometria de fluxo ou por
ELISA e a expressao de RNAm de citocinas foi determinada por Real-Time PCR.
RESULTADOS: Uma elevacao dos niveis séricos de TNF-a, IL-6, IL-183, IL-12p70 e
IL-10 foi detectada nos pacientes com UCI comparados ao grupo controle, independente
da resposta ao ASST. A secregdo in vitro de citocinas por CMN estimuladas por
fitohemaglutinina (PHA) mostrou aumento da producdo de IL-2 nos pacientes com UCI
e de IL-17A e IL-10 no grupo ASST positivo em relagdo ao grupo controle. A expressao
de RNAm para IL-10 em CMN, foi diminuida no grupo ASST negativo comparado ao
grupo controle. Além disto, um aumento da capacidade linfoproliferativa ao mitogeno
Pokeweed foi observado nos pacientes ASST positivo em relagdo aos individuos
controles. Os niveis séricos de CXCL8, CCL2, CXCL10 e CXCL9 foram encontrados
elevados nos pacientes com UCI em relagdo aos controles. A secre¢do de quimiocinas in
vitro, foi observado aumento dos niveis basais de CCL2 pelas CMN dos pacientes em
relagdo aos controles, que se elevaram em resposta a enterotoxina A de Staphylococcus
aureus (SEA). Ja o estimulo com PHA promoveu aumento na producdo de CXCL8 e
CCLS pelas CMN dos pacientes. A expressdo intracelular de CXCLS8 foi detectada
principalmente nas células CD14". A intensidade média de fluorescéncia (MFI) e a
porcentagem da expressio de CXCL8 em CD14" nos niveis basais e estimulados com
SEA encontram-se diminuidos nos pacientes com UCI comparado ao grupo controle. A
expressio intracelular de CCL2 em células CD14" mostrou uma queda na porcentagem
dos niveis basais somente nos pacientes ASST negativo em relagdo ao grupo controle.
Além disto, em condi¢des basais de cultura houve um aumento na porcentagem da
expressdo de CCRS em células T CD8" de pacientes com UCI, em fungdo do aumento
no grupo ASST positivo. CONCLUSOES: Os resultados enfatizam o conceito de
desequilibrio imunoldgico na UCI, independente da resposta ao ASST, evidenciado pelo
aumento na secre¢ao de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias. Estes dados sugerem
que na UCI, os linfocitos e monocitos estdo ativados, os quais podem contribuir para a
imunopatogénese da doenga.



SUMMARY



Santos, J. C. Profile of chemokine and cytokine secretion and expression in chronic
idiopathic urticaria [Dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao 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 Clinicas de Sao
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-a, IL-6, IL-1B, 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 CCLS5 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 CXCLS8 expression with and without SEA
stimuli. The percentage of CDI14" 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.



1 INTRODUCAO



1.1 Urticaria Cronica Idiopatica

Afeccdes dermatologicas sdo capazes de reduzir significantemente a
qualidade de vida, sendo que uma das mais comuns ¢é a urticaria, que afeta de 15 a
25% da populacdo em geral. A urticaria cronica caracteriza-se pelo aparecimento de
placas eritémato-edematosas que podem ser acompanhadas de prurido que se
agravam no periodo noturno e pode ser classificada de acordo com a duragdo dos
sintomas, sendo denominada aguda quando os sintomas perduram por menos que 6
semanas e cronica quando persistem por mais tempo -

1
) numa

A urticaria cronica acomete aproximadamente 0,1% da populagdo ¢
propor¢do de duas mulheres para cada homem . As lesdes caracteristicas da
urticaria se devem a desgranulacdo de mastocitos e baséfilos que liberam potentes
mediadores vasoativos capazes de causar aumento da permeabilidade vascular,
resultando na formacdo de placas eritémato-edematosas @ A duragdo das lesdes
varia entre 4 a 36 horas e o espectro da doenca depende da frequéncia, nimero,
distribuicdo das lesdes, intensidade do prurido, e sintomas associados com
angioedema, presente em 40% dos casos ‘Y. O prurido e a dor sdo consequéncias da
estimulagdo de nervos sensoriais .

A desgranulacdo das células inflamatoérias se deve a causas imunolédgicas
(autoimune, IgE, imunocomplexos, complemento), ndo  imunologicas
(pseudoalérgica, contato com substancias toxicas irritantes, defeito enzimatico) e
idiopatica, quando ndo € possivel determinar a etiologia.

Os casos mais graves de UC sdo de dificil tratamento, e a gravidade dos
sintomas parece depender do grau de ativagdo das células inflamatorias, da liberagdo
de histamina e da ativacdo do sistema complemento "+,

Aproximadamente 70 a 80% dos casos da UC sdo considerados idiopaticos.
Um grande avango na compreensdo da patogénese da urticaria cronica idiopatica
(UC)) foi a evidéncia de que 35 a 40% dos pacientes apresentam origem autoimune,
sendo ndo estritamente idiopatica, pois apresentam autoanticorpos contra a cadeia o
do receptor de alta afinidade para IgE (FceRI). Cerca de 5 a 10% dos pacientes

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

mastocitos e basofilos 7.



O teste cutdneo denominado teste intradérmico de soro autdlogo (ASST,
autologous serum skin test) evidencia a presenga dos autoanticorpos anti-FceRI e/ou
anti-IgE pela desgranulacdo de mastdcitos da pele e formagdo de papulas. Este teste
tem sido recomendado como triagem nos casos suspeitos de UC . Porém o teste
padrdo de laboratdrio para o diagndstico e avaliagdo de UC de origem autoimune € o
ensaio de liberacdo de histamina, sendo que ha correlagdo entre os dois testes, pois
pacientes com ASST positivo apresentaram positividade no teste in vitro de liberagao
de histamina, enquanto que ndo ha liberagdo de histamina em pacientes com ASST
negativo .

Na UC, podem ser detectaveis também anticorpos reativos a tecidos
tireoidianos, o que sugere associacdo desta doenca com a doenca autoimune da
tiredide . A prevaléncia de autoanticorpos anti-tiredide na UC tem sido estimada de
12 a 29% 9. Além disto, a evidéncia de doenca autoimune da tiredide e fungio
anormal tireoideana ¢ mais encontrada em pacientes com teste de soro autdlogo
positivo, o que corrobora a teoria da etiologia autoimune da UC V. Entretanto, estes
autoanticorpos anti-tire6ide ndo parecem ser os agentes causadores diretos da UC.
Em criangas (4-15 anos) com UC foram observados altos titulos de anticorpos anti-
nucleares (2% dos casos) sendo que o ASST foi positivo em 38% dos casos 2.

Recentes estudos tém como foco diagndstico e tratamento da UCI ” assim
como a compreensdo do papel dos basofilos e mastdcitos e de fatores da coagulagdo
na patogenia da doenca ),

Em bidpsias de pele de pacientes com UCI observou-se que o numero de
mastocitos ndo estd aumentado, porém, possuem maior capacidade de liberar
histamina, apresentam um tecido edematoso com dilatagdo vascular e um infiltrado
perivascular composto de linfécitos CD3"/CD4"/CDS8", eosinéfilos, neutréfilos e
basofilos .

Um tipo celular frequentemente implicado no desenvolvimento da UCI ¢ o
basofilo Y. Pacientes basopénicos sdo encontrados na UCI, e a basopenia ¢
inversamente relacionada a gravidade da doenca '”. Uma das possiveis explicagdes

seria o recrutamento dos basofilos para a pele !

. Outra possibilidade seria a
desgranulagdo destes por fatores circulantes presentes no soro de pacientes com UCI,
capazes de ativar os basofilos e mastdcitos. Moléculas de ativagdo presentes na

superficie de basofilos servem como marcadores capazes de avaliar o grau de



ativacdo celular em individuos atopicos e pacientes com UCI. Foi demonstrado que
marcadores de ativagdo e desgranulacdo como CD63 e CD203c estdo aumentados
nos basofilos de pacientes com UCI, e que sdo hiperreativos a IL-3, na resposta aos
anticorpos anti-IgE 7). Outros estudos demonstraram uma expressio alterada de Syc
(spleen tyrosine kinase), molécula envolvida na liberagdo de histamina apods
sinalizagdo via FceRI, bem como uma expressdo alterada de SHIP1 e SHIP2
(homology 2 contendo 5’ inositol fosfatase), moléculas envolvidas na inibigdo da
ativagdo ¥, Niveis diminuidos de SHIP1 foi observado em pacientes com UC
respondedores ao estimulo com anti-IgE, ji& nos pacientes com UC ndo
respondedores foi evidenciado uma diminuicdo da liberagdo de histamina,
correlacionando com os niveis aumentados de SHIP1 ¢ SHIP2 *.

O envolvimento de fatores da cascata de coagulagdo e fibrindlise sdo
relatados na UCI em resposta ASST. O soro autélogo de pacientes com UCI quando
injetado intradermicamente ¢ capaz de induzir a liberagdo de histamina mesmo
quando ha deplecdo de IgG, o que sugere que outros fatores circulantes, além de
autoanticorpos contra o FceRI ou a IgE possam estar envolvidos na patogenia da
doenca ®”. Demonstracdes da correlagio positiva entre produtos de degradacdo da
fibrina, d-dimero e proteina C reativa em pacientes com UC "),

Outro fator importante e pouco relatado no estudo da patogénese da UCI ¢ o
perfil de producdo de citocinas e quimiocinas, em pacientes com ou sem

hiperreatividade ao ASST.

1.2 Citocinas na Urticaria Cronica Idiopatica

As citocinas sdo proteinas com funcgdes de crescimento, diferencia¢do e
ativacdo que regulam e determinam a natureza da resposta imunoldgica. Podem ser
produzidas por tipos distintos de células, incluindo T CD4 auxiliadoras (T helper), as
células Thl e Th2. As células Thl secretam citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y
e TNF-a, enquanto as células Th2 produzem citocinas anti-inflamatérias, como 1L-4
e IL-10 *?.

Em geral, as citocinas possuem agdo anti-inflamatoria e pro-inflamatoria, cuja

funcdo depende das células imunes presentes no local e do grau de resposta a estes



fatores. Citocinas como a IL-2, TNF-q, interferons tipo I (IFN- o e 3) e II (IFN-y) e
a IL-17 tem sido amplamente estudadas nas doencas autoimunes, devido a sua
natureza pro-inflamatoria.

A IL-17 ¢ importante na iniciagdo e manutencdo de processos inflamatorios,
estando envolvida na produgdo de outras citocinas pro-inflamatérias. E constituida
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 populagcdo de especifica de células T
CD4" @ que expressam o fator de transcri¢ao orphan nuclear hormone receptor
(RORyT). Funcionalmente, as células Th17 contribuem para a defesa do hospedeiro
contra bactérias extracelulares e sdo importantes no desenvolvimento de doencas
alégicas, como asma e dermatite alérgica de contato ®?. Além disto, as células Th17
parecem exercer um papel na patogénese das doengas autoimunes e inflamatorias

A : . r o (25 26
crOnicas, como a psoriase, dermatite atopica @3) (26),

€ mais recente o lapus sistémico

As evidéncias sobre o perfil de produ¢do de citocinas na UC, em pacientes
com ou sem autoanticorpos anti-FceRI, ainda ndo sdo conclusivos, muitas vezes
controversos, principalmente devido as diferengas metodoldgicas aplicadas nos
estudos.

Nas lesoes de pele de pacientes com UC, verificou-se um aumento da
expressdo de citocinas e mediadores inflamatérios. Estudos in situ das papulas de
pacientes com UC evidenciam um aumento da expressao de E-selectina e de ICAM-
1 (intracellular cell adhesion molecule 1), associado a elevados niveis de TNF-a., IL-
4 e leucotrieno C4 (LCT4) 7. Outro estudo imunoistoquimico das papulas de
pacientes ASST+ mostrou um perfil inflamatério com resposta mista Th1/Th2 e

importante infiltragio neutrofilica ¢ @8)

. Em 2003, Caproni e colaboradores
demonstraram maior prevaléncia de citocinas Th2 como IL-4 e IL-5 em pacientes
com UCI enquanto que em outro estudo verificou-se o aumento de TNF-a e IL-3 nas
lesdes de pele de pacientes com urticaria aguda, cronica e de contato .

Estudos relacionados a detecg¢do de citocinas no soro de pacientes com UCI
sdo mais escassos. Entretanto, tem sido observado aumento dos niveis de IL-13 em
pacientes ASST+, e niveis séricos similares de IFN-y e IL-4 entre os grupos ASST+
e ASST- ©”. Uma das hipéteses é que a IL-13 poderia aumentar a expressio do

receptor FceRI nos mastocitos com a consequente liberagdo de mediadores levando



ao aumento da inflamagdo cutanea. Na avaliacdo sérica de IL-18 de pacientes com
UC, foram detectados niveis similares entre os pacientes com ASST positivo e
negativo ©". Entretanto, aumento dos niveis de IL-18 nos pacientes com ASST
positivo correlacionou a gravidade clinica dos pacientes.

