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RESUMO




RESUMO

SANTOS VG. Avaliagéao fenotipica e funcional de células dendriticas inflamatorias
na dermatite atopica do adulto [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2015. 80p.

Introducéo: A dermatite atopica (DA) € uma enfermidade cutanea inflamatoria de
carater cronico, na qual o prurido € constante, e com marcada xerose. Dermatose
gue geralmente se inicia na infancia, e pode surgir em individuos com histéria
pessoal ou familiar de asma, rinite alérgica e/ou DA. A pele com DA apresenta
colonizagdo por Staphylococcus aureus (S. aureus) em 80-100% dos casos,
sendo responsavel pela producdo enterotoxinas, capazes de exacerbar a resposta
inflamatoria na DA. Nesta enfermidade, existem distintos subtipos de células
apresentadoras de antigeno ou dendriticas (DC), tanto na pele quanto circulantes.
As DC exercem papel relevante na inflamacdo da DA, em especial um subgrupo
de células dendriticas mieloides (mDC), as chamadas células dendriticas
inflamatorias epidérmicas (IDEC). Objetivo: Avaliar o fenétipo e a funcdo das
mDC (IDEC-like) em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) na DA
do adulto. Métodos: Foram selecionados 21 pacientes com DA (idades entrel8 e
65 anos, sendo 13 homens e oito mulheres) e 21 controles (idades entre 21 e 41
anos, sendo oito homens e 13 mulheres), nos quais foram realizadas as
avaliagOes fenotipica e funcional das mDC (IDEC-like) em PBMC. Para tal, foram
analisadas as expressodes de: FceRI, TNF, IFN-y, IL-10, CD36 e CD83 nas mDC,
estimuladas com enterotoxina estafilococica B (SEB), agonistas de TLR2
(Pam3CSK4), TLR4 (LPS) e de TLR7/8 (CL097) através da citometria de fluxo.
Resultados: Os principais achados nos pacientes com DA foram: aumento da
frequéncia de células IDEC-like frente ao estimulo com agonista de TLR2
(Pam3CSK4); aumento da frequéncia de IFN-y em condicdo ndo estimulada, e de
IL-10 frente a estimulo com agonista de TLR7/8 (CL097) nesta populagdo de
células dendriticas. Conclusado: A caracterizacdo das mDC circulantes na DA
evidencia perfil pré-inflamatério em condicdo ndo estimulada, impactando na
resposta imune adaptativa. O aumento significativo na frequéncia de células IDEC-
like nos pacientes com DA sugere sua participacdo na perpetuacdo do processo
inflamatorio da DA.

Descritores: Dermatite atopica; células dendriticas; receptores Toll-like;
dermatopatias; fenétipo; citometria de fluxo.
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ABSTRACT

SANTOS VG. Phenotypical and functional evaluation of inflammatory dendritic
cells in atopic dermatitis of adults [Dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2015.

Introduction: Atopic dermatitis (AD) is an inflammatory skin disease with a chronic
course, with constant pruritus and marked xerosis. It usually starts during
childhood, and a personal or familial history of skin and/or respiratory allergy may
be present. Around 80-100% of the patients show a cutaneous colonization of
Staphylococcus aureus (S. aureus), which produces enterotoxins that may
exacerbate the inflammatory response in AD. In this disease, there are distinct
subtypes of antigen-presenting cells or dendrytic cells (DC), either circulating or
present in the affected tissue. DC exert a relevant role in AD inflammation,
especially a subgroup of myeloid cells (mDC), known as epidermal inflammmatory
dendritic cells (IDEC). Objective: To evaluate the phenotype and function of mDC
(IDEC-like) in mononuclear cells of the peripheral blood (PBMC) of adults with AD.
Methods: Twenty-one adults with AD (age 18/65; male/female: 13/8) and 21
healthy controls (age 21/41; male/female: 8/13) were selected for the current study.
Phenotypical and functional analysis of mDC (IDEC-like) of PBMC were performed,
through the expression of FceRI ,TNF, IFN-y, IL-10, CD36 and CD83 in mDC,
stimulated with enterotoxin B (SEB) and with agonists of TLR2 (Pam3CSK4), TLR4
(LPS) and TLR7/8 (CL097) by flow cytometry. Results: Main findings of AD
patients included: elevation of IDEC-like cell frequency with TLR2 (Pam3CSK4)
agonist, augmented unstimulated frequency of IFN-y, and of IL-10 with
TLR7/8(CL097) agonist of this population of dendritic cells. Conclusion:
Characterization of circulating mDC on AD shows proinflammatory profile in
unstimulated conditions, therefore causing impact on the adaptive immune
response. The significant increase in the frequency of IDEC-like cells in AD
patients suggest a role in the maintenance of inflammation in AD.

Keywords: Atopic dermatitis, Dendritic cells, toll-like receptors;skin diseases;
phenotype; flow cytometry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dermatite atopica

Dermatite atdpica (DA) € uma enfermidade cutanea inflamatoria de carater
cronico, recidivante, na qual o prurido e a xerose sdo frequentes. E uma
dermatose que geralmente se inicia na infancia, e pode surgir em doentes com

historia familiar de asma, rinite alérgica e/ou dermatite atépica (1).

A principal caracteristica da DA é o prurido intenso, associado a hiper-
reatividade cutanea para varios estimulos ambientais que incluem: a exposicéo a
alimentos e alérgenos inalantes, mudanca ambiental (poluicdo, umidade, entre
outros fatores) e o estresse (2). Existem também alteracdes da funcao da barreira
cutinea e do sistema imune, além de infeccbes, principalmente por

Staphylococcus aureus (S. aureus) (3).

A DA inicia-se em geral durante a infancia, mas pode persistir até a vida
adulta em até 40% dos doentes. A sua prevaléncia é de aproximadamente 15 a

30% em criancas, e de 1 a 3% em adultos (4).

Elevados niveis séricos de imunoglobulinas da classe E (IgE) surgem em
55 a 90% dos individuos com DA e representam a forma extrinseca ou alérgica da
doenca, e nestes casos, a hiper-reatividade em testes cutaneos contra antigenos
pode ser detectada. Nesta forma, ocorre ainda o aumento citocinas do padrao

Th2, como interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13, de eosindfilos e da proteina catibnica



do eosindfilo (ECP) no soro (5). Em contrapartida, a forma ndo alérgica e nédo
associada ao aumento de IgE sérica € denominada forma intrinseca ou né&o
atopica (10 a 45% dos doentes); € possivel que nesta forma, os doentes
apresentem IgE ou células T autorreativas para antigenos microbianos néo

rotineiramente avaliados (2).

1.2 Resposta imune na DA

1.2.1 Barreira Cutanea, Imunidade Inata e DA

A barreira cutanea (BC) representa o primeiro obstaculo contra as
agressfes do meio externo, e é representada pelo estrato corneo (EC). O EC
consiste ndo apenas em barreira fisica, como também representa estrutura
metabolicamente ativa, interagindo com as camadas subjacentes da epiderme. Na
DA, as alteracbes na BC se traduzem por: perda de agua transepidérmica
(transepidermal water loss ou TEWL), defeitos no metabolismo da pro-filagrina,
uma das proteinas essenciais do EC, reducdo de ceramidas (1 e 3), menor
expressdo de claudina 1 (localizada nas tight junctions) e consequente

predisposicao as infeccdes e inflamacao (6).

