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RESUMO 

 
SANTOS VG. Avaliação fenotípica e funcional de células dendríticas inflamatórias 
na dermatite atópica do adulto [Dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2015. 80p. 
 
Introdução: A dermatite atópica (DA) é uma enfermidade cutânea inflamatória de 
caráter crônico, na qual o prurido é constante, e com marcada xerose.  Dermatose 
que geralmente se inicia na infância, e pode surgir em indivíduos com história 
pessoal ou familiar de asma, rinite alérgica e/ou DA. A pele com DA apresenta 
colonização por Staphylococcus aureus (S. aureus) em 80-100% dos casos, 
sendo responsável pela produção enterotoxinas, capazes de exacerbar a resposta 
inflamatória na DA. Nesta enfermidade, existem distintos subtipos de células 
apresentadoras de antígeno ou dendríticas (DC), tanto na pele quanto circulantes. 
As DC exercem papel relevante na inflamação da DA, em especial um subgrupo 
de células dendríticas mieloides (mDC), as chamadas células dendríticas 
inflamatórias epidérmicas (IDEC). Objetivo: Avaliar o fenótipo e a função das 
mDC (IDEC-like) em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) na DA 
do adulto. Métodos: Foram selecionados 21 pacientes com DA (idades entre18 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 
avaliações fenotípica e funcional das mDC (IDEC-like) em PBMC.  Para tal, foram 

analisadas as expressões de: FcεRI, TNF, IFN-, IL-10, CD36 e CD83 nas mDC, 
estimuladas com enterotoxina estafilocócica 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 
frequência de células IDEC-like frente ao estímulo com agonista de TLR2 

(Pam3CSK4); aumento da frequência de IFN- em condição não estimulada, e de 
IL-10 frente a estímulo com agonista de TLR7/8 (CL097) nesta população de 
células dendríticas. Conclusão: A caracterização das mDC circulantes na DA 
evidencia perfil pró-inflamatório em condição não estimulada, impactando na 
resposta imune adaptativa. O aumento significativo na frequência de células IDEC-
like nos pacientes com DA sugere sua participação na perpetuação do processo 
inflamatório da DA. 

 
 

Descritores: Dermatite atópica; células dendríticas; receptores Toll-like; 

dermatopatias; fenótipo; citometria de fluxo. 
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ABSTRACT 

 
SANTOS VG. Phenotypical and functional evaluation of inflammatory dendritic 
cells in atopic dermatitis of adults [Dissertation]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São 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 FcεRI ,TNF, IFN-, 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-, 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. 

 

 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO    

 

1.1 Dermatite atópica 

 

Dermatite atópica (DA) é uma enfermidade cutânea inflamatória de caráter 

crônico, recidivante, na qual o prurido e a xerose são frequentes. É uma 

dermatose que geralmente se inicia na infância, e pode surgir em doentes com 

história familiar de asma, rinite alérgica e/ou dermatite atópica (1). 

A principal característica da DA é o prurido intenso, associado à hiper-

reatividade cutânea para vários estímulos ambientais que incluem: a exposição a 

alimentos e alérgenos inalantes, mudança ambiental (poluição, umidade, entre 

outros fatores) e o estresse (2). Existem também alterações da função da barreira 

cutânea e do sistema imune, além de infecções, principalmente por 

Staphylococcus aureus (S. aureus) (3).  

A DA inicia-se em geral durante a infância, mas pode persistir até a vida 

adulta em até 40% dos doentes.  A sua prevalência é de aproximadamente 15 a 

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

Elevados níveis séricos de imunoglobulinas da classe E (IgE) surgem em 

55 a 90% dos indivíduos com DA e representam a forma extrínseca ou alérgica da 

doença, e nestes casos, a hiper-reatividade em testes cutâneos contra antígenos 

pode ser detectada. Nesta forma, ocorre ainda o aumento citocinas do padrão 

Th2, como interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13, de eosinófilos e da proteína catiônica 
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do eosinófilo (ECP) no soro (5). Em contrapartida, a forma não alérgica e não 

associada ao aumento de IgE sérica é denominada forma intrínseca ou não 

atópica (10 a 45% dos doentes); é possível que nesta forma, os doentes 

apresentem IgE ou células T autorreativas para antígenos microbianos não 

rotineiramente avaliados (2). 