Hé descrig¢ao de que as células T CD4+ de pacientes com UC estdo ativadas e
secretam mais IFN-y e IL-4 quando estimuladas com PMA (phorbol myristate

G Em contraste, outro estudo

acetate) em relacdo aos individuos controle
evidenciou diminui¢do na producdo de IL-2, IFN-y e de IL-4 por células
mononucleares estimuladas com PHA, principalmente no grupo ASST positivo,
sugerindo modulagio negativa das células Th1/Th2 na UC ©?. Significativa
diminui¢do na producdo de IFN-yfoi observada em pacientes com UC, mesmo
quando subdivididos quanto ao teste de soro autdlogo ®*. Por outro lado, os autores
também observaram aumento na produgdo de IL-10 e TNF-¢ em resposta a PHA e
LPS dos pacientes com UC em relagdo ao grupo controle. Nossos resultados prévios
mostram que na UCI ha um aumento dos niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-g, IL-10, IL-12p70 e IL-6 associados a um desequilibrio na
produgdo de citocinas induzidas por PHA, como a IL-2, IL-17A e IL-10 ©%. Estas
alteracdes observadas foram independentes do ASST, ou seja, acometendo a maioria
dos pacientes com UCI. Estes dados salientam o conceito de desequilibrio da
producdo de citocinas na UCI, possivelmente decorrente de alteragcdes na produgdo
de citocinas com potencial regulatdrio, e desta forma, a importancia em investigar o

perfil de citocinas na UCI.

1.3 Quimiocinas na Urticéria Crénica Idiopética

As quimiocinas sdo os principais mediadores da migragdo leucocitaria para o
foco inflamatorio, podendo exercer um papel benéfico ou nao ao organismo, seja por
estimular uma adequada resposta imunologica a invasao de patdgenos, ou por mediar
a destrui¢do de tecidos, como nas doencgas autoimunes. S3o secretadas em resposta as
citocinas pro-inflamatdrias, capazes de promover a quimiotaxia de uma ampla
variedade de células, incluindo neutrofilos, monocitos, linfocitos, eosinoéfilos,

fibroblastos e queratinocitos®®®.



Compdem um grupo de pequenas moléculas (8 a 12 kD) que possuem cerca
de 20 a 50% de homologia e sdo caracterizadas pela presenca de trés a quatro
residuos conservados de cisteina. O niimero e o espagamento entre a primeira
cisteina na seqiiéncia de aminoacidos sdo utilizados para classificar quatro
subfamilias: C, CC, CXC e CX3C. Quando ha duas cisteinas adjacentes na regido
aminoterminal sdo pertencentes a subfamilia CC também conhecidas como familia f3,
que compreende as quimiocinas de CCL1 a CCL27. Da mesma forma, as
quimiocinas CXCL1 a CXCLI5 sdo pertencentes a subfamilia CXC, também
conhecida como a familia o, onde é encontrado um outro aminoacido entre duas
cisteinas ®”. Outras quimiocinas como CCL21 e CXCL13 sdo fatores considerados
homeostaticos, que orientam o homing e a motilidade dos linfocitos e das células
dendriticas nos tecidos linfoides ®®. A magnitude da resposta imune depende da
capacidade modulatoria exercida pelas quimiocinas homeostaticas.

As quimiocinas ainda podem ser classificadas em duas principais subfamilias
funcionais: as inflamatorias e as homeostaticas. As quimiocinas inflamatorias
controlam o recrutamento de leucdcitos na inflamagao e lesdo tecidual, enquanto que
as homeostaticas tém fun¢ao de direcionar os leucdcitos para os orgdos linfoides
secundarios, medula 6ssea e timo, durante a hematopoiese, ¢ também de colaborar
com a angiogénese 7.

Uma vez induzidas, v3o atuar nas células que expressam os receptores
apropriados (36). As quimiocinas C-C interagem com pelo menos 11 receptores
distintos (CCR1-CCRI11), enquanto as quimiocinas C-X-C interagem com 5
receptores (CXCR1-CXCR5) .

Possuem uma variedade de fungdes além da quimiotaxia, visto que as
quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5 podem diretamente promover o desenvolvimento
de linfocitos Thl, através da producdo de IFN-y, ou indiretamente através do
aumento da produgao de IL-12 pela APC (Célula apresentadora de antigeno). Em
contraste, CCL2, CCL17, CCL8, CCL13 podem inibir a producdo de IL-12 pela
APC e assim favorecem a produgdo de IL-4 de células T ativadas direcionando sua
diferenciago para o fenotipo Th2 “V.

Devido o seu efeito biologico as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS8, CXCL9

e CXCL10 podem estar implicadas na patogénese na urticaria cronica idiopatica.



O CCL2 (monocyte chemoattractant protein 1 — MCP1) ¢ um membro da
familia de quimiocinas C-C, e um potente fator quimiotatico para mondcitos. E
produzido por uma variedade de tipos celulares como células endoteliais, células da
musculatura lisa, astrocitos, fibroblastos e mondcitos. Regula a migragdo e
infiltracio de células que possuem o seu receptor o CCR2 “?, como mondcitos,
linfocitos T de memoria e células NK (natural killer) G

Assim como o CCL2, o CCLS também ¢ uma 3 quimiocina, conhecida como
RANTES (Regulated on Activated Normal T-Cell Expressed and Secreted),
responsavel por atrair mondcitos, linfocitos T, eosinofilos e basoéfilos para o sitio

(43-45)

inflamatorio Promove a desgranulagdo de basofilos, burst respiratorio em

cosindfilos e ativagio de linfocitos T “*%

especificos, CCR1, CCR3 e CCRS5 nas células alvos “2)

, ligando-se aos seus receptores

Entre as o quimiocinas (C-X-C), a IL-8 (CXCLS), ¢ uma quimiocina pro-
inflamatoria secretada por mondécitos, macrofagos, fibroblastos e células endoteliais
(49-52), promovendo a quimiotaxia de neutrofilos pela interacdo com os receptores
CXCR1 e CXCR2 “*°9 J4 a CXCL10 (interferon-inducible protein 10 - IP-10) &
quimioatraente para mondcitos e células T, promovendo a adesdo de células T as
células endoteliais e pode participar da regulagdo da angiogénese “*. E produzido
por uma variedade de células, como linfocitos T, macréfagos, células endoteliais e

astrocitos

. Outra o quimiocina ¢ a CXCL9 (Monokine induced by gamma
interferon — MIG), que ¢ responsavel pelo recrutamento de células T ativadas e,
assim como a CXCL10 sdo induzidas por IFN-y. CXCL10 e CXCL9 compartilham o
receptor CCR3 42)

Tem sido descrito a participacdo de proteinas quimiotaticas em doengas
autoimunes, como artrite reumatoide, lipus e esclerose multipla ®**”. Na artrite
reumatoide, os niveis de MIP1-a/CCL3 (macrophage inflammatory protein 1 alpha)
e MIP-2 estdo aumentados nas articulagdes artriticas, e correlacionam com a
gravidade da doenca ©®. Além disto, CXCL8 ¢ CCL2 também sdo detectadas no
liquido sinovial de pacientes com artrite reumatdide ©”. Tem sido descrito que as
quimiocinas da familia CXC, como a CXCLI10 exercem um importante papel em
(60)

doencas autoimunes endocrinoldgicas, como na tireoidite de Hashimoto ™, na

doenga de Graves “” ¢ na diabetes mellitus tipo T ©'?.



Assim como as citocinas, as quimiocinas também sdo raramente estudas na
UCI. Estudos relatam niveis séricos de CCL3 no grupo ASST- e niveis indetectaveis
de CCL17 ¢ CXCL10 ©?. Outros relatam um aumento de CCL3 ¢ CCL5 em
sobrenadantes de culturas de CMN estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) ©%.

As alteragdes na produgao de quimiocinas e de citocinas, sejam pro ou anti-
inflamatorias podem ser fatores para a instalacdo e desenvolvimento de doengas
inflamatorias cronicas e/ou autoimunes. A caracteriza¢ao da produgdo e da expressdo
de quimiocinas e de citocinas na UCI podera contribuir para a compreensio da

cronicidade das lesdes nesta doenca, em presenca ou ndo de autoanticorpos anti-

FceRl.



2 OBJETIVOS



O projeto teve como objetivo avaliar o perfil de producdo de citocinas e
quimiocinas nos pacientes com Urticaria Cronica Idiopatica, submetidos ao teste

intradérmico de soro autélogo e comparados com individuos sadios.

Primeira etapa:

e Determinagao dos niveis séricos de TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-12p70 e IL-10 por
Citometria de fluxo;

e Analise in vitro da produgdo de citocinas de células mononucleares do sangue
periférico estimuladas por fitohemaglutinina (PHA) por ensaio imunoenzimatico
(TNF-o, IFN-y, IL-17A, IL-2, IL-4 e IL-10);

e Analise da expressao de RNAm de TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 ¢ IL-10 em
CMN ex vivo por Real Time PCR, e

e Resposta linfoproliferativa a mitogenos de células T ¢ B (PHA ¢ pokeweed) ¢ ao

antigeno toxoide tetanico;

Segunda etapa:

e Determinagdo dos niveis séricos de CXCL8, CXCL10, CXCL9, CCL2 ¢ CCL5
por citometria de fluxo;

e Producdo de quimiocinas de células mononucleares do sangue periférico
estimuladas por PHA e por enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA) por
ensaio imunoenzimatico (CXCLS, CXCL10, CCL2 e CCL5);

e Avaliar a expressao intracelular de CXCL8 e CCL2 em CMN na populagdo
CD14" e T CD4" ¢ T CDS8" sob estimulo de SEA e PHA, respectivamente por
citometria de fluxo e,

e Analise da expressdo do receptor CCRS na populacio T CD4" ¢ T CDS8" sob

estimulo de PHA por citometria de fluxo.
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3 CASUISTICA



Pacientes com quadro de urticaria cronica (UC) com sintomas recorrentes
acima de seis semanas de duracdo foram selecionados no Ambulatorio de Urticaria
do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP (HC-FMUSP). Foram incluidos 37 pacientes, sendo 31 mulheres e
6 homens, idade 47,11 anos = 12,37, com variacao de 19 a 67 anos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo (Cappesq n® 1016/07) (ANEXO A).

O grupo controle foi composto por 33 individuos sadios, idade 40,28 anos +
9,834, com variacao de 23 a 60 anos, do Instituto de Medicina Tropical, sem historia
de urticaria, de ambos os sexos € com idade acima de 18 anos.

Os pacientes e individuos controles foram informados ao termo de

consentimento e livre esclarecido para posteriormente serem incluidos no estudo

(ANEXO B).

Critérios de exclusao

Pacientes com evidéncia clinica de urticaria-vasculite ou urticaria fisica,
constituiram critérios de exclusdo. O uso de anti-histaminicos foi evitado por pelo
menos 48 horas antes da coleta da amostra para a realizagdo do ASST. Nenhum

paciente fazia uso de medicacao imunossupressora.

13



4 MATERIAIS E METODOS



4.1 Obtencéo de células mononucleares (CMN) do sangue periférico

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo heparinizado
estéril, diluidas, volume a volume, em solucdo fisiologica e centrifugadas por 20
minutos a 2200 rpm em solugdo gradiente de Ficoll-Hypaque (Amersham
Pharmacia Biotech, NJ, EUA) para obtengdo de CMN. Apo6s duas lavagens em
meio de cultura RPMI-1640 (Inlab, Diadema, SP, BR) suplementado com
gentamicina (10 pg/mL, Novafarma, SP, BR) a 1100 rpm por 10 minutos, as
células obtidas foram quantificadas em contador automatico (Cell Dyn 1400,
Abbot) e a concentracdo de células foi ajustada de acordo com o ensaio a ser
realizado. A viabilidade celular foi observada com auxilio do corante Azul de

tripan.