Com relacdo a imunidade inata, sabe-se que os queratindcitos e as células
apresentadoras de antigenos (APC) na pele expressam receptores de

reconhecimento de padrdo molecular associados a patdgenos, os toll-like



receptors (TLR). Quando estimulados por microrganismos ou injdrias teciduais,
estes receptores induzem a liberagdo de peptideos antimicrobianos, citocinas e
guimiocinas. Dentre eles, destacamos trés peptideos antimicrobianos humanos: -
defensinas 2 e 3 e catelicidina (LL-37). A B-defensina 2 é efetiva no combate a
microrganismos gram-negativos como Escherichia coli, Pseudomas aeruginosa e
leveduras. A B-defensina 3 e a LL-37 apresentam atividade mais potente e de

amplo-espectro sendo eficazes contra microrganismos gram-negativos e positivos

(7).

A liberacdo dos peptideos antimicrobianos aumenta a forca das tight
junctions e reforca a defesa contra a penetracdo dos microrganismos. Individuos
com DA apresentam reducdo da funcdo dos TLR e falha nesse processo de
protecdo, bem como nos peptideos antimicrobianos, promovendo uma

predisposicdo maior as infeccfes cutaneas, principalmente pela bactéria S. aureus

8).

1.2.2 Imunidade Adaptativa

Na imunidade adaptativa, durante a fase aguda da DA, ocorre um aumento
da producéo de citocinas do padrdo Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) e citocinas do padréao
Th22, principalmente IL-22. Estas citocinas reduzem a diferenciacédo de células da
epiderme e podem contribuir para a redugdo de filagrina, como também de

peptideos antimicrobianos (9).



Na fase crbnica da doencga, ocorre uma inversdo do padréo Th2 para Thl, o
gue resulta em um intenso infitrado de células dendriticas inflamatorias
epidérmicas (IDEC), macréfagos e eosindfilos, como também, a producao de IL-12
por esses tipos celulares, gerando um aumento da producéo de interferon-gama
(IFN-y), o qual é capaz de induzir a apoptose em queratinécitos (Figura 1) (2).
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Figura 1: llustracdo esquematica da fase inicial e progressédo para fase
cronica da DA. Extraido de Gittler et al. (2012) (10). As lesGes de pele de pacientes
com DA apresentam importante infiltrado inflamatorio, que se soma a barreira epidérmica
defeituosa. Defeitos de barreira levam a entrada de antigenos, processados por células
de Langerhans (epiderme) e por células dendriticas (derme), induzindo a ativacdo imune
e recrutamento de células inflamatérias. Na fase aguda da DA, ocorre ativagcao importante
do perfil Th2 e Th22, com menor participacdo do eixo Thl e Thl7. A producédo de
citocinas IL-4 e IL-13, e quimiocinas (CCL17,18, e 19, e CXCL9, 10 e 11) por LT e DC
induzem a ativagao e recrutamento de células imunes adicionais. Ressalta-se, ainda na
fase aguda a producdo elevada de IL31, mediador importante do prurido na DA. A
ativagao progressiva da resposta inflamatoria de perfil Thl, e progressdo da ativacdo do



eixo Th2 e Th22 é caracteristica da fase cronica da DA. A producdo de citocinas,
especialmente de IL22, impacta nas proteinas de diferenciacao terminal.

A subpopulacéo de células T CD4" secretoras de IL-17 (Th17) também esta
presente tanto na fase aguda, quanto na fase crbnica da doenca. Estas células
estdo envolvidas na protecao contra patdgenos bacterianos, como também podem
ser cruciais na patogénese de varias doencas cutaneas inflamatorias crénicas

(11).

A DA é uma dermatose inflamatérias com perfil de resposta celular de
padrdo Thl /Th2. Recentemente, foram descritos novos subtipos celulares, como

0 Th17, produtores de IL-17 e IL-22 (12).

A IL-22 por sua vez, esta envolvida na modulacdo da resposta cutdnea
inflamatéria, induzindo a proliferacio de queratindcitos e hiperplasia epidérmica. E
capaz ainda de inibir a diferenciacdo terminal de queratinécitos e promover a
producdo de proteinas antimicrobianas. E também citada a producido de IL-22
pelas células Th22, de forma independente de IL-17 e IFN-y; e possuem papel
relevante na homeostase da pele e patogénese de dermatoses inflamatorias (13).
Estas células expressam concomitantemente CCR6 e receptores de homing para

pele CCR4 e CCR10, produzindo niveis elevados de IL-22 (14).



1.2.3 Células dendriticas e DA

As células dendriticas (DC) fazem parte do grupo das APC, e, juntamente
com os macréfagos e as células B, sdo capazes de ativar ambas as respostas
imunoldgicas contra patdgenos: a inata e a adaptativa. As DC séo responsaveis
pela fagocitose, processamento e apresentacdo de antigenos as células T (15,

16).

As DC, além de captar e processar 0s antigenos, e apresenta-los as células
T, produzem e secretam citocinas, que por sua vez, levam a ativacdo e
proliferacdo das células T naive, cuja resposta € dependente do microambiente.
Além de induzir a ativacao e proliferacdo de células T naive, elas sdo capazes de
regular as respostas imunes, induzindo a diferenciagdo de células T e sua

polarizacdo (17).

As DC sinalizam as células T, que, dependendo do seu estado de
diferenciacdo ou maturacdo, podem levar a supressdo da resposta das células T
reguladoras. As DC regulam, assim, a imunidade, e estdo posicionadas como
sentinelas na periferia, onde frequentemente entram em contato com antigenos,
migrando rapidamente para os 6érgaos linfoides secundarios, especialmente para
os ganglios linfaticos, onde ocorre o encontro deste antigeno com as células T de

memoria efetora e/ou central (17).

Existem dois subtipos de DC, classificadas de acordo com suas

caracteristicas fenotipicas: as células dendriticas mieloides (mDC) e as células



dendriticas plasmacitoides (pDC). As mDC sdo de origem mieloide, possuem o
fenotipo CD11c’/CD123", secretam, além de IL-12, variedade de citocinas e
guimiocinas em resposta aos patdégenos associados padrdoes moleculares (PAMP);
as pDC, por sua vez, sao de origem linfoide, e possuem o fendtipo

CD123%/CD11c (Figura 2) (18-20).
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Figura 2: Distribuicdo das principais células dendriticas humanas (DC)
no sangue, tecidos epiteliais e linfonodos. Adaptado de Collin et al. (2013) (20).

As mDC tém o papel de iniciar e modular a resposta imunoldgica (21) no
estado imaturo, captar e apresentar antigenos proprios, promovendo, assim,
tolerancia periférica (22). Ha dois subtipos funcionais de mDC: as que apresentam

0 potencial de secretar citocinas do perfil Thl e as que o fazem com relacdo ao



perfil Th2. As mDC Thl (DC1) podem ser geradas por culturas de mondécitos, em
presenca de fator estimulador de crescimento de coldnia de macrofago-granulécito
(GM-GSF) e IL-4, e recebem o nome de células dendriticas derivadas de mondcito
(MoDC); as mDC Th2 (DC2), por sua vez, podem ser geradas por cultivo na

presenca de IL-3 e IL-4 (22, 23).