 

1.2 Resposta imune na DA 

 

1.2.1 Barreira Cutânea, Imunidade Inata e DA 

A barreira cutânea (BC) representa o primeiro obstáculo contra as 

agressões do meio externo, e é representada pelo estrato córneo (EC). O EC 

consiste não apenas em barreira física, como também representa estrutura 

metabolicamente ativa, interagindo com as camadas subjacentes da epiderme. Na 

DA, as alterações na BC se traduzem por: perda de água transepidérmica 

(transepidermal water loss ou TEWL), defeitos no metabolismo da pró-filagrina, 

uma das proteínas essenciais do EC, redução de ceramidas (1 e 3), menor 

expressão de claudina 1 (localizada nas tight junctions) e consequente 

predisposição às infecções e inflamação (6). 

Com relação à imunidade inata, sabe-se que os queratinócitos e as células 

apresentadoras de antígenos (APC) na pele expressam receptores de 

reconhecimento de padrão molecular associados a patógenos, os toll-like 
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receptors (TLR). Quando estimulados por microrganismos ou injúrias teciduais, 

estes receptores induzem a liberação de peptídeos antimicrobianos, citocinas e 

quimiocinas. Dentre eles, destacamos três peptídeos antimicrobianos humanos: -

defensinas 2 e 3 e catelicidina (LL-37). A -defensina 2 é efetiva no combate a 

microrganismos gram-negativos como Escherichia coli, Pseudomas aeruginosa e 

leveduras. A -defensina 3 e a LL-37 apresentam atividade mais potente e de 

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

(7). 

A liberação dos peptídeos antimicrobianos aumenta a força das tight 

junctions e reforça a defesa contra a penetração dos microrganismos. Indivíduos 

com DA apresentam redução da função dos TLR e falha nesse processo de 

proteção, bem como nos peptídeos antimicrobianos, promovendo uma 

predisposição maior às infecções cutâneas, principalmente pela bactéria S. aureus 

(8). 

 

1.2.2 Imunidade Adaptativa 

Na imunidade adaptativa, durante a fase aguda da DA, ocorre um aumento 

da produção de citocinas do padrão Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) e citocinas do padrão 

Th22, principalmente IL-22. Estas citocinas reduzem a diferenciação de células da 

epiderme e podem contribuir para a redução de filagrina, como também de 

peptídeos antimicrobianos (9). 
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Na fase crônica da doença, ocorre uma inversão do padrão Th2 para Th1, o 

que resulta em um intenso infiltrado de células dendríticas inflamatórias 

epidérmicas (IDEC), macrófagos e eosinófilos, como também, a produção de IL-12 

por esses tipos celulares, gerando um aumento da produção de interferon-gama 

(IFN-), o qual é capaz de induzir a apoptose em queratinócitos (Figura 1) (2). 

 

Figura 1: Ilustração esquemática da fase inicial e progressão para fase 
crônica da DA. Extraído de Gittler et al. (2012) (10). As lesões de pele de pacientes 

com DA apresentam importante infiltrado inflamatório, que se soma à barreira epidérmica 
defeituosa. Defeitos de barreira levam à entrada de antígenos, processados por células 
de Langerhans (epiderme) e por células dendríticas (derme), induzindo à ativação imune 
e recrutamento de células inflamatórias. Na fase aguda da DA, ocorre ativação importante 
do perfil Th2 e Th22, com menor participação do eixo Th1 e Th17.  A produção de  
citocinas IL-4 e IL-13, e quimiocinas (CCL17,18, e 19, e CXCL9, 10 e 11) por LT e DC 
induzem à ativação e recrutamento de células imunes adicionais. Ressalta-se, ainda na 
fase aguda a produção elevada de IL31, mediador importante do prurido na DA. A 
ativação progressiva da resposta inflamatória de perfil Th1, e progressão da ativação do 



5 
 

 
 
 

eixo Th2 e Th22 é característica da fase crônica da DA. A produção de citocinas, 
especialmente de IL22, impacta nas proteínas de diferenciação terminal.  