4.2 Resposta linfoproliferativa e obtencdo de sobrenadantes de

culturas apos estimulo in vitro com mitégenos e antigenos

A suspensdo de CMN, obtida como descrito no item 4.1, diluidas em
meio RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro AB humano (Sigma, Steinheim,
Alemanha) inativado (RPMI-S), foi distribuida na concentragdo de 2,0 x 10°
células por orificio e cultivadas em placas de 96 orificios (Costar, Cambridge,
MA, USA) com fitohemaglutinina (PHA, 2,5 png/mL; Gibco BRL, NY, USA),
pokeweed (PWM, 5 pg/mL; Sigma, St. Louis, MO, USA) ou com Toxdide
tetanico (TT, 0,04 Lf/mL; Instituto Butanta, Sao Paulo, Brasil) a 37°C and 5%
CO,. Para andlise da resposta linfoproliferativa as células foram cultivadas em
triplicata por trés ou seis dias e pulsadas com 1 mCi/well de *H-Thymidine (New
England Nuclear, USA) por orificio, 18 horas antes de serem coletadas. A
radioatividade incorporada pelas células foi determinada em contador de
cintilagdo beta (1205 Betaplate, Wallac, USA). Os resultados foram expressos
pela contagem das triplicatas e pelo calculo do I.E (indice de Estimulagio: média

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

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

CMN foram distribuidas na concentracdo de 3x10° células/orificio em
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microplacas de 24 orificios (Costar, Cambridge, MA, USA) com meio de cultura
RPMI-S cultivadas na presenca de PHA (2,5 pg/mL, Gibco, NY, EUA) e
enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA, 40 ng/mL) por 24 e 48 horas de
incubacdo a 37° C em estufa a 5% de CO,. 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 imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas e

quimiocinas

A determinacdo de IL-17A foi realizada em sobrenadantes de culturas de
CMN estimuladas por 48 horas com PHA, as quimiocinas (CXCLS8, CCL2, CCL5
e CXCL-10) foram analisadas nos sobrenadantes de CMN estimuladas por PHA e
SEA e os niveis séricos de RANTES realizados por ELISA, seguindo as
especificagdes do fabricante (R&D Systems Corporation, Minneapolis, MN).
Resumidamente, microplacas com 96 orificios (A-2, Costar) foram sensibilizadas
com anticorpos monoclonais anti-quimiocinas/citocinas diluidos em PBS e
incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. As placas foram bloqueadas com
PBS/Soro Albumina Bovina 4% (SAB, Sigma) e incubadas por uma hora a
temperatura ambiente. Em seguida, ap6s um ciclo de trés lavagens com tampao
PBS/0,05% Tween-20, foram adicionadas as amostras ¢ as dilui¢cdes seriadas da
curva padrdo. As placas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente e
apods o término deste periodo, os respectivos anticorpos anti-quimiocinas/citocinas
conjugados a biotina foram adicionados as placas e incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. A seguir, ap6s um ciclo de trés lavagens, foi adicionada
estreptoavidina peroxidase do kit por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds
novas lavagens, substrato 3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina (TMB, Zymed, Sao
Francisco, CA, EUA) foi adicionado as placas e a reagdo foi interrompida pela
adicao de acido sulfurico 1 M. A leitura foi realizada em leitor de microplacas de

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

Limites de deteccdo: CXCLS8 (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 Determinagdo 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 Kkits:
Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y e TNF), Human Inflammation (IL-1p, IL-6, IL-
10, TNF-a e IL-12p70) e Human Chemokine, (CXCL8, CXCL9, CCL2, CXCL10)
(BD Pharmingen, CA, USA). Em resumo, os soros e os padrdes de citocinas do kit
foram incubados com microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos
para as respectivas citocinas/quimiocinas € com o anticorpo de deteccdo marcado
com ficoeritrina (PE). Apds as incubagdes, foi acrescentado ImL da solugdo de
lavagem e centrifugado por 10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi desprezado e
com 300uL da solugdo de lavagem as amostras foram ressuspendidas para as
aquisi¢des em citdmetro de fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscience, San Diego,
CA, USA). Os resultados foram gerados em formato grafico e tabular utilizando o

BD CBA Analysis Software.

Limites de detec¢do:

CBA Human Inflammation: IL-1B (7,2 pg/mL), IL-6 (2,5 pg/mL), IL-10 (3,3
pg/mL), TNF-a (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-a (2,8
pg/mL), IFN-y (7,1 pg/mL).

CBA Human Chemokine: CXCLS8 (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 Expressdo de RNAm de citocinas por reacéo de polimerase em cadeia

em tempo real

A analise da expressio de RNAm por Real Time-PCR foi realizada em
CMN, néo estimuladas. O RNA total de 1x10®° CMN congelado em solugdo de RNA
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later (Sigma, Steinheim, Alemanha) foi extraido com o QIAamp® RNA Blood Mini
Kits (Qiagen, Valencia, CA, EUA), seguindo as orientagdes fornecidas pelo
fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando o kit Sensiscript Reverse Transcription
Handbook (Qiagen, Valencia, CA, EUA). Para a realizacdo da reagdo de
amplificagdo em tempo real, foram utilizados 3uL. ¢cDNA (1 a 10pg), 25uL da
solugdo Platinum SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA),
luL de ROX Reference Dye, 19ul de agua destilada Rnase/DNase free ¢ 1uL
(10uM) dos iniciadores sense e anti-sense. A sintese dos iniciadores sense e anti-
sense para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a, 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 condi¢des de amplificacdo foram:
desnaturacdo 45 ciclos a 95°C por 15 segundos, anelamento dos iniciadores 45 ciclos
a 62°C por 5 segundos, extensdo 45 ciclos a 72°C por 15 segundos. Temperatura de

Melting (Tm): 70°C.

As sequéncias dos iniciadores foram as 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 AGAAGACT ¥
Anti-Sense: 5° TGT TCT TGG AGG CAG CAA AGA 3’

IL-6 Sense: 5’CCT GAG AAA GGA GAC ATGTAACAAGA Y
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-y  Sense: 5° GTT TTG GGT TCT CTT GGC TGT TA 3’
Anti-Sense: 5° AAA AGA GTT CCA TTA TCC GCT ACATC 3’

TNF-a  Sense: 5’CCC AGG CAG TCA GAT CATCTTC 3’
Anti-Sense: 5°GCT TGA GGG TTT GCT ACA ACA TG 3°
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4 r . . . 6
Os resultados foram expressos como niimero de copias das citocinas por 10

copias de albumina.

4.6 Analise da expressdo intracelular de CXCL8 e CCL2 por citometria

de fluxo

A suspensio de CMN, foi distribuida na concentracio de 3x10°
células/orificio em microplacas de 24 orificios (Costar, Cambridge, MA, USA) com
RPMI-S, na presenc¢a ou auséncia do superantigeno SEA (1pg/mL, Sigma) ou do
estimulo policlonal para células T, a PHA (2,5 pg/mL, Gibco, NY, EUA), na
presenca de 10ug/mL de inibidor de transporte de proteina intracelular (Brefeldina
A, Sigma) por 18 horas de incubac¢do a 37° C em estufa a 5% de CO,. Ao término da
incubacao 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 a
4°C com 10ul de gamaglobulina humana para saturar os receptores de IgG e
marcadas com anticorpos monoclonais, conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) ou ficoeritrina-cianina 5.1 (PC5) com os seus respectivos
controles isotipicos.

As células estimuladas com SEA foram marcadas com anti-CD14 PCS5
(Iotest) e as células estimuladas com PHA foram marcadas com anti-CD3 PC5 e anti-
CD8 FITC (BD pharmingen) por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Apdés uma
lavagem com PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2%, as células foram fixadas com 100ul do
reagente A (Fixation Médium — Caltag) por 15 minutos em temperatura ambiente,
lavadas com PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2%, e permeabilizadas com 100ul do reagente
B (Permeabilization Medium — Caltag). A marcagdo intracelular foi realizada
acrescentando-se anti-CXCL8 PE (BD pharmingen) ou anti-CCL2 PE (eBioscience)
ou com 0s respectivos anticorpos isotipicos por 20 minutos a temperatura ambiente.
As células foram lavadas, ressuspendidas em 700ul PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2% e o
numero relativo de cada populacdo foi avaliado pela aquisi¢ao de 10.000 eventos em
aparelho de citometria de fluxo (Coulter-Epics) utilizando o programa System II

Versao 3.0 (Beckman Coulter, Inc-USA).
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4.7 Analise da expressdo de CCR5 em linfocitos T por citometria de fluxo

A suspensio de CMN, foi distribuida na concentracio de 3x10°
células/orificio em microplacas de 24 orificios (Costar, Cambridge, MA, USA) com
RPMI-S, na presenca ou auséncia de PHA (2,5 pg/mL, Gibco, NY, EUA), por 18
horas de incubagdo a 37° C em estufa a 5% de CO,. Ao término da incubacdo as
células foram coletadas, divididas em tubos de citometria, ¢ lavadas em PBS/ Azida
0,1%/ SAB 0,2%. A seguir, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais,
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou
ficoeritrina-cianina 5.1 (PC5) com os seus respectivos controles isotipicos.

As células foram marcadas com anti-CD3 PC5, anti-CD8 FITC (BD
pharmingen) e anti-CCR5 PE (R&D) por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Apos
incubacdo as células foram lavadas com PBS/ Azida 0.1%/ SAB 0.2% e
ressuspendidas em 500ul de isoton e 100 ul de PBS/Paraformoldeido 1%. O numero
relativo de cada populacdo foi avaliado pela aquisicio de 10.000 eventos em
aparelho de citometria de fluxo (Coulter-Epics) utilizando o programa System II

Versdo 3.0 (Beckman Coulter, Inc- USA).

4.8 Analise estatistica: O Mann-Whitney U test foi utilizado para comparar
varidveis entre pacientes com UCI e individuos controles. O teste Kruskal-Wallis
com pos teste de Dunn’s foi usado para comparar os subgrupos de acordo com o teste
de soro autdlogo e grupo controle. Correlagdes foram analisadas pelo teste nao-
paramétrico Spearman. Para analisar a diferenga de expressao de cultura de células
estimulada de ndo estimulada (basal) foi utilizado o método ndo paramétrico pareado

de Wilcoxon. O valor de P menor que 0,05 foi considerado significante.
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5 RESULTADOS



5.1 Caracteristicas demograficas dos pacientes com Urticaria Cronica

Idiopatica

Para o estudo foram selecionados 37 pacientes com UCI do Ambulatério de
Dermatologia do HC-FMUSP. Na Tabela | verifica-se que a frequéncia de
individuos do sexo feminino foi predominante (31) em relacdo ao sexo masculino
(6), com idade média de 47,11 anos + 12,37. A duragdo das lesdes dos pacientes foi
de 11,92 anos + 11,68. As caracteristicas individuais dos pacientes com UCI
encontram-se na Tabela 2 (Anexo C).

Os pacientes foram submetidos ao teste intradérmico de soro autdlogo
(ASST) como evidéncia de autoanticorpos IgG anti-FceRI, 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
distribuicdo de sexo foi semelhante entre os subgrupos. A média de duragdo da
doenca de 10,61 + 8,44 anos dos pacientes foi semelhante entre os subgrupos. A

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

TABELA 1. Caracteristicas demograficas dos pacientes com Urticaria

Cronica Idiopatica

UCI ASST- ASST+
N° Pacientes 37 21 (56,76%) 16 (43,24%)
Mulheres/Homens 31/6 18/3 13/3
Idade (variagéo) 47,11 £12,37* 48,48 £10,97* 45,68 +13,51*
em anos (19-67) (30-65) (19-67)
Duracéo da doenca 10,61 + 8,44* 10,61 + 8,44* 9,93 + 9,39%*
em anos
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 concentracdo sérica, pela
expressdo ex vivo de RNAm em CMN e pela secre¢do de citocinas por CMN
induzidas por mitéogenos em pacientes com Urticaria Cronica Idiopatica (UCI)

comparado com individuos saudaveis.

5.2 Determinacao sérica de citocinas pré-inflamatdérias na UCI

Os niveis séricos das citocinas pro-inflamatorias foram determinados por
citometria de fluxo pelo método cytometric bead array (CBA). A Figura 1 mostra
que os niveis de TNF-a, IL-6, IL-1f3, IL-12p70 e IL-10 foram significantemente
aumentados nos soros dos pacientes em relagdo aos individuos controles,
independente da resposta ao ASST.

Além disto, foi observado que os niveis séricos de TNF-a dos pacientes
apresentam forte correlacdo positiva com IL-1fB (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
correlacdo positiva da IL-10 com IL-12p70 (r=0,714, P=0,0002) e com IL-1pB
(r=0,852 P<0,0001). Também foi observado que a IL-1p correlacionou
positivamente com a IL-12p70 (r=0,6351, P=0,0011) (Figura 2), evidenciando que
todas as citocinas pro-inflamatérias analisadas estdo elevadas no soro dos pacientes.
J& nos individuos controles foi evidenciado uma fraca correlagdo entre os niveis

séricos de TNF-a e de IL-12p70 (r=0,468, P=0,012) (Dados ndo mostrados).
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Figura 1. Determinacao sérica de citocinas pro-inflamatdrias na UCI. Soros de

individuos 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. Correlagdo dos niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias na UCI.