As mDC imaturas sao recrutadas para o sangue circulante a partir dos
orgaos linfoides periféricos, e apresentam funcdo de processamento antigénico
(21). Nesta fase, as mDC possuem baixa expressdo de moléculas
coestimuladoras como CD40, CD80, CD83 e HLA. Entretanto, ao entrarem em
contato com o antigeno, sofrem modificacbes morfologicas, fenotipicas e
funcionais, tais como um aumento na expressdo de HLA (responséavel por
apresentar o peptideo) no microambiente inflamatério. Estas modificagbes podem
ser desencadeadas através das vias de sinalizacdo de TLR ou via MHC e
moléculas coestimuladoras. Ocorre, entdo, migracdo destas ceélulas em direcao
aos o6rgaos linfoides secundarios, onde apresentam o antigeno para as células T

naive, gerando células T efetoras que iniciam a resposta adaptativa (23, 24).

A funcdo mais importante dos TLR é a inducdo da inflamacdo, maturacéo
de células dendriticas e desenvolvimento de defesa pela ativacdo de células Thl
ou Thl7. Ja foi demonstrado que o defeito nos sinais de TLR2 (Pam3CSK4) e
TLR4 (LPS) pode induzir resposta de perfil Th2, levando ao desencadeamento da

DA (25). Ainda, estudos recentes evidenciam que a funcdo das mDC pode ser



amplificada através da ativacdo de inducdo de TLR7/8 (CL097) das DC imaturas

(21, 26).

Na pele inflamada com DA existem dois tipos de DC: as LC caracteristicas,
gue apresentam granulos de Birbeck, e as células dendriticas inflamatérias
epidérmicas (IDEC), que se caracterizam por serem CD1a", receptor de manose
(MMR) / CD206", CD11c*, HLA-DR", CD36", FceRI"™ IgE*, CD1b/c*+, CD11b",

CD209 / DC-SIGN" e LIN (22, 27, 28).

As IDEC definidas com esta gama de marcadores encontram-se na derme
em lesbes da DA, e sdo denominadas DCs mieloides inflamatérias. Como

expressam FceRI, podem responder a alérgenos especificos (28).

A pele lesionada de pacientes com DA, eczema de contato alérgico ou
psoriase, possuem niveis elevados de DC, particularmente DC expressando
CD11c* e CD1a". As pDC, ao contrario da psoriase, parecem nio ter papel
importante na patogenia da DA, uma vez que estdo ausentes tanto na pele
lesionada, quanto sem lesdo aparente desta doenca (29). Na DA, tanto as LC
guanto as IDEC (mDC que expressam o0 receptor de alta afinidade para IgE
(FceRI) e CD36), parecem ter papel bastante relevante na patogenia da doenca,

levando a uma resposta mediada por IgE (27).

Durante a fase aguda da DA, as LC capturam antigenos, ativam o receptor
de IgE FceRlI, que se torna ativado, levando a secre¢cdo de CCL2/MCP-1, IL-6 e

CXCLS8. Este processo induz ainda atracdo para mondcitos, eosindfilos, e células
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T. Além disso, as CL resultam em uma polarizacdo para o eixo celular tipo Th2 e
producdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. J& na fase subaguda e cronica,
onde ocorre polarizacao para o eixo Thl, ocorre infiltracdo na pele pelas IDEC que

parecem ser responsaveis pela manutencéo da cronicidade da DA (20, 29).

As IDEC tém sido mostradas com a capacidade de se infiltrar na epiderme
em pacientes com DA e com psoriase. Em pacientes com DA, o FceRI € expresso
na superficie das CL e das IDEC, aumentando a eficiéncia de absorcdo de
antigeno através de captura de antigeno dependente de IgE, levando aos

sintomas exacerbados em pacientes com DA (30).

In vitro, as células estimuladas IDEC-like, em ligacdo cruzada com IgE,
produzem CCL3, IL-1, IL-8, MIP-1a, IL -16, e citocinas pro-inflamatérias IL-12p70
e IL-18. Além disso, em contraste com CLs que induzem uma resposta Th2 in
vitro, as células IDEC-like promovem a polarizacdo Thl e producdo de IFN-
y. Assim, o estimulo de DC por estes alérgenos via FceRI pode ser responsavel
pela fase de manutencédo cronica da DA, em que existe um perfil de citocinas Thl
mais pronunciado. As IDEC promovem a endocitose dos antigenos na presenca

de manose, e consequente aumento na expressédo de FceRI (22, 27-29).

1.3 Papel do Staphylococcus aureus na DA

Uma condicdo que merece destaque nos individuos com DA, é a
colonizacéo na pele pelo S. aureus em 80 a 100% dos doentes, o que geralmente

€ correlacionado com o grau de inflamacgéo da pele, em contraste com individuos
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normais que apresentam indices de colonizacdo pela bactéria de 5 a 30%,

principalmente em areas intertriginosas (31).

O mecanismo pelo qual essa bactéria causa exacerbacdo no quadro de DA
€ controverso. Admite-se que ele pode aumentar a sua colonizacdo por injuria
direta na pele (prurido, variacdo do pH da pele), ou pela liberacdo de enterotoxinas
gue funcionam como superantigenos, induzindo a ativacéo policlonal de células T
(32, 33). O modo pelo qual essa bactéria interfere com a producdo de certas

citocinas inflamatérias continua incerto.

A susceptibilidade da pele do atopico a colonizacdo pelo estafilococo
parece estar relacionada a diversos fatores, entre os quais a aderéncia bacteriana.
Adesinas, que consistem em receptores para laminina e fibronectina, estdo
localizados nas paredes bacterianas do S. aureus; na DA, 0s receptores para
fibronectina parecem estar descobertos, facilitando, assim, a aderéncia do
estafilococo. Ainda, defeitos na membrana lipidica da pele do atépico facilitam a
penetracdo bacteriana, permeando os espacos intercelulares. A observacao de
gque o0 S. aureus penetra por entre os espacos intercelulares da epiderme,
sugerem que os lipidios da superficie da pele estdo deteriorados nos pacientes

com DA (34, 35).

O S. aureus é uma bactéria Gram-positiva presente em um terco da
populacdo e podem estar associadas a diversas doencas, que incluem a
intoxicacdo alimentar e a sindrome do choque toxico, ambas causadas por suas

enterotoxinas (7). O S. aureus secreta varias enterotoxinas (A, B, C, dentre
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outras), e a toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1) que podem atuar como
superantigenos, estimulando de forma policlonal linfécitos T e macréfagos, sem a
interferéncia do sistema MHC (complexo principal de histocompatibilidade) (36,
37). O superantigeno interage diretamente com por¢des constantes da cadeia Vf3

do receptor de linfécitos T.

Outro mecanismo de acéo do S. aureus seria a geracao de anticorpos IgE
especificos contra as exotoxinas, ou seja, 0s superantigenos poderiam atuar como
alérgenos, uma vez que 57% dos doentes de DA apresentam IgE dirigida contra
SEA, SEB e TSST-1. Estudos mostram que existe correlacéo entre gravidade da
DA e a presenca de anticorpos IgE contra estes superantigenos, o que pode
significar: 1) que os superantigenos tém um importante papel na patogénese da

DA; 2) que eles sdo também processados como antigenos (38).

7

A toxicidade dos superantigenos bacterianos € mediada por potente
atividade estimuladora da célula T, gerando altos niveis de citocinas, tais como:
TNF (fator de necrose tumoral), IL-1, IL-2, IL-6 e IFN-y. Estas citocinas podem
induzir anergia, inflamacéao, citotoxicidade, delecédo de células T e autoimunidade

(39).