 

A subpopulação de células T CD4+ secretoras de IL-17 (Th17) também está 

presente tanto na fase aguda, quanto na fase crônica da doença. Estas células 

estão envolvidas na proteção contra patógenos bacterianos, como também podem 

ser cruciais na patogênese de várias doenças cutâneas inflamatórias crônicas 

(11). 

A DA é uma dermatose inflamatórias com perfil de resposta celular de 

padrão Th1 /Th2. Recentemente, foram descritos novos subtipos celulares, como 

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

A IL-22 por sua vez, está envolvida na modulação da resposta cutânea 

inflamatória, induzindo a proliferação de queratinócitos e hiperplasia epidérmica. É 

capaz ainda de inibir a diferenciação terminal de queratinócitos e promover a 

produção de proteínas antimicrobianas. É também citada a produção de IL-22 

pelas células Th22, de forma independente de IL-17 e IFN-;  e possuem papel 

relevante na homeostase da pele e patogênese de dermatoses inflamatórias (13). 

Estas células expressam concomitantemente CCR6 e receptores de homing para 

pele CCR4 e CCR10, produzindo níveis elevados de IL-22 (14). 
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1.2.3 Células dendríticas e DA 

As células dendríticas (DC) fazem parte do grupo das APC, e, juntamente 

com os macrófagos e as células B, são capazes de ativar ambas as respostas 

imunológicas contra patógenos: a inata e a adaptativa. As DC são responsáveis 

pela fagocitose, processamento e apresentação de antígenos às células T (15, 

16). 

As DC, além de captar e processar os antígenos, e apresentá-los às células 

T, produzem e secretam citocinas, que por sua vez, levam à ativação e 

proliferação das células T naive, cuja resposta é dependente do microambiente. 

Além de induzir a ativação e proliferação de células T naive, elas são capazes de 

regular as respostas imunes, induzindo a diferenciação de células T e sua 

polarização (17). 

As DC sinalizam as células T, que, dependendo do seu estado de 

diferenciação ou maturação, podem levar à supressão da resposta das células T 

reguladoras.  As DC regulam, assim, a imunidade, e estão posicionadas como 

sentinelas na periferia, onde frequentemente entram em contato com antígenos, 

migrando rapidamente para os órgãos linfoides secundários, especialmente para 

os gânglios linfáticos, onde ocorre o encontro deste antígeno com as células T de 

memória efetora e/ou central (17).  

Existem dois subtipos de DC, classificadas de acordo com suas 

características fenotípicas: as células dendríticas mieloides (mDC) e as células 
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dendríticas plasmacitoides (pDC). As mDC são de origem mieloide, possuem o 

fenótipo CD11c+/CD123-, secretam, além de IL-12, variedade de citocinas e 

quimiocinas em resposta aos patógenos associados padrões moleculares (PAMP); 

as pDC, por sua vez, são de origem linfoide, e possuem o fenótipo 

CD123+/CD11c- (Figura 2) (18-20).  

 

 

Figura 2: Distribuição das principais células dendríticas humanas (DC) 
no sangue, tecidos epiteliais e linfonodos. Adaptado de Collin et al. (2013) (20).  