Correlagdo dos niveis séricos de TNF-a e IL-10 com as demais citocinas de

pacientes com UCI (n=26).
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5.3 Capacidade de secrecdo de citocinas e de proliferacdo de CMN
estimuladas por mitégenos na UCI

Para avaliar a capacidade das CMN em secretar citocinas induzidas por
mitogenos, 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 produ¢do de TNF-a e IFN-y ndo difere entre o grupo
de pacientes e de controles. J4 a produgdo de IL-17A do subgrupo ASST+ dos
pacientes foi superior comparado aos individuos saudaveis, especialmente devido a
quatro amostras num total de 9 (44%) que produziram niveis maiores de 1000pg/mL.
Além disso, o subgrupo ASST+ mostra aumento da produgdo de IL-10 em relacdo
aos controles e também ao ASST- (Figura 3). Dois pacientes ASST+ de oito (25%)
tiveram producdo de IL-10 acima de 1000pg/mL. Em contraste, a producao de IL-4
foi diminuida nos pacientes ASST+ em relagdo ao grupo controle.

A secregdo de IL-2 pelas CMN dos pacientes com UCI, independente do
ASST foi significantemente elevada em relacdo ao grupo controle (Figura 3).

Os resultados evidenciam que ha um desequilibrio na produ¢do de citocinas
na UCI, sendo as pro-inflamatodrias detectdveis no soro e a secrecdo induzida por
mitégeno de célula T mostra um aumento de IL-2, I[L-17A e IL-10, simultaneamente
a diminui¢do de IL-4 nos pacientes ASST+.

Em paralelo, a capacidade linfoproliferativa de CMN foi avaliada pela
incorporagao de timidina em resposta ao estimulo policlonal de células T (PHA), ao
superantigeno enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA), ao estimulo
policlonal de células B, o Pokeweed mitogen (PWM) e ao antigeno Toxdide tetanico
(TT). A resposta linfoproliferativa para SEA e PHA foi comparavel 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 individuos controles. A
resposta antigeno-especifica para o TT foi significantemente diminuida nos pacientes

em relacdao ao grupo controle. Os resultados mostram que ha uma imunocompeténcia
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na UCI e que a populagdo de células B ¢ hiperrespondedora ao estimulo policlonal

dependente de células T.
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Figura 3. Producdo in vitro de citocinas por CMN de pacientes com UCI.
Culturas de CMN de pacientes com UCI (n=20) e individuos 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. Determinagdo de IL-17A foi realizada por ELISA. Os

resultados s3o mostrados pela diferenca entre as culturas com estimulo com as

culturas sem estimulo (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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Figura 4. Resposta linfoproliferativa a mitégenos e antigenos na UCI. A resposta
linfoproliferativa de individuos 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 incubagdo com PHA (2,5ug/mL) ou SEA
(40ng/mL) e por 6 dias para o mitdgeno PWM (5pg/mL) ou antigeno de toxodide
tetanico (TT, 0,04L.f/mL). Os resultados estdo representados por média + E.P do
indice de estimulagdo. *P <0,05 **P <0,01 *** P<0,001 quando comparado ao

grupo controle.
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5.4 Analise ex vivo da expressdo de citocinas em CMN de pacientes com
UClI

Para avaliar a expressdo génica constitutiva de citocinas, o RNAm de
citocinas das CMN nao estimuladas de pacientes e individuos saudaveis foram
analisadas por rea¢do em cadeia de polimerase em tempo real (Real-Time PCR). Para
tal reagdo foi utilizada a metodologia SYBRGreen, fluorocromos que se intercalam
em fitas duplas de DNA.

Os genes pesquisados foram 112, 114, Ifny, Tnfe, 116 e 1110, utilizando a
expressao de albumina como controle interno da reagdo. Os resultados sdo expressos
como numero de copias das citocinas por 10° copias de albumina.

A especificidade da reagdo foi confirmada através da curva de dissociagdao
(Curva de Melting) para cada citocina, indicando o ponto correspondente a
temperatura de dissociagdo da dupla fita da sequéncia alvo pesquisada (ANEXO D).

O nivel espontaneo da expressdo de RNAm das citocinas TNF-a, [FN-y, IL-4
bem como IL-2 e IL-6 de CMN foram similares entre pacientes e individuos
controles (Figura 5). A expressdo de RNAm de IL-10 foi significantemente
diminuida nos pacientes em relagdo ao controle, devido a diminuicdo da expressdo
no subgrupo ASST- (Figura 5).

Os resultados relacionados ao estudo do perfil de producao de citocinas foram
publicados na revista International Immunopharmacology (2008) 8:1433-1440
(ANEXO E).
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Figura 5. Expressdo espontanea de RNAm de citocinas de CMN de pacientes
com UCI por Real-Time PCR. CMN de individuos 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 analise de quimiocinas, iniciamos o estudo dos
niveis séricos e pela secre¢do induzidas por estimulo de determinadas quimiocinas

nos pacientes com UCI comparados ao grupo controle.

5.5 Niveis séricos de quimiocinas de pacientes com UCI

Considerando o desequilibrio na produgdo de citocinas encontrado na UCI,
tornou-se fundamental prosseguir estudando quimiocinas que possam influenciar na
migracgdo e ativacdo de células como neutroéfilos, linfocitos, baséfilos e APCs. Desta
forma, foram selecionadas as quimiocinas IL-8/CXCLS8, IP-10/CXCL10,
MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS, que possuem importante influéncia
nas referidas populacdes celulares, bem como no processo inflamatdrio.

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 niveis muito elevados, exigiu a realizagdo de varias
diluigdes seriadas do soro.

Niveis significantemente elevados de CXCL8, CXCL10, CXCL9 e CCL2
foram observados no soro dos pacientes em relacdo aos individuos controles, ndo
diferindo para CCL5 (Figura 6). O perfil das quimiocinas foi similar entre os

pacientes ASST+ e ASST- (dados ndo apresentados).
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Figura 6. Determinacéo sérica de quimiocinas de pacientes com UCI. Soros de
individuos 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 Producdo in vitro de quimiocinas por CMN estimuladas por

mitégenos

Com o proposito de averiguar se a produ¢do de quimiocinas por CMN
induzidas por mitdégenos in vitro estdo alterados na UCI, o passo seguinte foi
determinar a secre¢do de quimiocinas pelas CMN estimuladas por 24 horas com
PHA e com SEA. As quimiocinas foram determinadas por ELISA.

Os niveis basais, ou seja, secre¢do espontanea sem estimulo, de CCL2 pelas
CMN ja se encontram elevados nos pacientes comparado as CMN de individuos
controles (Figura 7). Apesar dos niveis basais de CXCL8 e CCL5 atingirem niveis de
85 ng/mL e 8 ng/mL, respectivamente, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura
7).

Para avaliar a produgdo de quimiocinas induzidas pelos estimulos PHA e
SEA, foi calculada a diferenga dos niveis estimulados e o nivel basal. A Fig 8 mostra
que sob estimulo de PHA hé4 um significante aumento de CXCL8 e CCLS5 pelas
CMN dos pacientes em relagdo ao grupo controle. O aumento de CXCL8 foi
detectado no subgrupo ASST- e para CCLS5 foi significantemente elevada em ambos,
ASST positivo e negativo, em relagdo ao grupo controle.

Utilizando o superantigeno SEA foi identificado aumento na capacidade de
secrecao de CCL2 pelas CMN de pacientes de ambos, ASST positivo e negativo
comparado aos individuos controles (Figura 9). A secre¢ao de CXCL10, nao diferiu
entre pacientes e controles para ambos os estimulos PHA e SEA.

Estes dados evidenciam que na UCI, a ativacdo das células T pela PHA gera
um aumento de CCL5 e o superantigeno SEA leva a ativagdo da populagdo de

monocitos, pela secre¢do de CCL2.
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Figura 7. Niveis basais de quimiocinas em sobrenadantes de cultura na UCI.
CMN de pacientes com UCI (n=26) e individuos controles (n=25), UCI com ASST
negativo (ASST-, n=13), UCI com ASST positivo (ASST+, n=13) foram cultivadas
por 24 horas sem estimulo. A quantificagdo 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. Determinacdo de quimiocinas induzidas por PHA na UCI. CMN de
individuos 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 niveis de quimiocinas nos sobrenadantes foram determinados por ELISA. Os
resultados representam a diferenca entre as culturas com estimulo e as sem estimulo
(basal). A linha horizontal representa a mediana. *P <0,05 ** P <0,01; quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 9. Determinacéo de quimiocinas induzidas por SEA na UCI. Culturas de
CMN de individuos 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 niveis de quimiocinas nos sobrenadantes foram
determinados por ELISA. Os resultados sdo mostrados pela diferenga entre as
culturas com estimulo e as sem estimulo (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 Andlise da expressdo intracelular de CXCL8 em CMN de pacientes

com UCI e individuos controles

Visto o aumento de secre¢do de CXCLS8 pelas CMN dos pacientes, avaliamos
qual seria a populacdo celular secretora desta quimiocina. Para tal, CMN de
pacientes com UCI e individuos controles foram cultivadas por 18 horas na presenga
ou auséncia (basal) de 1pug/mL SEA juntamente com o inibidor de secregdo, a
brefeldina A (10pug/mL). Apés o periodo de cultivo, as CMN foram marcadas
utilizando anticorpos anti-CD14 humano conjugados com PCS5, permeabilizadas,
fixadas e posteriormente, submetidas a marcagao intracelular com anticorpos anti-
CXCLS conjugados com PE, e avaliadas por citometria de fluxo.

A Figura 10A ilustra a regido onde estdao localizados os monocitos no sangue
periférico de um individuo controle e a intensidade de expressdo de CD14 por
granulosidade ilustrando a identificagdo de mondcitos pela expressdo de CD14
(Figura 10B). Ja a figura 11 ilustra um histograma representativo da expressao de
CXCL8 em monocitos. Evidenciamos que os niveis intracelulares de CXCLS8 sao
principalmente detectados nas células CD14", mesmo sem estimulo (Figura 11A).
Apoés a estimulagdo com SEA, ha um aumento na intensidade de expressdo de
CXCLS8 (Figura 11B).

Ao avaliarmos a intensidade média de fluorescéncia (MFI) de CXCL8 em
células CD14" podemos evidenciar uma significante diminui¢do no grupo de
pacientes ASST+ e quando estimulado essa diminui¢do ocorre em ambos 0s grupo
ASST+ e ASST-, comparados ao grupo controle. (Figura 12A). Quando avaliada a
porcentagem de expressdo de CXCL8 nas células CD14" identificamos que os niveis
basais e estimulados também foram diminuidos nos pacientes com UCI, somente nos
ASST-, comparados com o grupo controle (Figura 12B).

Apesar de verificarmos que as células que expressam CXCLS intracelular sao
as células CD14", passamos a verificar se as células T CD4" ou CDS" podem
expressar CXCLS. Para tal, avaliamos a expressao de CXCLS utilizando linfécitos T
de individuos saudéveis.

A Figura 13A ilustra a aquisi¢do de CMN por tamanho versus granulosidade

indicando a regido onde se localizam os linfocitos. Na figura 13B ilustramos a
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identificacdo de linfocitos T pela expressdo de CD3 e das células CD3'CDS" ou
CD3'CDS$ (Figura 13C).

A Figura 14 mostra os histogramas representativos da expressdo de CXCLS8
nas células T CD4" e T CD8". Pode-se observar nas condicdes basais uma baixa
frequéncia de células CD4"/CXCL8" de percentual médio inferior a 1,398 + 1,818
(Figura 15A). Os niveis percentuais ou a intensidade de expressio de CXCLS
(Figura 15B) ndo se alteraram com o estimulo. Além disto, ndo houve diferenca da
expressdo de CXCL8 em células T CDS" (Figura 16).