Outros mecanismos do S. aureus envolvidos na resposta inflamatéria da DA
incluem: influéncia sobre as APC e eosindfilos, modulando a resposta de
antigenos de superficie celulares; liberacdo de toxinas (a-toxinas), que levam ao
dano citotoxico em queratindcitos, e estimulam a liberacdo de TNF-a; aumento da

sintese de IgE e expressdo de CD23 in vitro, ocasionados por componentes da
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parede bacteriana, como o &cido teicéico ou peptidoglicanas (34, 40, 41). Na
literatura encontramos relatos onde a enterotoxina tipo B do S. aureus (SEB) é
capaz de induzir a maturacdo das mDC (26). Além da interacdo direta do
patégeno com as DC, as toxinas produzidas por bactérias podem constituir um
fator desencadeante no processo inflamatério, devido a sua capacidade de

atravessar as barreiras fisiologicas da pele (16).
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL:

Avaliar o fenotipo e a funcdo das células dendriticas inflamatérias no

sangue periférico de pacientes adultos com dermatite atdpica.

2.2 ESPECIFICOS:

e Analisar in vitro a ativacdo das células dendriticas mieloides (mDC),
estimuladas com toxina estafilococica B (SEB) e agonistas de TLR2
(Pam3CSK4), TLR4 (LPS), TLR7/8 (CL097), quanto a expressdo de
marcadores de ativagao celular e a secre¢éo de citocinas (TNF, IFN-y e IL-
10);

e Analisar as IDEC-like em sangue periférico, caracterizando seu perfil

fenotipico, através da expressédo de CD36 e FceRlI, e funcional, através da

producao de citocinas (TNF, IFN-y e IL-10).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao dos sujeitos da pesquisa

Foram selecionados 21 pacientes, com DA, do ambulatério especializado
de dermatite atdpica do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP), com
idade entre 18 e 61 anos (média de idade = 32,33), sendo 8 mulheres e 13
homens (Os dados demograficos dos sujeitos da pesquisa estdo sumarizados no
Anexo 3). Todos os individuos participantes da pesquisa, apos lerem e
concordarem com o termo de consentimento livre esclarecido, foram incluidos no
estudo (TCLE CAAE: 08166412.7.0000.0068 e CAPPesg numero online: 9902 -
Anexos 1 e 2).

Foram incluidos 21 controles saudaveis, ndo atépicos, entre 21 e 41 anos
(média de idade = 28,42), dentre eles 13 mulheres e 8 homens (Anexo 3). Foram
excluidos os individuos que ndo preencheram os critérios de inclusdo, ou e

agueles que, a qualgquer momento, solicitaram sua excluséo do estudo.

3.1.1 Critérios de incluséo de pacientes com DA

e Pacientes que preencheram os critérios diagndsticos de Hanifin e
Rajka (42);

e Pacientes com quadro leve, moderado ou grave, com inicio desde a
infancia ou de aparecimento tardio, segundo o escore de gravidade
EASI (Eczema area severity index — Anexo 4) (43);

e Maiores de 18 anos de idade, de ambos 0s sexos.



3.1.2 Critérios de exclusdo de pacientes com DA

¢ Antecedentes pessoais de imunodeficiéncia congénita / adquirida,
e Uso de corticoide sistémico;

e Uso de imunossupressor sistémico;

e Uso de antibiético oral nas ultimas 2 semanas;

¢ Gestantes.

3.2 Obtencao de PBMC do sangue periférico
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As amostras de sangue foram coletadas em tubo heparinizado estéril. O

sangue foi diluido em solugéo fisiologica estéril, volume a volume, em tubo

plastico, e centrifugado em gradiente de concentracdo Ficoll-Hypaque (Amersham

Pharmacia Biotech, NJ, EUA) por 20 minutos a 950g para obten¢cédo da suspensao

de PBMC. Apds duas lavagens em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen,

EUA) suplementado com gentamicina (10ug/mL, Novafarma, SP, Brasil) por 10

minutos a 250g, as células obtidas foram quantificadas em contador automético

(CellDyn 1400, Abbot).

3.3 Caracterizacao fenotipica e funcional das mDC por citometria de fluxo

multiparamétrica

As mDC foram analisadas fenotipicamente através da expressdo das

moléculas de superficie CD11c, HLA-DR, moléculas coestimuladoras CD83, FceRI

e receptor scavenger CD36, sendo os dois ultimos utilizados como marcadores
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IDEC. A excluséo de outras populacdes foi feita com o anticorpo lineage 1 (CD3,
CD14, CD16, CD19, CD56).

Durante o periodo de cultivo foram incubadas 3x10° de células por poco
gue receberam estimulo de SEB (1,0ug/mL), TLR2 (Pam3CSK4 - 2,5ug/mL),
TLR4 (LPS - 2,5ug/mL) e TLR7/8 (CLO97 - 5,0pug/mL), (Sigma, St. Louis, MO,
EUA). Apds 4 horas do inicio do cultivo, foi adicionada (10ug/mL — Sigma) de
Brefeldina A (Inibidora da secrecdo de proteina e da funcdo do complexo de
Golgi), e a placa mantida na estufa a 37° a 5% CO, durante 20 horas (Quadro 1).

Ao final do periodo de cultivo, as células foram coletadas, lavadas duas
vezes com PBS a 4°C, e o bloqueio da fracdo Fc foi feito com imunoglobulina G
humana (10pL/mL - Baxter, Glenview, IL, USA). Em seguida, as células foram
marcadas de acordo com o marcador de viabilidade celular LIVE/DEAD PE-Texas
Red (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), por 30 minutos, a temperatura ambiente. As
células foram entéo tratadas conforme as instru¢des do kit Cytofix / Cytoperm (BD
Bioscience — San Jose, CA, USA) e as marcacoes extracelulares foram realizadas
com anticorpos monoclonais para mDC conjugados com fluorocromos: anti-
lineage-1 (FITC), CD11c (Alexa 700), anti-HLA-DR (Horizon V500), anti-CD83 (PE
Cy-5.5) (BD Bioscience), anti-FceRI (PE), anti-CD36 (APC Cy7) (Biolegend — San
Diego, CA, USA). As marcacdes intracelulares foram realizadas com anticorpos
monoclonais para mDC conjugados com fluorocromos anti-IL-10 (APC), anti-IFN- y
(Horizon V450) e anti-TNF (PE Cy7) (BD Bioscience). O controle da fluorescéncia
(FMO - Fluorescence Minus One) foi realizado para todos os anticorpos do painel,

para avaliar a compensacao e definir os eventos positivos. As células foram
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fixadas com paraformaldeido 1% e foram adquiridos 300.000 eventos no citbmetro
de fluxo LSR Fortessa (BD Biosciences). A andlise dos dados obtidos foi realizada

utilizando o programa FlowJo v10 (Tree Star, Ashland, OR, USA).

Quadro 1: Estimulos utilizados na caracterizacéo fenotipica e funcional das
mDC por citometria de fluxo.