Estes dados mostram que a populagdo secretora de CXCLS8 concentram-se
em mondcitos e enfatizam que os dados observados de secre¢cdo de CXCLS8 em

células estimuladas com PHA (Figura 8) sdo derivados de mondcitos.
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Figura 10. Figura representativa da selecdo de células CD14" de CMN por
citometria de fluxo. (A) O circulo representa a regido onde estdo localizados os
mondcitos no sangue periférico de individuo saudavel. (B) Mondcitos marcados com

anticorpo anti-CD14 humano conjugado com PCS5.
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Figura 11. Histograma representativo dos niveis intracelulares de CXCL8 em
mondcitos. Amostra de sangue periférico de um individuo controle, apds cultura de
18 horas de incubag¢dao na presenca ou auséncia (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 isotipico, a cinza o

basal e a preta continua quando estimulado com SEA.
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Figura 12. Analise da expressdo intracelular de CXCL8 em células CD14" na
UCI. Culturas de CMN de individuos controles (n=12), pacientes com UCI (n=12),
com ASST negativo (ASST-, n=6) e com ASST positivo (ASST+, n=6) apds 18
horas de incubacdo na presenca ou auséncia (basal) de SEA juntamente com a
brefeldina A. As células CD14" foram marcadas com anti-CXCLS8 PE e avaliadas por
citometria de fluxo. Os resultados sdo mostrados de acordo com a intensidade média
de fluorescéncia (MFI) de CXCL8 (A) e também de acordo a porcentagem de
expressdo (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 selecdo de CD4" e de CD8" de CMN por
citometria de fluxo. (A) O circulo representa a regido onde estdo localizados os
linfocitos. (B) Células CD3" de individuo sauddvel marcadas com anticorpos anti-
CD3 humano conjugados com PC5. (C) Regido de linfocitos T CD4" (CD3'CDS8) e
de linfocitos T CD8" (CD3" CD8") selecionados a partir da regido de células CD3".
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Figura 14. Histograma representativo da expressao intracelular de CXCL8 em
linfocitos T. CMN de um individuo controle foram cultivadas por 18 horas na
presenca ou auséncia (basal) de PHA juntamente com a brefeldina A. As células T
CD4" (A) e T CD8" (B) foram analisadas quanto a expressdo de CXCLS intracelular
por citometria de fluxo. A linha tracejada representa o controle isotipico, a cinza o

basal e a preta continua quando estimulado com PHA.
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Figura 15. Analise da expressdo intracelular de CXCL8 em células T CD4".
CMN de individuos controles (n=9) apds 18 horas de incubagdo na presenca ou
auséncia (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 fluorescéncia. (B)

Porcentagem.
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Figura 16. Analise da expressdo intracelular de CXCL8 em células T CD8".
CMN de individuos controles (n=12) apds 18 horas de incubacdo na presenca ou
auséncia (basal) de PHA juntamente com a brefeldina A. As células CDS" foram
marcadas com anti-CXCLS8 PE e analisadas por citometria de fluxo. (A) Intensidade

média de fluorescéncia. (B) Porcentagem.
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5.8 Andlise da expressdo intracelular de CCL2 em CMN de pacientes
com UCI e individuos controles

CCL2 ¢ secretada por varios tipos celulares, incluindo mondcitos e ¢
quimiotatica para mondcitos, basofilos e células T “®. Considerando que a produgio
de CCL2 por CMN estimuladas com SEA estd aumentada em pacientes com UCI
iniciamos a analise para identificar se a populacdo de mondcitos produz esta
quimiocina. Para avaliar a presenca intracelular de CCL2 em monocitos, as CMN de
pacientes com UCI e individuos controles foram incubadas por 18 horas na presenga
ou auséncia (basal) de SEA, juntamente com o inibidor de secrecdo, a brefeldina A.
A expressdo de CCL2 foi analisada por citometria de fluxo.

A Figura 17 ilustra um histograma representativo da expressao intracelular de
CCL2 em mondcitos de um individuo controle.

A Figura 18B mostra que em condigdes basais a porcentagem de expressao
intracelular de CCL2 em células CD14" estd diminuida nos pacientes ASST- em
relacdo ao grupo controle. Entre os subgrupos ASST, foi evidenciada uma
significante diminuicdo de CCL2 no grupo ASST- comparado ao grupo ASST+.
Nenhuma diferenga foi encontrada quanto a intensidade média de fluorescéncia de
CCL2 em células CD14" de pacientes com UCI em comparagdo ao grupo controle,
mesmo em condi¢des estimuladas (Figura 18A).

O proximo passo foi avaliar se outras populacdes celulares presentes nas
CMN, além das CDI14", poderiam expressar niveis intracelulares de CCL2. Ao
avaliarmos as células T CD4", CD8", linfocitos B naive e de memoéria, bem como
basofilos, ndo foi encontrado presenga de CCL2 (Figura 19). Assim podemos inferir
que o CCL2 encontrado nos sobrenadantes de cultura de CMN estimulados com SEA
foram produzidos pelos monocitos.

Os resultados evidenciam que apds estimulo com SEA a secre¢do de CXCL8
e CCL2 pelas CMN de pacientes com UCI e individuos controles ¢ decorrente
principalmente da secrecio de células CD14", sendo parcial a contribuicio dos
linfocitos T na secrecdo de CXCLS. Quanto a secrecdo de CCL2, as células CD14"
foram identificadas como as principais produtoras, visto que em CMN ndo foi

identificado niveis intracelulares de CCL2 em linfécitos B ¢ T bem como em
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basofilos. Estes dados em conjunto mostram que a populacdo de monocito na UCI

encontra-se ativada.

------ Controle isotipico
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Figura 17. Histograma representativo da expressao intracelular de CCL2 em
monacitos. CMN de um individuo controle foram cultivadas por 18 horas na
presenca ou auséncia (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 isotipico, a cinza o basal e a preta continua

quando estimulado com SEA.
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Figura 18. Analise da expressdo intracelular de CCL2 em células CD14" na
UCI. CMN de individuos controles (n=12), pacientes com UCI (n=11), com ASST
negativo (ASST-, n=6) e com ASST positivo (ASST+, n=5) ap6s 18 horas de
incubacdo na presenga ou auséncia (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 sdo mostrados de acordo com a intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de CCL2 (A) e também de acordo a porcentagem de expressao
(B). A linha horizontal representa a mediana. *P <0,05 quando comparado com o

respectivo grupo indicado.

49



------ Controle isotipico
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Figura 19. Histograma representativo dos niveis intracelulares de CCL2 em
linfécitos T, basoéfilos e linfocitos B. CMN de um individuo controle foram
cultivadas por 18 horas de incubagdo na presenga ou auséncia (basal) de SEA
juntamente com a brefeldina A. As células foram analisadas quanto a expressdo de
CCL2 intracelular por citometria de fluxo. A linha tracejada representa o controle

isotipico, a cinza o basal e a preta continua quando estimulado com PHA.
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5.9 Anélise da expressdo de CCR5 em linfécitos T CD4" e T CD8" de

pacientes com UCI e individuos controles

CCRS5 ¢ um receptor acoplado a proteina G, expresso predominantemente em
macrofagos diferenciados de monocitos do sangue periférico e em células Thl
ativadas em resposta a inflamacdo tendo como ligantes CCL3, CCL4, CCLS,
CCL3L1 e CCL5 .

A produgdo de CCLS5 por CMN estimulados por PHA foi significantemente
elevada nos pacientes com UCI em relacdo aos controles. Para avaliar se ha uma
concomitante alteracio na expressio do seu receptor, CCR5, em linfocitos T CD4" e
T CDS8", avaliamos a expressdo apds estimulagio com PHA.

Ao avaliarmos o receptor CCR5 pudemos evidenciar em condi¢des basais um
aumento significante da porcentagem de expressdo de CCRS 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). Nao observamos
diferenga quanto a porcentagem de expressio 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 estimulo 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 linfocitos T CD8" tém uma maior expressdo espontinea de

CCRS.
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Figura 20. Determinacdo da expressdo de CCR5 em células T CD4" na UCI.
CMN de individuos controles (n=10), pacientes com UCI (n=9), com ASST
negativo (ASST-, n=4) e com ASST positivo (ASST+, n=5) ap6s 18 horas de
incubagdo na presenca ou auséncia (basal) de PHA. As células CD4" foram
marcadas com anti-CCRS5 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 fluorescéncia. (%) Porcentagem.
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Figura 21. Determinacdo da expressdo de CCR5 em células T CD8" na UCI.
CMN de individuos controles (n=10), pacientes com UCI (n=9), com ASST
negativo (ASST-n=4) e com ASST positivo (ASST+, n=5) apdés 18 horas de
incubagdo na presenca ou auséncia (basal) de PHA. As células CD8" foram
marcadas com anti-CCRS5 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 fluorescéncia. (%) Porcentagem.
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6 DISCUSSAO



Os resultados mostram que na UCI ha um desequilibrio imunologico,
evidenciado pelo aumento da secre¢do de quimiocinas e citocinas, sejam pelos niveis
séricos ou induzidos por estimulos. As alteracdes na producdo de citocinas, foram
encontradas sem predominio de um determinado subtipo seja, Thl, Th2 ou Thl7.
Além disto, os dados evidenciaram intenso aumento das quimiocinas, especialmente
de CXCL8 e CCL2, que explicam a ativacdo de mondcitos e de linfocitos encontrado
na UCI e que podem estar envolvidos na ativacdo de basofilos e mastocitos na UCI.
Estes achados foram evidenciados em pacientes com UCI, de ambos subgrupos
ASST, positivo e negativo.

A presenca de quimiocinas e citocinas séricas representa um produto de uma
série de populagdes celulares, até mesmo endoteliais e epiteliais, que podem ser
produzidas no sitio inflamatorio. Geralmente, as quimiocinas sdo detectaveis em
maiores concentragoes, ja as citocinas sdo encontradas em baixos niveis nos soros de
individuos sadios.

Inicialmente, realizamos o estudo abrangendo as citocinas séricas nos
pacientes com UCI. As citocinas de perfil pré-inflamatério foram detectaveis em
niveis elevados nos soros dos pacientes, sem relacdo quanto a positividade do ASST.
As citocinas tipicamente inflamatdrias como TNF-a, IL-6, IL-13 assim como IL-10
e IL-12p70 foram detectaveis na maioria dos pacientes com UCI (90%), o que ndo
foi observado nos individuos controles. Quanto a IL-10, foi evidenciado que 13,79%
dos pacientes (4/29) tiveram niveis detectaveis, correlacionando-se positivamente
com TNF-a, IL-1B e IL-12p70.

Em contraste, foi descrito que os niveis de TNF-a determinadas por ELISA,
ndo se alteram nos pacientes com UCI em relagdo ao grupo controle ), E possivel
que esta diferenca seja devido a metodologia empregada, na qual a citometria de
fluxo (cytometric bead array) possui alta sensibilidade e a vantagem de dosar varios
analitos em uma pequena quantidade de amostra ©®.

Outra citocina com carater inflamatorio, como a IL-18 foi descrito estar
elevado no soro dos pacientes com UCI, sem diferir quanto ao ASST nem quanto a
teste de liberacdo de histamina . Entretanto, mostrou correlacdo positiva de acordo
com a gravidade da doenga, ou seja, os que apresentam lesdes mais graves possuiam

maiores niveis de IL-18.
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A capacidade in vitro de secregdo de IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-y 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 ocorréncia de ativacao linfocitaria nos
pacientes com UCI (Tabela 3). Por outro lado, ha descri¢ao de diminuigdo de
citocinas Th1 e Th2, como IL-2, IFN-y e de IL-4 nos pacientes com UCI comparados

ao grupo controle ©¥.

Nossos resultados mostram que os niveis de IFN-y ndo se
alteram, mas a producao de IL-4 diminui significantemente no subgrupo ASST+. A
diminui¢do de IL-4 encontrada somente no ASST+, pode sugerir um maior consumo
desta citocina, em decorréncia da ativacao celular. Entretanto, ndo avaliamos esta
citocina em periodo mais precoce, como em 24 horas de cultura.