ESTIMULOS CARACTERISTICA RECEPTOR | JUSTIFICATIVA

Colonizacéao de

SEB Superantigeno TCR bactérias devido
Bacteriano MHC a defeito na

barreira cutanea
Colonizacéao de
bactérias devido
a defeito na
barreira cutanea
Colonizacéao de
bactérias devido
a defeito na
barreira cutanea

Pam3CSK4 Bactérias Gram + TLR2

LPS Bactéria Gram - TLR4

Presenca de
infecgdes virais,
como herpes e
outras

CLO097 Fita simples de RNA TLR7/8

3.4 Andlise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica dos dados e construcdo dos
respectivos graficos, foi utilizado o programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney

foram utilizados para comparar dois grupos de dados. A diferenca entre 0os grupos



21

analisados foi considerada estatisticamente significativa, quando o valor de p foi

menor ou igual a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo funcional das mDC através da producdo de citocinas por
citometria de fluxo

A estratégia de analise utilizada para se avaliar a populacdo de mDC, bem
como a producdo de citocinas por estas células, esta demonstrada na Figura 3A.
Em situacdo estimulada, encontramos uma diminuicdo da frequéncia de TNF nas
mDC em PBMC dos pacientes apés estimulo com TLR 7/8 (CL097) nos pacientes
com DA. Observamos, ainda, uma diminuicdo na frequéncia da expressao de IFN-

y apos estimulo com TLR2 (Pam3CSK4) (Figura 3B), e aumento da frequéncia de

IL-10 apos estimulo com TLR4 (LPS) nas mDC em PBMC nos pacientes com DA.
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Figura 3. Frequéncia de TNF, IFN-y e IL-10 nas mDC em PBMC. (A) Estratégia de
andlise para marcacdo de ceélulas dendriticas mieloides e expressdo de citocinas. (B)
Niveis de TNF, IFN-y e IL-10 nas mDC em PBMC em situacdo estimulada (SEB, TLR2,
TLR4 e TLR7/8) pacientes com DA ( @en = 21) comparado aos controles ( © n = 21). Os
*p < 0,05.

tracos representam a mediana dos niveis de citocinas expressos em %.
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Quadro 2: Achados referentes a producéo de citocinas em mDC.

Estimulo Resultado
TLR2 (Pam3CSK4) 4 IFN-y
TLR4 (LPS) TIL-10
TLR 7/8 (CL097) J TNF

4.2 Avaliacdo da expressdo de mDC IFN-y'IL-10" e IFN-y'TNF" em PBMC
por citometria de fluxo

A seguir, avaliamos a dupla expressdo das citocinas analisadas por
citometria de fluxo (estratégia de analise - Figura 4A). Observamos aumento
significativo da frequéncia de mDC IFN-y'IL-10" (PBMC) e de mDC IFN-y'TNF"

nos adultos com DA em condigdo basal (Figura 4B).
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Figura 4: Frequéncia da expressdo de mDC IFN-y*IL-10" e IFN-y'TNF" em PBMC. (A)
Estratégia de analise para marcagdo de células dendriticas mieloides com dupla
expressdo de citocinas intracelulares. (B) Avaliacdo da frequéncia de mDC IFN-y*IL-10" e
IFN-y*'TNF" em condicdo basal e apds estimulos (SEB, TLR2, TLR4 e TLR7/8) nos
pacientes com DA (n = 21) comparado aos controles (n = 21). Os tragos representam a
mediana dos niveis de citocinas expressos em %. *p < 0,05.



27

Quadro 3: Achados referentes a producéao de citocinas em mDC IFN-y'IL-10" e
IFN-y"TNF* (PBMC)

Estimulo Resultado
T IFN-yIL-10"
Basal
T IFN-y* TNF*

4.3 Avaliacdo da expressédo de CD36, FceRl e mDC CD36'FceRI” em PBMC
por citometria de fluxo

Com o intuito de se avaliar o perfil fenotipico das mDC em PBMC nos
pacientes com DA, utilizamos os marcadores CD83 (marcador de maturagéo de
DC), CD36 (scavenger) e FceRl (marcador de alta afinidade para IgE). A
estratégia de analise fenotipica da populacdo de mDC esta demonstrada na
Figura 5A. Observamos aumento significativo da frequéncia na expressao de
FceRI frente ao estimulo com TLR4 (LPS), e tendéncia de aumento da frequéncia
da expressdo de FceRI na condicdo basal e estimulada nas mDC nos atépicos

(Figura 5B).

Na pele de pacientes com DA, existe aumento da expressdo de mDC
CD36'FceRI" (IDEC) (22, 27). Sendo assim, analisamos a expressdo destes
marcadores em mDC (PBMC), e observamos aumento significativo da frequéncia
de mDC CD36"FceRI" (IDEC-like) em pacientes com DA, principalmente apds

estimulo de TLR2 (Pam3CSK4) (Figura 5C).



28

N 250
(A)
sook ]
<‘ 120K =]
9]
v 100K =]
(%]
worcs]
"’3 o Io:‘ |0.. I05 103 o I()3 |0.‘ ‘05
Live/Dead LIN-1 <
N W -
0
a
. el .
w0 9
9 a
= = 9, o 3
Vﬂ:-
]
£
o
.
bo
0
2
o
T
; 100-
B "% &€ o P lem ok B ¢
o o 3
S oo 680-‘930 o o-oz g
PRI b >X1 S L BN
< 601 ° < 60 @ o o—(& <
DR SO B3 I A S I
g 404 o O9%— & o5 —* g 404 °.°"'o'0og 3
3 8o— ege %0° ° o 8 ® . et g
O
4201 9% * % . L & 204 b
3 00 o O 0 o 3 ° 3
S 0 S o B3
Basal SEB TLR7/8 Basal SEB TLR2  TLR4 TLR7/8 Basal SEB TLR2  TLR4 TLR7/8
*
(C) % 1004
O
g
©O 80_
a * o °
(+) —
nq: 60 . P
; 404 --» S °
¥ ) °
3 . b3
o 201 .. o
»
g @ % ® o 0O o @
= o-.—&—&—‘»—é—%—O—.—i
H

Basal SEB TLR2 TLR4 TLR7/8

Figura 5: Frequéncia da expressdo de CD83, CD36 e FceRl e mDC CD36'FceRI" em
PBMC. (A) Estratégia de andlise para marcacao de células dendriticas mieloides com dupla
expressao de citocinas intracelulares. (B) Frequéncia da expressao de CD83, CD36 e FceRI
em situacao basal e ap6s estimulos (SEB, TLR2, TLR4 e TLR7/8) entre pacientes com DA
(n = 21) comparados com o grupo controle (n = 21). (C) Avaliacdo da frequéncia da dupla
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marcacdo CD36'FceRI" (IDEC-like) em condicdo basal e apos os referidos estimulos, nos
pacientes com DA (n = 21) comparado aos controles (n = 21). Os tracos representam a

mediana da secrecdo dos marcadores supracitados expressos em %. *p < 0,05.

Quadro 4: Expresséo de CD83, CD36, FceRI e de mDCsCD36 FceRlI".

Estimulo

Resultado

TLR4 (LPS)

TFceRI

TLR2 (Pam3CSK4)

TCD36FceRI*

4.4 Avaliacdo funcional das mDC CD36'FceRI" em PBMC (IDEC-like)

atraveés da producdo de citocinas por citometria de fluxo

Realizamos a seguir uma avaliacdo funcional das mDC CD36", FceRI" e

CD36'FceRI" (IDEC-like) através da producdo das citocinas IFN-y, IL-10 e TNF. A

estratégia de analise para se chegar a populacdo IDEC-like, com a expressao das

referidas citocinas, esta demonstrada na Figura 6A.

Observamos uma tendéncia de aumento da frequéncia de expressdo de

IFN-y, IL-10 e TNF nas mDC CD36° em PBMC nos pacientes com DA, em

situacéo basal ou estimulada (Figura 6B). Quando avaliamos as mDC FceRI*, n&o

encontramos nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados com

relacdo a expressdo de IFN-y, observamos um aumento da frequéncia de IL-10,

principalmente apos estimulo com TLR7/8 (CL097) e, aumento da expressao de

TNF apoés estimulo com TLR2 nos pacientes com DA (Figura 6C).
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Ao analisarmos a produc&o destas citocinas em mDC CD36"FceRI* (IDEC-

like), verificamos um aumento significativo dos niveis de IFN-y em condicéo basal.