Além disto, no subgrupo ASST+ detectamos um significante aumento da IL-
17A em relagdo ao grupo controle, citocina esta relacionada com as células Th17,
que at¢ o momento nao tinha sido determinada na UCI. A familia da IL-17 ¢
constituida por IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F, sendo as
isoformas A e F produzidas por uma populagdo de linhagem especifica de células T
CD4" denominada Th17 “®. Estas citocinas sdo fatores importantes na iniciagdo e
manutengdo de processos inflamatorios, envolvida na producdo de citocinas pro-
inflamatérias, como a IL-6, proteinas de fase aguda, G-CSF, e prostaglandina E2 ©¢”
e que atua sinergicamente com o TNF-a. Além disto, a Th17 parece exercer um
papel na patogénese das doencas autoimunes e inflamatdrias cronicas, como a

(25, 69) (70) (71)

psoriase “® dermatite atopica , esclerose sistémica

(72)

, esclerose multipla

(73) (26)

pénfigdide bolhoso ', artrite reumatoide "’ € assim como no lupus sist€émico

A IL-17A e F induzem a produgdo de varias citocinas e quimiocinas,
incluindo TNF-a, IL-1B, IL-6, CCL2, CXCL8, GROa, G-CSF, bem como a
expressdo de ICAM-1 por mondcitos, células epiteliais das vias aéreas, células
endoteliais vasculares e fibroblastos “”. A IL-17 aumenta a producio de IL-6 ¢
CXCL8 em queratindcitos e induz uma fraca expressio de [CAM-1 e HLA-DR 7+7.
Estes dados sugerem que a IL-17A que encontramos elevada na UCI, pode exibir um
importante papel na ativacdo da secrecdo de quimiocinas, como CXCL-8 e CCL2,

que foram detectadas aumentadas no soro e na secrecao in Vitro.
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Nossos resultados mostram um perfil de hiperreatividade imunoldgica nos
individuos ASST+, como observado pelo aumento de secrecdo de IL-17A,
diminui¢do de IL-4 e aumento da capacidade linfoproliferativa ao PWM. Esse
aumento da capacidade linfoproliferativa nos permite sugerir que as células B sdo
hiperreativas ao estimulo PWM em colaboragdo com as células T. A normalidade de
resposta T que observamos nos pacientes com UCI ja tinha sido relatada previamente
(76 Alteragdes relacionadas ao crescimento celular podem estar envolvidas na
patogénese da UCI, como descrito pelo aumento da expressao de p21RAS, proteina
regulatéria responsavel por uma variedade de sinais extracelulares nas CMN dos
pacientes %

Para avaliar a expressdo de RNAm de citocinas em situacdo de homeostase, a
analise foi realizada em CMNs ndo estimuladas. Entre as citocinas avaliadas, 1L-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y ¢ TNF-a ndo foi observado diferenga de expressao entre as
CMN de pacientes e controles. Contudo, a expressio do RNAm de IL-10 foi
encontrada em niveis significantemente reduzidos nos pacientes com UCI no
subgrupo ASST-. A IL-10 possui potentes propriedades imunologicas como cofator
para a sobrevivéncia de células B, diferenciacdo, secrecdo de imunoglobulinas e
proliferagdo, bem como na participagdo de processos inflamatérios. E possivel que
varias populagdes estejam implicadas na diminui¢ao de IL-10 nas CMN dos ASST-,
incluindo as células T, B, mondcitos e DCs.

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

literatura, realizada em varias condigdes, seja no soro, induzida e mesmo quanto a

expressao de RNAm.
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Uma das propostas do nosso Projeto foi avaliar o perfil de produgdo e os
niveis séricos de quimiocinas na UCI, considerando que estes fatores exercem
importante papel da patogénese da doenga, ja que sdo fundamentais para a migragao
de células inflamatorias para a pele e pela existéncia de poucos relatos na literatura.

Inicialmente, foi evidenciado uma elevagao de MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10,
MCP-1/CCL2 e de IL-8/CXCLS8 nos soros dos pacientes com UCI em relagdo ao
grupo controle saudavel, com excecdo de RANTES/CCL5. A escolha destas
quimiocinas também se deve por algumas estarem relacionadas ao padrdo Thl, como
0o CXCL9, CXCL10 e CCLS5 e outra por direcionar para o padrao Th2 como o CCL2
DA presen¢a destas quimiocinas no soro representa a secregio por células
endoteliais, epiteliais, bem como as células do sistema imune, os quais possuem agao
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 niveis séricos sdo encontrados muito elevados
exigindo amplas dilui¢des das amostras. E possivel que a mudanca de método possa
ter interferido na sensibilidade.

Na UCI, foi descrito que os niveis séricos de CXCL10 e CCL17, avaliados
por ELISA, foram indetectiveis nos pacientes ©* (Tabela 4). Novamente, esta
diferenga em relagdo ao CXCL10 pode estar relacionada ao método empregado,
apesar do ELISA ser um método sensivel.

Nossos achados na UCI, independente da positividade do teste de soro
autdlogo, um indicativo de autorreatividade, confirma em adi¢do aos dados de
citocinas a evidéncia de um desequilibrio no perfil imunolégico.

Alteracdes dos niveis séricos de quimiocinas sdo encontrados em doencas de
carater inflamatorio e/ou autoimune. De fato, as concentracdes de quimiocinas
relacionadas com o tipo Thl como CXCL10 e CXCL9 estdo elevadas no soro de
pacientes com esclerose sistémica, dermatomiosite, doenga de Graves e também em

") Ha controvérsias de

liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide
achados quanto a CXCL10 e lupus eritematoso sistémico, onde os niveis séricos
estdo dentro da normalidade ™ ou encontram-se aumentados (79), ha dados também

de CXCL8 ¢ CCL2 na forma ativa de lapus 7. Outras quimiocinas, como CCL5 e
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CCL2 sao encontradas em concentracdes elevadas no soro de pacientes com artrite
reumatoide juvenil ®*.

Nos pacientes detectamos também um aumento da produgdo espontinea in
vitro de CCL2 pelas CMN em relagdo aos individuos controles. Esta quimiocina
pode ser produzida por macréfagos, mondcitos, bem como por células epiteliais e
endoteliais, e tem um papel fundamental na resposta inflamatdria, capaz de atrair
monocitos e linfocitos T para o sitio de inflamagao @D No nosso estudo a secre¢do
de CCL2 pelas CMN sugere que a populagdo responsavel por essa secre¢do sejam os
mondcitos, que vao influenciar os proprios monocitos assim como linfocitos T e
basofilos, células que expressam CCR2. O CCL2 e outras isoformas (MCP-2-4)
possuem a propriedade de direcionar a resposta imunoldgica para um padrdao Th2,
inibindo a produgdo de IL-12 pelas APC e por induzir aumento de IL-4 pelas células
T ativadas “". Por esta razdo avaliamos os niveis intracelulares de CCL2 em CMN
para verificar qual a populacdo celular que possa estar envolvida no aumento da
secregdo in vitro. Posteriormente, verificamos que as principais células produtoras de
CCL2, sdo os mondcitos CD14".

As CMN dos pacientes com UCI sob acdo do SEA foram capazes de secretar
mais CCL2 do que os individuos saudaveis, sendo o mesmo ndo observado para a
PHA. Os niveis espontaneos de CCL2 pelas CMN ja se encontravam elevados, o que
refletiu quando estimuladas com SEA. A partir deste estimulo, ¢ possivel que a
secrecdo de CCL2 seja decorrente principalmente dos monocitos, considerando que
este superantigeno pode se ligar diretamente as moléculas de MHC classe II em
APCs, e também nas cadeias VB do TCR 2.

Na UC tem sido relatado a ocorréncia de um processo inflamatorio que ocorre
independente dos autoanticorpos anti-FceRI, ou seja, devido a fatores inflamatdrios
que podem levar a desgranulagdo de mastdcitos cutdneos. Entre os fatores descritos
incluem, aumento de MMP-9 (matrix metalloproteinase-9), uma endopeptidase
dependente de zinco, responsavel pelo remodelamento e degradagdo da matriz
extracelular ®*, aumento do inibidor de metaloproteinases, o TIMP-1 e da proteina C
reativa, CRP, no plasma de pacientes com UC comparado com individuos saudaveis.

Além disto, os niveis plasmaticos de MMP-9 tem relacdo com a gravidade da doenga
(84)
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Os nossos dados enfatizam o perfil inflamatorio da UCI, e chama atencao
para fatores como o CCL2 que podem estar envolvidos na patogénese da UCI,
considerando seu importante papel na desgranulagdo de basofilos e mastocitos. Este
fator possui a capacidade de induzir liberag@o de histamina de basofilos, que pode ser
potencializado na presenca de IL-3 ®°, independente da IgE “®. Os mondcitos
expressam receptor de baixa afinidade para IgE (FceRII/CD23), onde a ativagdo
deste leva a liberacdo de CCL2 ®Y. O CCL2 representa uma interagdo entre a
ativagdo de mondcitos, linfocitos, basofilos, mastocitos e eosindfilos nas doengas
inflamatorias como na fase tardia da reacdo alérgica 36),

Além disto, o estimulo das CMN com a PHA induziu um aumento da
producdo de CXCL8 e CCLS5 nos pacientes UCI em relagdo ao grupo controle.
Avaliando quanto a resposta ao ASST, o aumento de CXCLS8 foi detectado no
subgrupo ASST negativo e para CCL5 em ambos, comparados ao grupo controle.

Da mesma forma, foi observado aumento da secre¢do de CCL5 em CMN
estimuladas com PHA de pacientes com UCI ®?. O CCL5 ¢ produzido por linfocitos
T, e possui ampla acdo, seja nos eosindfilos, linfocitos, monoécitos e basofilos. O fato
de que conjuntamente com CCL2, atuarem nos basoéfilos e mastocitos, colocam estes
fatores como potenciais candidatos para explicar o grau de ativagdo destas células e
induzirem desgranulagdo. De fato, foi observado anteriormente que os basoéfilos dos
pacientes com UCI, estdo numericamente reduzidos, mas mostram intensa expressao
de moléculas de desgranulagdo como CD63 ¢ CD203c¢ '”. Além disto, os basofilos
sdo hiperrespondedores a estimulo anti-IgE quando pré-tratados com IL-3. Estes
achados foram encontrados similarmente nos individuos ASST positivos e negativos,
o que salienta a existéncia de fatores circulantes com potencial de ativar os basofilos,
além dos autoanticorpos contra o receptor de alta afinidade para IgE.

Visto que a producdo de CXCL8 e CCL2 estava elevada pelas CMN,
avaliamos qual seria a populacao celular dentre as CMN responsaveis pela producdo
destas quimiocinas. Assim tornou-se necessario uma avaliagdo dos niveis
intracelulares de CXCL8 e CCL2 em células CD14", devido ao aumento da secrecio
dessas quimiocinas quando induzidas com estimulo especifico para APC, bem como

uma analise em linfocitos T, devido alteragdes encontradas quando CMN foram
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estimulados com estimulo policlonal para células T, a PHA. De fato, o mais
proeminente produtor in vitro de CXCL8 é o mondcito ¢,

A expressio de CXCLS foi encontrada majoritariamente em células CD14",
mesmo sem estimulagdo, sendo que, quando utilizado o estimulo SEA hd uma queda
na percentagem e na intensidade de expressdo de CXCLS8 nas células CD14". Esta
diminuicdo da expressdo intracelular de CXCL8 nos mondcitos de pacientes com
UCI, € consequente a intensa secre¢ao espontanea in vitro detectada pelas CMN de
pacientes.

Uma das quimiocinas que mostrou importante alteracdo nos niveis foi o
CCL2, seja no soro ou induzida pelo superantigeno SEA, que a maioria dos
mondcitos ¢ produtora. Estes achados de CXCL8 e CCL2 evidenciam que a
populacdo de monocitos esta ativada na UCI, e que contribuem na secre¢do de
fatores quimiotaticos de células inflamatorias. Além disto, a secrecdo de CCLS5 esta
elevada apos estimulo para linfocitos T, e seu receptor, o0 CCRS sdo expressos mais
intensamente nos pacientes ASST positivo na populacdo de linfocitos T CD8". Os
dados enfatizam que ambas as populacdes seja de mondcitos e linfocitos secretam
ativamente fatores que podem contribuir para o processo inflamatorio da UCI.

Em conjunto, os dados obtidos até o momento enfatizam a existéncia de
desequilibrio da producdo sistémica de citocinas e quimiocinas na UCI que devam
contribuir para a cronicidade das lesdes encontradas na pele. E possivel que seja
decorrente de um distarbio dos mecanismos de regulacao, seja mediado pelas células

reguladoras e/ou seus fatores.
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7 CONCLUSOES



Os resultados obtidos nos permitiram concluir:

a existéncia de um desequilibrio na producdo de citocinas e quimiocinas na
UCI, com predominancia de citocinas pro-inflamatorias, incluindo uma
provavel participacdo das células produtoras de IL-17, que podem estar
envolvidas no aumento da producao das quimiocinas CXCL8 ¢ CCL2,

a elevada capacidade de secre¢do de CXCL8 e CCL2 evidencia a
participagdo das células CD14" na imunopatogénese da UCI, o que sugere
que os monocitos também se encontram ativados nessa doenca,

o aumento da producdo de CCLS e da expressdo de CCRS5 evidencia a
participagdo de linfocitos T CD8" na imunopatogénese da UCI,

as alteracdes encontradas quanto ao perfil de secre¢do e de expressdo de
citocinas e quimiocinas foram detectados tanto em pacientes ASST+ quanto
em pacientes ASST-,

em conjunto, os dados evidenciam que o aumento na producdo de citocinas
pré-inflamatoérias e das quimiocinas CXCL8, CCL2 e CCLS, sejam
potenciais candidatos para a ativagdo e desgranulagdo de basofilos e

mastocitos na UCI.
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8 ANEXOS



ANEXO A: Aprovacéao de protocolo de pesquisa pela Cappesq (HC-FMUSP)

IR EITRE mae nyfurmne
HOSPITAL GAS CLIBCRS
DA FACULDADE OE MEDICIUA
DA UHIVERSIGADE DE SAQ PAULD

APROVACAO

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessé@o de

14/11/2007, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1016/07, intitulado:

"PERFIL DE SECREGAO E EXPRESSAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS NA
URTICARIA CRONICA" apresentade pelo Depcrtamento de
DERMATOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e
Esclorecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar o

L

CAPPesq, os relatorios puréiais e final sobre a pesquisa [Resclugao do

Conselho Nacional de Salde n® 194, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra
i i 1

Pesquisador (a) Responsavel: Prof®. Dr. Maria Notomi Sato

Pesquisador (a) Executante: Juliana Cristina dos Santos

CAPPesq, 21 de Novembro de 2007

Bt

Prof. Dr. Eduardo Massad

Presidente da Comissdao

de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

CAIXA POSTAL, 8091 — SA0 PAULO - BRASIL

Anexo I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° - SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: .../l

ENBEREGE.. .oomomminromssnimmnpmssmssninnmssnssss spusttessmnssspronssssssion
BAIRRO: ......

DOCUMENTOQ DE IDENTIDADE :.....oiiiiceiiieeees SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ... | S
CEP: . CTELEFONE:DDD (oo )

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Perfil de secre¢ao e expressao de quimiocinas e citocinas
na Urticaria Crénica”
PESQUISADOR: Maria Notomi Sato
CARGO/FUNCAQ: Professor Doutor INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRBM 1690
UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4 DURACAO DA PESQUISA : 02 anos
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3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

Os dados obtidos poderdo ser acessados somente pelos investigadores, comisséo de ética da instituicéo e
autoridades sanitarias do pais.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da pesquisa.

A pesquisa ndo envolve nenhum risco a sua salde, mas qualquer eventualidade que possa ocorrer durante a
coleta de sangue é assegurada a assisténcia por médicos do HC-FMUSP.

5. viabilidade de indenizacéo por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.

Em qualquer eventualidade que possa ocorrer durante a coleta de sangue sera assegurada a assisténcia
médica.

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS
E REAGOES ADVERSAS.

VI. OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séo Paulo, de de 2008.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo D: Curvas de amplificacio e dissociacao (Real-Time PCR)
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Anexo D (continuacao): Curvas de amplificacio e dissociacao (Real-Time PCR)
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impaired IL-4 secretion associated with increased IL- 10 production. Altered cytokine expression in
patients with ASST-negative, was the down-modulation of spontanecus IL-10 mRMNA expression
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dysregulation in CIU, revealing a systemic inflammatory profile associated with disturbed
cytokine production by Tcells, mainly related to IL-17 and IL-10 production.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations: CIU, Chronic ldiopathic Urticaria; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; ASST, autologous serum skin test; HC, healthy
control; PHA, phytohemasgglutining PWM, pokeweed mitogen; SEA, staphylococcal enterotoxin A.

* Corresponding author. Laboratory of Investigation in Dermatology and Immunodeficiencies, LIM 56, Department of Dermatology, School of
Medicine, University of 530 Paulo Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 500, 3rd floor, 05403-000-530 Paulo, Brazil. Tel.: +55 11 30617499; fax: +55
11 30817190,

E-mail address: marisato@usp.br (M N. Sato).

1567-5769/5 - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/1.intimp. 2008.05.016

75



1434

J.C. dos Santos et al.

1. Introduction

Chronic urticaria is a common disabling disorder occurring in
0.1% of the population, with an average episode length of 3-
5yearsin adults [1]. Chronic urticariais considered idiopathic
(CIU) in a substantial percentage of cases, whereas approxi-
mately 35% to 40% of patients appears to be of autoimmune
origin [2,3]. Since they have circulating 1gG antibodies direc-
ted against the a-subunit of the high-affinity IE receptor
(FceRle) or less commonly, against IgE itself. Circulating
autoantibodies initiate a urticarial eruption by cross-linking
the IgE receptor, thereby activating cutaneous mast cells [4].
The autoimmune subgroup represents the most severe form of
chronic urticaria [5,6]. However, the pathogenic mechanism in
the 55% to 60% of patients with CIU remains unknown. Other
circulating mediators, such as cytokines produced by periph-
eral blood menonuclear cells (PBMCs) that may modulate
secretion of cytokines of various other innate and adaptative
immune cells may also function as histamine-releasing factors
[7,8]. A positive autologous serum skin test (ASST) is a marker
of CIU, together with an in vitro basophil and mast cell
histamine-release assay. Although the ASST is a test of
autoreactivity rather than a specific test of autoimmunity, it
is not known if positivity to the ASST may identify an immuno-
logic subset of CIU patients.

Activated mast cells may release both preformed and newly
synthesized mediators, as well as chemotactic factors and
cytokines that recruit and activate various inflammatery cells,
such as polymorphonuclear cells (PMNs) and lymphocytes.
Cytokines and chemokines promote immune cell recruitment
and activation, and thus play an integral role in the
coordination and persistence of chrenic inflammation. There-
fore, drculating cytokines have been described to facilitate
the perpetuation of cellular and humoral autoimmune
processes [9,10]. The inflammatory response exemplified by
spontaneous wheals demonstrates pro-inflammatory features,
involving a prominent role for lymphocytes with a mixed Thi/
Th2 response [11], and neutrophils, adhesion molecules, IL-8
and chemokine receptors exerting main role in the inflamma-
tion [12]. In contrast, ASST induced wheals seem to imply
different activities mainly represented by basophil granulo-
cytes and IL-4 [12].

Furthermore, inflammatory etiopathogenesis in CIU has
been described as related to increased IL-4, IL-13, and IL-18
serum levels [13—15]. Cytokines in the circulation are a fea-
ture of amplified inflammation in chronic urticaria that may
be helpful in understanding the immunopathogenesis of the
idiopathic variety of chrenic urticaria.

Cytokines are the dominant factors guiding the deve-
lopment, differentiation, and regulation of immune cells.
Nevertheless, a dependency on the type of in vitro stimulus
has been shown in CIU patients with respect to different
patterns of cytokine production. High levels of IL-4 and IFN-vy
produced by activated CD4* T cells upon phorphol myristate
acetate stimulation [13] and down-regulation of both Th1
and Th2 cytokines upon phytohemagglutinin (PHA) stimula-
tion, regardless of the ASST response, have both been de-
scribed in CIU [16]. Moreover, high levels of IL-10induced by
mitogen have been verified in patients with CIU, again
without regard to a positive or negative ASST response [17].

Inflammatory cytokines, such as IL-17, have been related
with a number of human autoimmune and inflammatory dis-

eases [18,19], though this has not yet been evaluated in CIU. In
humans, IL-17 production is generally thought to be restricted
to Tcells, secreted by activated CD4* Tcells (Th1 and ThO cells,
but not Th2) [20]. A new CD4* T effector lineage, known as
Thi7, in which IL-17 is the major cytokine factor, have been
shown to be significantly related to immune regulatory effects,
such as the regulation of tissue inflammation [21]. Th17 cells
are likely a mechanism through which the adaptive immune
system communicates with the innate immune system to pro-
mote inflammation.

In the present study, we focused our attention on cytokine
production, examining in particular the circulating levels and T-
cell induced secretion. We also estimated peripheral immune
status by assessing cytokine mRNA synthesis by PBMCs from CIU
patients subjected to the ASST. We therefore tested the immu-
nological competence of patients with CIU through examining
the in vitro polyclonal B and T-cells proliferative response.

2. Materials and methods

2.1. Study subjects

All patients with continuous CIU were selected from the
Dermatological Qutpatient Clinic of the Hospital das Clinicas
de Sao Paulo (HC-FMUSP). These patients had wheals daily
for 6 weeks or longer, occurring at least 4 times a week.
Patients with physical urticaria, urticarial vasculitis, or food
allergies were excluded, as previously described [22].
Antihistamine medications were withdrawn 48 h before the
study, and none of the patients was taking corticosteroids or
immunosuppressive drugs at the time of venipuncture.
Samples were obtained from 29 patients with CIU (5 males
and 24 females; median age 41.5 years, aged 20-66 years)
and 33 health controls (7 males and 26 females, median age
35.5 years, aged 23-57 years). All subjects gave written
informed consent, and the study protocol was approved by
the institutional ethics committee of the HC-FMUSP.

2.2. Autologous serum skin test

Ml patients were subjected toan ASST performed according to
standard methods using fresh autologous serum injected
intradermally into the volar forearm skin. A positive skin test
was defined as the appearance of a red serum-induced weal
with a diameter=1.5 mm than that of the saline-induced
response at 30 min.

2.3. Lymphoproliferative response

PBMCs were isolated from heparinized venous blood by Ficoll-
Hypaque gradient (Pharmacia, Sweden) centrifugation and
were diluted in RPMI medium supplemented with gentamicin
(40 pg/mL) and 10% pooled AB human serum (Sigma, St Louis,
MO, USA). Cells (2.0x 10° cells /well) were cultivated in96-well
flat bottom microplates (Costar, Cambridge, MA, USA) with
medium only, 2.5 pg/mL PHA (Gibco-BRL, NY, USA), pokeweed
mitogen (PWM, 5 pg/mL; Sigma, St. Louis, MO, USA), or
staphylococcal enterotoxin A (SEA, 0.04 ug/mL; Sigma), at
37 °C and 5% CO;,. Cells were cultured in triplicate for 3 d or
6d, then pulsed with 1 uCi/well of *H-Thymidine (New England
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Nuclear, USA) per well for an additional 18 h before harvest.
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Cell-bound radicactivity was measured by liquid scintillation

counting (1205 Betaplate, Wallac, USA). Proliferation was
quantified by stimulation index (51), which is calculated as the
ratio of mean counts per minute (cpm) of stimulated to

unstimulated replicates.

2.4, Cytokine measurements

Cultures of PBMC (3.0x10° cells/well) in RPMI medium sup-
plemented with 10% AB human serum (Sigma) were incubated in
24-well plates (Costar) with medium or PHA (2.5 pg/mL) for 24

and 48 h at 37 °C and 5% CO,. Cell-free supernatants were
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Figure 2  Correlation of TNF-ce with IL-1p IL12p70 and IL-10 serum levels from patients with CIU.
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Table 1  Profile of in vitro lymphoproliferative mitogens responsiveness in CIU patient
Stimulus Groups
Healthy control Clu ASST— ASST+
PHAZ# 98.95+59.54 119+92.42 105.3263.39 133.72116.7
SEA 63.22+37.49 79.84+57.32 6646+ 43.98 90.13 +65.64
PWM 63.75+52.49 96.50+60.91* 90.72164.86 102.3+58.73*

# Data represent the mean+ 5D of stimulation index obtained from PBMC proliferative response of healthy control individuals (HC, N=29),
CIU patients (CIU, N=29), and patients divided according to ASST result, negative (N=15) or positive (N=14). *P-<0.026, **P<0.01 vs. HC

individuals.

harvested and stored at — 70 “C. Cytokines from appropriately
diluted culture supernatant and undiluted serum were mea-
sured using Th1/Th2 and inflammatory cytokine bead array
(CBA) kits (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA). Briefly, latex
particles with 6 different fluorescent intensities coated with
antibodies against specific cytokines were incubated with the
samples. The particles were then labeled with a mixture of PE
conjugated cytokine-specific antibodies and analyzed by flow
cytometry (FACSCALibur, BD, 5an Jose, CA). IL-17Ameasurement
of the culture supernatants was performed by ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN), and reaction was read at 450 nmin
an ELISA microplate reader (Molecular Devices).