Em condicdo estimulada, houve uma

inversdo deste perfil,

porém sem

significancia estatistica. Com relacdo a IL-10, observamos um aumento da

frequéncia de sua expressdo nas IDEC-like apos estimulo com TLR7/8 (CL097).

by

N&o encontramos nenhuma diferenca significativa quanto a expressao de TNF

entre os grupos estudados (Figura 6D).
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Figura 6. Frequéncia de IFN-y, IL-10 e TNF em mDC CD36"+, FceRI'e IDEC-like (A)
Estratégia de andlise para avaliacdo de IDEC-like e expresséo de citocinas. (B) Niveis de
IFN-y, IL-10 e TNF nas mDC CD36" em PBMC em condicdo basal e ap6s estimulos
(SEB, TLR2, TLR4 e TLR7/8) em pacientes com DA (n = 21) comparados aos controles (n
(C) Niveis de IFN-y, IL-10 e TNF nas mDC FceRI" em PBMC em condi¢éo basal e
apos os referidos estimulos em pacientes com DA (n = 21) comparados aos controles (n =
21). (D) Niveis de IFN-y, IL-10 e TNF nas IDEC-like em situacdo basal e apds os referidos
estimulos em pacientes com DA (n = 21) comparados aos controles (n = 21). Os tragos
representam a mediana dos niveis de citocinas expressos em %. *p < 0,05.
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Quadro 5: Achados referentes a producdo de citocinas em mDC CD36",
FceRI" e IDEC-like.

Estimulo Tipo celular Resultado
TLR7/8 (CLO97) FceRI* TIL-10
TLR2 (LPS) FceRI* TTNF
Basal CD36"FceRI" TIFN-y
TLR7/8 (CL097) CD36"FceRI" TIL-10

N&o encontramos correlacdo entre gravidade da DA e a frequéncia da
expressao das citocinas nos tipos celulares estudados.
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5. DISCUSSAO

Na dermatite atopica, as células apresentadoras de antigenos IDEC,
pertencentes ao grupo das mDC, e que expressam receptores de trombospondina
(CD36") e receptores de alta afinidade por IgE (FceRI"), participam de forma
relevante na patogenia da doenca, especialmente na resposta mediada por IgE
(27). O presente estudo visou avaliar o perfil fenotipico e funcional destas células
apresentadoras de antigenos nos pacientes com DA, através da producdo de
citocinas proé-inflamatorias, dentre elas IL-10, IFN-y e TNF, frente a estimulos de

receptores Toll-like.

Estudos realizados em dermatoses inflamatorias (psoriase) apontam
possivel papel pré-inflamatério das células dendriticas. As mDC encontradas na
pele psoriatica apresentam baixa frequéncia de IFN-y e aumento na frequéncia de
IL-10. Na DA, a semelhanca da psoriase, ocorre ativacao cronica de células T,
onde a diferenciacéo celular depende da presenca de DC maduras e inflamatérias
(44). A analise de MoDC (células dendriticas geradas a partir de cultura de
monadcitos in vitro) na DA evidencia baixa frequéncia de IFN-y, indicando
predominéncia do perfil Th2, e consequente diminuicdo do perfil Thl (45). Com
relacdo ao TNF-a, ha relatos do aumento da sua frequéncia em situacao basal e
frente ao estimulo SEB, em mDC de PBMC de pacientes na fase crénica de DA.
As mDC néo estimuladas apresentam polarizagéo das citocinas para o perfil Thil,
tanto em individuos atdpicos quanto ndo-atopicos; apds estimulo com SEB, ocorre

polarizacdo para o perfil Th22 (46).
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Estudos envolvendo diferentes tipos celulares (mondcitos, macréfagos, e
mDC), com os TLR demonstram que, disfuncbes do TLR2 podem levar ao
aumento de suscetibilidade a infeccbes microbianas e HSV (herpes simples),
favorecendo a progressao da DA (48). A disfuncdo de TLR4, por sua vez, esta
associada a suscetibilidade a infeccbes por bactérias Gram negativas e

progressao rapida de septicemia em pacientes imunodeprimidos (47).

No intuito de se caracterizar o perfil funcional das mDC na DA sob
influéncia dos TLR (TLR2, TLR4, TLR7/8) e enterotoxina estafilococica (SEB),
realizamos avaliacdo da producgéo de IFN-y, TNF e IL-10 por citometria de fluxo.
Nos pacientes com DA, obtivemos evidente reducdo da frequéncia de citocinas
pro-inflamatorias, como IFN-y e TNF, frente a estimulos de TLR2 (Pam3CSK4) e
TLR7/8 (CL097) respectivamente. Verificamos, ainda, aumento de IL-10 frente a
estimulo de TLR4 (LPS) nos pacientes com DA, sugerindo modificacdo do perfil

pro-inflamatorio, sob influéncia dos TLR analisados (TLR2, TLR4 e TLR7/8).

Uma vez encontrada diminuicdo da frequéncia de IFN-y e TNF e aumento
de IL-10 frente ao estimulo com TLR nas mDC monofuncionais, decidimos avaliar
o potencial imunomodulador destas citocinas, através da avaliacdo da dupla
expresséo de IFN-y com IL-10 e/ou TNF. Detectamos aumento da frequéncia da
coexpressdo de IFN-y’IL-10" nas mDC no sangue periférico de pacientes com DA
em situacao basal, indicando possivel disfuncéo da IL-10 no processo inflamatério.
Acreditamos que o aumento da frequéncia de IL-10 caracterize o perfil

tolerogénico destas células dendriticas, contribuindo assim, com a perpetuacao do



36

processo inflamatério na DA. Nao existem relatos na literatura sobre mDC

tolerogénicas na DA.

Observamos ainda, aumento na frequéncia da coexpresséo de IFN-y"TNF"
nas mDC em situacdo basal, indicando manutencéo do perfil pro-inflamatério nos

pacientes com DA.

Na DA existem dois tipos principais de mDC: as células de Langerhans e
células dendriticas epidérmicas inflamatorias (IDEC). Na pele lesada dos
pacientes com DA, as mDC séo caracterizadas pela expressdo aumentada de
uma gama de marcadores celulares, especialmente o FceRI (22, 27, 28). Apos
andlise funcional das mDC nos adultos com DA, realizamos avaliagdo destas mDC
em PBMC, utilizando-se dos marcadores de superficie CD83, CD36 e FceRI.

Importante destacar que ha escassez de estudos em DA com mDC em PBMC.

Com relagdo aos dados de literatura relacionados as mDC na pele com DA,
ha relatos de aumento da expressédo de FceRI em condi¢do basal apés testes de
contato com alérgenos, situacdo esta reversivel apés 24-72h (48). Outro estudo
em DA, utilizando pele e MoDC, revela aumento na frequéncia de FceRIl em
situacdo basal, sugerindo cross-talk entre LC, IDEC e LT, com liberacdo de

guimiocinas e skin homing de DC e de LT, e progresséo da inflamacé&o (49).

Ainda, existem evidéncias indicando cross-talk entre TLR e FceRI, relatando
acdo sinérgica dos mesmos, onde se observa que o TLR4 é relevante na

producdo de IL-4, IL-8 e IL-13 em doencas inflamatérias (47). Estudos em
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mondcitos do sangue periférico de pacientes com DA mostram diminuicdo na
producdo de citocinas pro-inflamatorias, e aumento da expressdo de células

FceRI" mediadas por TLR2 (50).