2.5. RNA isolation from PBMC and real-time
polymerase chain reaction

RNA was isolated from PBMC (13 10° cells) using the QlAamp
RNA Blood Mini kit (Qiagen, Valencia, CA). Reverse transcrip-
tion was performed using a cDNA synthesis kit, Sensiscript

Reverse Transcriptase (Qiagen). Real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) was performed on 3.0 pL cDNA, with 20 pL
Platinum SYBR® Green gqPCR SuperMix-UDG (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 0.8 pL ROX Reference Dye, 14.6 pL Rnase/
DMase-free water, and 0.8 pL (10 pM) of gene-specific
primers (Invitrogen, Carlsbad, CA). RT-PCR was carried out in
an iCycler (BioRad, EUA) based on specific cytokine primers
and general SYBR green fluorescence detection for 45 cycles
of: denaturation at 95 °C for 15 5; annealing at 62 "C for 55,
and extension at 72 “C for 15 s. For TNF-« the annealing and
extension were performed at 60 "C for 1 min. Primers sets
were as follows: albumin sense: 5'-GCTGTCATCTCTTG
TGGGCTGT-3', albumin antisense: 5'-AAA-CTCATGGGAGCT
GCTGGTT-3', melting temperature (Tm) 70 ° C); IFN-vy sense:
5-GTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTA-3', IFN-vy antisense: 5'-
AAAA-GAGTTCCATTATCCGCTACATC-3'; IL-4 sense: 5'-
ACAGCCTCACAG AGCAGAAGACT-3, IL-4 antisense: 5'-TGTT-
CTTGGAGGCAGCAAAGA-3'; IL-10 sense: 5'-GCTGG-
AGGACTTTAAGGGTTACCT-3', IL-10 antisense: 5'-CTTGA-
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Figure 3  Profile of cytokines secretion induced by PHA stimulation in patients with CIU. Measurements of TNF-c, IFN-+, IL-2, IL-4
and IL-10 in supernatants of PBMC cultures from health control individuals (HC), patients with CIU, ASST negative (ASST—) or positive
(ASST+) upon PHA stimulus for 48 h were performed by cytometric bead array. Determination of IL-17 was carried out by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Horizontal line represents means. **P<.001, *P<0.01 and *P<0.05 compared with the HC group;

# P<0.05 compared with the ASST— group.
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TGTCTGGGTCTTGGTTGT-3'; THF-o sense: 5'-CCCAGGCAGT-
CAGATCATC TTC-3', TNF-a antisense: 5'-GCTTGAGGGTTTGCTA-
CAACATG-3' (Tm 55 °C) [23-25]. The copy number of cytokine
message was normalized to the housekeeping gene, albumin, and
presented as a ratio of cytokine to albumin copy number.

2.6. Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was used to compare variables
between patients with CIU and healthy subjects. The Kruskal—
Wallis test with Dunn's posttest was used to compare non-
paired data between 3 sets of data. Correlations of data were
analyzed by the non-parametric Spearman test. P values less
than .05 were considered significant.

3. Results
3.1. Circulating cytokines in chronic idiopathic urticaria

Typical inflammatory cytokines, such as TMF, IL-1p, IL-6, as well
as IL-12p70 and IL-10 were significantly increased in sera from
patients with CIU compared to healthy control (HC) individuals
(Fig. 1). Alteration of cytokine levels was verified to occur in CIU
patients with both positive and negative ASSTs.

We were unable to detect cytokines in a large percentage of
HC sera samples. These negative percentages were 21% for TNF-
w (7 of 33), 36.4% for IL-12p70 and IL-1p (12/33); 57.6% for IL-6

(19 of 33), and 100% for IL-10. The frequency of undetectable
cytokines in the sera of CIU patients was lower than seen in HCs,
14% IL-12p70 (4/29), 6.9% TNF-« (2/29), only 1 negative case for
IL-6, and none were negative for IL-13. There was one ex-
ception, 1L-10, which was detectable in only 5 patients, all of
which belonged to the negative ASST group. As shown in Fig. 2,
TNF-a serum levels of CIU patients displayed a strong positive
correlation with IL-1p (R=0.727, P=0.0001), IL-12p70 (R=0.758,
P=0.0001), and IL-10 levels (R=0.728, P=0.0001). We cbserved
a weak comelation between TNF-a serum levels from HC
individuals and IL-12p70 levels (R=0.468, P=0.012).

3.2. In vitro proliferative response to mitogen and T-cell
cytokine production in patients with CIU

To verify the cytokine secretion response to T-cell mitogenic
stimulus, we first analyzed the in vitro PBMC *H-thymidine
incorporation after PHA, PWM, or the bacterial superanti-
gen, SEA. The lymphoproliferative response of patients with
ClU to both PHA and SEA was comparable to the HC group
(Table 1). However, patients with CIU displayed a significantly
increased PBMC proliferative response to PWM, due to the
enhanced response of positive ASST patients compared to HC
individuals.

Fig. 3 shows that PHA-stimulated IFN-y and THF-o levels were
similar between patients and controls. A significant increase in
IL-2 secretion was observed in patients with CIU compared to HC
individuals, regardless of ASSTresponse. A similar pattern of IL-
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Figure 4

Spontaneous cytokine mRMA expression by PBMCs from patients with CIU. HC, unstimulated PBMC from healthy individuals;

CIU, patients with CIU; ASST— negative for ASST; ASST+, positive for ASST. IFN-y, IL-4, TMF-x, IL-10, and albumin mRMNA expression
levels were measured by guantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction. Horizontal line represents means. *P<0.05
compared with the HC group; # P<0.05 compared with the ASST— group.
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10 and IL-4 secretion was found in both patient and control
groups; however, paradoxical production of IL-10, concomitant
with decreased IL-4 was detected in patients with a positive
ASST. Furthermore, patients with positive ASST revealed highly
variable, but significantly increased IL-17 secretion compared to
healthy control individuals.

Together, these findings demonstrate the presence of cir-
culating pro-inflammatory cytokines in the majority of patients
with CIU, as well as altered cytokine production by T cells, par-
ticularly in patients with a positive ASST response.

3.3. Spontaneous cytokines mRNA expression in PBMC
from CIU patients

To verify the steady-state levels of cytokine mRMAs, unstimu-
lated PBMC were evaluated by Real Time PCR, as shown in Fig. 4.
Spontaneous mRMA expression of IFN-v, IL-4, TNF-a, as well as
IL-2 and IL-6 (data not shown) were found at similar levels in
both patients with CIU and controls. We did not observe
differential expression of these cytokines among patients
according to the ASST response. Unexpectedly, IL-10 mRMA
expression levels were significantly decreased in patients with
CIU, due tothe negative ASST patients, compared to both the HC
group and ASST positive patients.

4, Discussion

The inflammatory etiopathogenesis of CIU was characterized
in this study by increased circulating levels of pro-inflamma-
tory cytokines, such as IL-1p, IL-12p70, TNF-o and IL-6.

Systemic circulation of cytokines may reflect preduction
by many cell types, and is likely produced mainly at the site
of inflammation, therefore it is rarely measurable in healthy
individuals. Contrary to healthy individuals, more than 90%
of the patients with CIU had detectable levels of TFM-a IL-6,
and IL1-p, and 84% for IL-12p70. These results also
demonstrate that the use of sensitive multiplex bead-based
flow cytometry assay for circulating cytokines may be useful
in the diagnosis/prognosis of diseases with basis in immune
function disorder. The data further reinforces a possible role
for inflammatory cytokines in idiopathic urticaria, which
represents the majority of chronic urticaria patients [1,2].
However, it has been showed that the TNF-« levels are not
altered in blood of patients with CIU [26]. One reason for the
circulating THF-« levels found in our study is probably the
use of cytometric bead array system for measuring serum
cytokine concentrations.

The typical inflammatory cytokines, such as TNF-c, IL-1p,
and IL-6, as well as IL-12p70 detected in the sera of CIU
patients may be implicated as factor(s) contributing to the skin
lesions seen in CIU, as well as to influencing the behavior and
properties of immune and other cells. In a previous report, we
showed that peripheral blood basophils of CIU patients have an
activated status ex vivo, displaying up-regulation of degranu-
lation/activation surface markers together with IL-3-induced
hyperresponsiveness for anti-IgE cross-linking histamine
release [22]. This emphasizes that, besides the possibility of
an intrinsic basophil defect, some circulating factors may favor
the maintenance of activated basophils in the peripheral
blood. Circulating cytokines, such as IL-18, have been sug-
gested to be histamine-releasing factors, since IL-18 has been

found at high levels in CIU patients with positive ASST in
parallel with clinical severity scores [15].

With regard of cytokine secretion induced by T-cell
stimulation, we observed that IL-2, an essential cytokine
for T-cell activation, was increased in CIU patients, despite
the observation of a normal polyclonal T-cell proliferative
response. It has been described in CIU, a disturbance in the
pZ1Ras pathway in lymphocytes [27], which proto-oncogene
is involved in T-cell receptor activation, as well as in IL-2
receptor signaling [28]. Also they showed that patients
retained a normal in vitro proliferative response to T-cell
mitogen [27]. Although we found an activated T-cell profile
in CIU patients, this did not seem to interfere with the in
vitro T-cell mitogen proliferative response. Nevertheless, we
found that patients positive for ASST had an increased B-cell
responsiveness toward pokeweed mitogen, indicating that B-
cell polyclonal activation is further enhanced when requiring
T-cell activation and/or cytokine production. However, we
did not performed in vitro assays for histamine-releasing
factors. It should be an important parameter for chronic
autoimmune urticaria, since ASSTs and in vitro histamine-
release assays seem to look into distinct aspects of the
disease, and the specificity of ASST has been questioned
[29].

Altered production of the IL-10 was observed in CIU at 3
levels: 1) in the circulation, 2) spontaneous mRNA expression,
and 3) protein secreted upon T-cell stimulus. A small
percentage of CIU patients with negative ASST exhibited
increased IL-10 serum levels, probably produced by macro-
phages or keratinocytes, other than T cells, B cells, or
monocytes, since, in the steady-state condition, peripheral
menonuclear cells from these patients have shown down-
modulation of IL-10 mRNA levels. However, unsorted periph-
eral mononuclear cells do not determine which cell popula-
tion was responsible for the decreased IL-10 expression,
allowing only verification of the peripheral immune status.

Moreover, patients with positive ASST displayed increased
IL-10 secretion upon T-cell stimulus. In CIU, high levels of IL-
10 were previously shown to be induced by mitogen,
accompanied by decreased IFM-, in patients with or without
positive response to ASST [17]. Our findings indicate that
alteration of IL-10 secretion is not related with modulation of
IFM-~ expression or secretion. Indeed, dysregulation of IL-10,
occurred to different degrees according to the ASST response
of CIU patients. IL-10is well known to down-regulate specific
effector function in monocytes, dendritic cells, natural killer
cells, B cells, Th1 cells, and PMNs [30-32], which may result
in diminished production of pro-inflammatory cytokines and
chemokines. Moreover, IL-10 may exert potent immune stim-
ulatory properties, as a cofactor for B-cell survival,
proliferation, differentiation, and Ig secretion, as well as
inducing the proliferation of CD8 T+ cell cytotoxic activity
and enhancing T-cell responsiveness to IL-2 [33]. The
increased IL-10 levels detected in patients presenting CIU,
who were ASST positive, could be a consequence of an
increase in systemic inflammatory cytokines, such as TNF -«
and IL-12. This observation was supported by the positive
correlation between IL-10 and TNF-c, IL-1p, IL-12 verified
only in CIU patients, but not in healthy individuals. These
pro-inflammatory cytokines may lead to an up-regulation of
IL-10 expression, as observed in certain inflammatory
disorders [34,35].
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Interestingly, our results highlight the inflammatory
profile found in CIU patients with a positive skin test,
demonstrating enhanced IL-17 secretion levels induced by
T-cell stimulus. IL-17 is known to possess broad inflamma-
tory function; it induces expression of many innate in-
flammatory mediators, including IL-6, acute phase proteins,
G-CSF, and prostaglandin EZ [36], and may synergize with
TNF-a.. The specific lineage of CD4* T cells that secrete IL-17
(T helper 17, Th17), has emerged though mounting evidence
to play a central role in inflammation and autoimmunity
[18,19]. Furthermore, in humans, Th17 cells require T-cell
receptor ligation by cell—cell contact with Toll-like receptor-
activated monocytes [37], and unlike IFN-v, IL-17 expression
is not down-regulated by the presence of FOXP3" regulatory
CD4" T cells [37]. Of note, patients with CIU and ASST
positivity, show a similar pattern of IL-10 and IL-17 secretion
upon T-cell stimulus, in parallel toincreased circulating levels
of TNF-a, IL-1p and IL-6. These pro-inflammatory cytokines,
in turn, are known to be induced by IL-17, which may
contribute to the inflammatory profile founded in CIU. A
possible role of IL-17 in the pathology of inflammatory skin
disorders, such as psoriasis, contact hypersensitivity and
atopic dermatitis has been described, which indicates that
IL-17 is an important mediator of tissue inflammation [38]. In
chronic idiopathic urticaria, it might be relevant to verify
whether Th17 cells are involved in its pathogenesis and the
extent of their involvement.

Altogether the findings of this report support the concept
of immunologic dysregulation in CIU, reflected by the
systemic inflammatory profile in association with a dis-
turbance of T-cell induced cytokine production. The common
immunological feature in CIU was the presence of circulating
pro-inflammatory cytokines, which were found in the
majority of patients regardless of their ASST status. Others
observed immunological features were primarily related to
patients with positive ASST, including enhanced B-cell
proliferative response, and increased IL-17 and IL-10 secre-
tion levels, together with impaired IL-4 secretion. Under-
standing the mechanism through which the signals from
regulatory T cells and/or IL-10 are integrated to influence
the generation of the pro-inflammatory effects of IL-17 and
other typical pro-inflammatory cytokines will be critical
knowledge for the comprehension of the inflammatory
etiopathogenesis in chronic idiopathic urticaria.
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