Em nossa andlise, encontramos aumento da frequéncia da expressao de
FceRI™ frente a estimulo de TLR4 em mDC de PBMC nos pacientes com DA,
corroborando os dados da literatura supracitados (50). Encontramos, ainda, nestes
mesmos doentes, aumento da frequéncia da expressdo de células mDC
CD36"FceRI" (IDEC-like), em condi¢do ex vivo, apds estimulo com TLR2. O
aumento da frequéncia da expressdo das IDEC-like circulantes sugere

recrutamento das mesmas para os sitios inflamatoérios cutaneos (skin homing).

Apés caracterizacdo do perfil fenotipico das IDEC-like, avaliamos o perfil
funcional destas células, através da andlise da producdo de IFN-y, IL-10 e TNF.
Estudos recentes relatam a importancia do FceRI na inducdo do fenbmeno de
tolerancia alérgeno-especifica. Dentre eles, destacamos a ativacdo de mondcitos e
MoDC que expressam FceRI, na DA, levando ao aumento da producgao de IL-10

(51).

Alguns autores, utilizando células dendriticas inflamatorias epidérmicas
derivadas de mondcito (IDEC-DC), demonstram producdo aumentada de IL-12 e
IL-18 in vitro, quando ativadas via receptor FceRIl. Estas IDEC-DC induzem
diferenciacdo das células T naive, levando a producédo de IFN-y, e polarizacdo da

resposta imune Th2 para resposta do tipo Thl in vivo. Ainda, o cross-talk entre CL,
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IDEC, células T, e outros tipos celulares em lesGes de pele nas dermatoses
eczematosas, através da libertacdo de quimiocinas, pode contribuir para o
recrutamento de mais precursores de DC e de células T, promovendo, o circulo

vicioso da reacgdo inflamatoria (49).

Nossos resultados demonstraram que, em situacdo basal, as IDEC-like em
PBMC apresentaram aumento na frequéncia de IFN-y, evidenciando, assim, o
perfil pré-inflamatorio destas células. Em condicdo estimulada, houve uma
inversdo deste perfil, mesmo que sem significancia estatistica, sugerindo possivel
tentativa de modulacdo do processo inflamatério. ApdOs estimulo com agonista
TLR7/8, houve aumento na frequéncia de IL-10, sugerindo perfil tolerogénico
destas IDEC-like. Estudos indicam que, o TLR7/8, por seu papel protetor em
respostas alérgicas, pode representar futuro alvo terapéutico (50), reforcando a

relevancia da imunomodulagéo.

Portanto, os dados apresentados indicam participacdo das mDC e das
IDEC-like na regulacdo do processo inflamatério da DA, sugerindo papel
tolerogénico das mesmas, especialmente sob estimulo de TLR4 e TLR7/8.
Interessante ressaltar, que, apesar de sua influéncia sobre linfécitos T na DA (52),
as enterotoxinas estafilocdcicas ndo mostraram papel relevante na modulacao da
resposta inflamatéria nas IDEC-like desta enfermidade. Assim, o presente estudo
corrobora a relevancia das células IDEC-like na perpetuacdo do processo

inflamatorio na DA durante o processo de skin homing.
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6. CONCLUSAO

As mDC circulantes na DA apresentaram perfil imunomodulador
influenciado por TLR, evidenciado pela diminuicdo da frequéncia na
expressdo de IFN-ye TNF, frente a estimulos com TLR2
(Pam3CSK4) e TLR7/8 (CL097), e pelo aumento de IL-10 frente a

estimulo de TLR4 (LPS).

A andlise fenotipica das IDEC-like, através da expressédo de CD36 e
FceRI, indicou aumento da frequéncia destas células em PBMC,
sugerindo recrutamento das mesmas para os sitios inflamatérios

cutaneos (skin homing) na DA.

O aumento da frequéncia na expressédo de IL-10 pelas IDEC-like
frente ao estimulo TLR7/8 (CL097), sugerindo papel tolerogénico

destas células.
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7. ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacdo da comissdo de ética para andlise de projetos
pesquisa (CAPPesq).

=
Hospital das Clinicas da FMUSP
Lb Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: AVALIACAD DE CELULAS DENDRITICAS INFLAMATORIAS NA DERMATITE ATOPICA DO
ADULTO.

Pesquisador Responsavel: Valéna Ao - Versio: 3

Pesquisador Executante: Vanessa Gongalves Dos Santos CAAE: 08166412, 7.0000.0068
Co-autores: Dra, Maria Notomi Sato, Dra. Raguel LeSo Ortali, Tiago de Oliveira Titz
Finalldade Académica Mestrade

Instituigho: HCFMUSP

Departamento: DERMATOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Registro on-line: 9502
Nimero do Parecer: 164.106
Data da Relatoria: 05/12/2012

Apresentacio do Projeto: Avakar sorologicamente pacientes portadores de Dermatite a16pica
atendidos no ambutatdrio de dermatologia do HOFMUSP

Objetivo da Pesquisa: Avallar o fenotipo & o furcionamento das oflulas dendnitcas na
dermatite atopica, as quais podem ter um papel importante na resposta inicial da doenga, e
sus correlagio com a gravidade da doenga, Serdo avalladas 15 pacientes & 20 controdes

Avaliagio dos Riscos @ Benefidos: ndo ha riscos emvalvidos, a nBo ser o inerente & coltweita de
sangue

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa: N30 apresenta questionamentos ce natureza
dtica.

ConsideragBes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria; Os  pesguisadores
providencaram os esclarecimentos solkitados,

Recomendagbes: Aprovacio .

ConclusBes ou Pendincias e Lista de Inadequagdes: Aprovado sem pendéncias
SituagSo do Parecer: Aprovado
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Consideracies Finais a critério do CEP: Aprovada

Sdo Paulo, 12 de Oezembro de 2012
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Vice-Coordenador
Comissio de Etica para Andlise do
Projetos de Pesquisa - CAPPesy

Rus Dr, Ovidio Pires ce Campos, 225 - Prédio da Mm-nls:ra;bo 52 andar
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L NOME: Lo e ettt

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ...ccoiiiiiiiiiiieie e, sexo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ [ [.....

ENDEREQGO ..ooiiiiiiiiiiiiiee et NO e APTO: .
BAIRRO: oo CIDADE ..ot
CEP: e, TELEFONE: DDD (............ )

2. RESPONSAVEL LEGAL ...ocuvuvititeeieteteeeetete e ete e e ettt e teteas et tessstetesessetess et atesestatessssstesessatestesssseseseseesens
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrAdOr €1C.) .....cccuuiieeiiiiiiiie e e seiiiiie e s s eiirie e e e e e sirae e e e e sesiaee e s e e snsneneeas

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :..........cooiiiiiiiiiiiie, SExXO: MO FOI

DATA NASCIMENTO.: ....../...c..].....

ENDEREGO: ..o NO o, V=3 (o
BAIRRO: ..o (1] Y o) =S
(o1 = = TELEFONE: DDD (............ Yottt

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Avaliagdo de células dendriticas inflamatérias na dermatite atépica do

adulto”.

PESQUISADOR: Dra. Valéria Aoki

CARGO/FUNCAO: Professor Doutor INSCRICAO CONSELHO REGIONAL
60080

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 - Desenho do estudo e objetivo(s): O estudo tem o objetivo entender melhor a doenca de pele
chamada dermatite atopica, que causa coceira, descamacéo e vermelhidao levando a um
desconforto por um longo periodo. Essas informacgdes estdo sendo fornecidas para sua participacéo
voluntéria neste estudo, que ird analisar tipos de células brancas do sangue periférico de pacientes
do ambulatério de dermatite atopica do Hospital das Clinicas e individuos ndo portadores da doenca
(grupo controle) do Laboratério de Investigagdo Médica unidade 56 da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo;

2 — Descrigao dos procedimentos que serdo realizados: Seréo realizados exames laboratoriais,
nao rotineiros, para estudar os fatores de defesa do organismo mediados pelas células brancas do
sangue e em tecido de pele. Os exames seréo feitos no préoprio Hospital das Clinicas sem nenhum
custo para o paciente, que pode aproveitar o dia das consultas para realizar a coleta de das
amostras de sangue ou bidpsia de pele. Os pacientes continuardo a ser acompanhados como
sempre no ambulatério da dermatologia. Todos os pacientes terdo acesso aos resultados de seus
exames ho momento em que quiserem e com as explicagcdes necessarias para seu entendimento. O
paciente pode em qualquer momento ndo concordar em fazer os exames que serdo pedidos;

3 — Relagédo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: Sera realizada coleta 30 mL
(seis colheres de sopa) de sangue, por puncéo periférica da veia do antebraco. Para coleta da
bidpsia de pele os pacientes receberado anestesia local, e serdo obtidos 4mm de didmetro da pele. As
amostras serdo enviadas para o laboratorio para serem analisadas. Os mesmos exames serao
realizados no grupo controle;

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: A
picada da agulha da anestesia local assim como a agulha da coleta pode levar a um leve desconforto
gque passara em poucos minutos. Um dia apés pode se sentir em torno da picada uma mancha roxa
ao redor da picada da agulha onde se coletou sangue que desaparece em poucos dias sem maiores
problemas. Caso haja necessidade sera dado 1 ponto na cicatriz que formara apoés a bidpsia da pele,
€ 0 paciente ir4 receber uma guia para retirada dos pontos em qualquer posto de servi¢o publico.

5 — Beneficios para o participante: N&o ha beneficio direto para o participante;

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente
pode optar: Vocé nédo € obrigado a realizar estes procedimentos se ndo quiser, e ndo sofrera
nenhuma penalidade caso ndo queira. Mesmo que ndo concorde em participar do estudo, vocé tera
todos os beneficios de atendimento e de informacdes sobre novas descobertas com relacdo a
doencga.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de davidas. O principal investigador é a Dra. Valéria
Aoki

gue pode ser encontrada no endereco: Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155, 5°. Andar, PAMB-
Dermatologia CEP: 05403-000, Telefone (11) 2661-6398. Se vocé tiver alguma consideracdo ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel.: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069-6442
ramal 26 — E-mail: cappesqg@hcnet.usp.br;

8 — E garantida: Vocé pode sair a qualquer momento do estudo e deixar de participar sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento no ambulatério de dermatologia da FMUSP;

9 — Direito de confidencialidade: As informagfes obtidas serédo analisadas junto com as
informacdes de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identidade de nenhum paciente;

10 - Direito de ser mantido atualizado: Dos resultados parciais da pesquisa, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensagdes: Vocé ndo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao tera beneficio financeiro pela sua participagdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela saird do orcamento da pesquisa;

12 - Compromisso do pesquisador: Usar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa;
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Avaliacao de células dendriticas inflamatdrias na dermatite atopica do
adulto”.

Eu discuti com a Dra. Valéria Aoki sobre a minha decisédo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos que serdo realizados, seus
desconfortos e riscos. Ficou claro também que minha participagdo € isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei sair do projeto a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter , ou no meu atendimento neste
Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /



Anexo 3 - Quadro demografico dos individuos participantes do estudo.

Paciente Idade Sexo EASI Controle Idade Sexo
1 37 M 36,3 1 41 F
2 20 M 11,2 2 29 F
3 20 F 34,8 3 25 M
4 30 M 48,4 4 27 =
5 59 M 22,0 5 26 M
6 28 M 35,2 6 33 M
7 24 F 50,0 7 27 F
8 39 F 31,6 8 26 F
9 25 F 31,2 9 25 F

10 43 F 33,5 10 36 F
11 29 M 40,2 11 23 F
12 21 M 48,2 12 32 M
13 61 F 59,4 13 32 M
14 21 M 38,5 14 26 F
15 24 M 47,9 15 29 F
16 35 M 28,4 16 23 F
17 41 M 20,6 17 31 M
18 32 M 34,6 18 29 M
19 18 F 15,3 19 32 M
20 29 F 42,1 20 24 F
21 43 M 18,4 21 21 F
32,33 8F/13M 28,42 13F/8M

46
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Anexo 4. Critérios diagnésticos da dermatite atopica

Nome: RG:

Deve ter 3 ou mais caracteristicas basicas:

( ) Prurido
( ) Morfologias e distribuigdo tipicas:
( ) Liquenificacdo flexural ou linearidade em adultos
( ) Envolvimento facial e de superficies extensoras em criangas
( ) Cronicidade ou dermatite crénica reincidente
( ) Historia pessoal ou familiar de atopia (asma, rinite alérgica, dermatite atopica)

Além disso, deve ter 3 ou mais das caracteristicas abaixo:

) Xerose

) Ictiose

) Hiperlinearidade palmar

) Queratose pilar

) Reatividade imediata a testes cutaneos (tipo I)

) IgE sérica elevada

) Inicio em idade precoce

) Tendéncia a infec¢des cutaneas (especialmente S.aureus e herpes simples)
) Imunidade mediada por células diminuida

) Tendéncia a dermatite de mao ou de pé nédo especifica
) Eczema no mamilo

) Queilite

) Conjuntivite recorrente

) Prega infraorbital de Dennie-Morgan

) Ceratocone

) Catarata subcapsular anterior e/ou posterior

) Escurecimento orbital

) Palidez facial/eritema facial

) Pitiriase alba

) Dobra anterior do pescoco

) Prurido provocado pelo suor

) Intolerancia a fio de 1a e solventes lipidicos

) Acentuacdo perifolicular

) Intolerancia alimentar

) Curso influenciado por fatores ambientais/emocionais
) Dermografismo branco/branqueamento tardio
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Anexo 5. Escore de gravidade - EASI
Nome: RG:

EASI

Area Sinais

envolvida| Eritema | Papulas Escoriacbes

Liguenificacdo

Cabeca e pescoco

MMSS

Tronco

MMII

Adultos:

» Cabeca e pescoco (C): 10% (0,1)
= MMSS (MS): 20% (0,2)

o Inclui axila externa e maos
= Tronco (T): 30% (0,3)

o Inclui axila interna e virilha
= MMII (MI): 40% (0,4)

o Inclui nadegas e pés

Porcentagem de area envolvida par cada uma das 4 regifes:
= 0 =nenhuma erupcdo
» 1=<10%
= 2=<10%-29%
= 3=<30% -49%
= 4=<50%
= 5=<70% -89%
= 6=>90% - 100%

Sinais:
Eritema (E), Papulas, edema (P), EscoriacGes (Ex), Liquenificacdo (L).
* 0 =nenhum
= l=leve
= 2 =moderado
= 3=grave

Total:

Soma dos scores de gravidade x score da area x constante de cada regido
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