 

As mDC têm o papel de iniciar e modular a resposta imunológica (21) no 

estado imaturo, captar e apresentar antígenos próprios, promovendo, assim, 

tolerância periférica (22). Há dois subtipos funcionais de mDC: as que apresentam 

o potencial de secretar citocinas do perfil Th1 e as que o fazem com relação ao 
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perfil Th2. As mDC Th1 (DC1) podem ser geradas por culturas de monócitos, em 

presença de fator estimulador de crescimento de colônia de macrófago-granulócito 

(GM-GSF) e IL-4, e recebem o nome de células dendríticas derivadas de monócito 

(MoDC); as mDC Th2 (DC2), por sua vez, podem ser geradas por cultivo na 

presença de IL-3 e IL-4 (22, 23). 

As mDC imaturas são recrutadas para o sangue circulante a partir dos 

órgãos linfoides periféricos, e apresentam função de processamento antigênico 

(21). Nesta fase, as mDC possuem baixa expressão de moléculas 

coestimuladoras como CD40, CD80, CD83 e HLA. Entretanto, ao entrarem em 

contato com o antígeno, sofrem modificações morfológicas, fenotípicas e 

funcionais, tais como um aumento na expressão de HLA (responsável por 

apresentar o peptídeo) no microambiente inflamatório. Estas modificações podem 

ser desencadeadas através das vias de sinalização de TLR ou via MHC e 

moléculas coestimuladoras. Ocorre, então, migração destas células em direção 

aos órgãos linfoides secundários, onde apresentam o antígeno para as células T 

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

 A função mais importante dos TLR é a indução da inflamação, maturação 

de células dendríticas e desenvolvimento de defesa pela ativação de células Th1 

ou Th17. Já 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 função das mDC pode ser 
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amplificada através da ativação de indução de TLR7/8 (CL097) das DC imaturas 

(21, 26). 

Na pele inflamada com DA existem dois tipos de DC: as LC características, 

que apresentam grânulos de Birbeck, e as células dendríticas inflamatórias 

epidérmicas (IDEC), que se caracterizam por serem CD1a+, receptor de manose 

(MMR) / CD206+, CD11c+, HLA-DR+, CD36+, FcRIhigh+, 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 lesões da DA, e são denominadas DCs mieloides inflamatórias. Como 

expressam FcRI, podem responder a alérgenos específicos (28).  

 A pele lesionada de pacientes com DA, eczema de contato alérgico ou 

psoríase, possuem níveis elevados de DC, particularmente DC expressando 

CD11c+ e CD1a+. As pDC, ao contrário da psoríase, parecem não ter papel 

importante na patogenia da DA, uma vez que estão ausentes tanto na pele 

lesionada, quanto sem lesão aparente desta doença (29). Na DA, tanto as LC 

quanto as IDEC (mDC que expressam o receptor de alta afinidade para IgE 

(FcεRI) e CD36), parecem ter papel bastante relevante na patogenia da doença, 

levando a uma resposta mediada por IgE (27). 

 Durante a fase aguda da DA, as LC capturam antígenos, ativam o receptor 

de IgE FcεRI, que se torna ativado, levando à secreção de CCL2/MCP-1, IL-6 e 

CXCL8. Este processo induz ainda atração para monócitos, eosinófilos, e células 
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T. Além disso, as CL resultam em uma polarização para o eixo celular tipo Th2 e 

produção de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Já na fase subaguda e crônica, 

onde ocorre polarização para o eixo Th1, ocorre infiltração na pele pelas IDEC que 

parecem ser responsáveis pela manutenção da cronicidade da DA (20, 29).  

As IDEC têm sido mostradas com a capacidade de se infiltrar na epiderme 

em pacientes com DA e com psoríase. Em pacientes com DA, o FcRI é expresso 

na superfície das CL e das IDEC, aumentando a eficiência de absorção de 

antígeno através de captura de antígeno dependente de IgE, levando aos 

sintomas exacerbados em pacientes com DA (30). 

In vitro, as células estimuladas IDEC-like, em ligação cruzada com IgE, 

produzem CCL3, IL-1, IL-8, MIP-1, IL -16, e citocinas pró-inflamatórias IL-12p70 

e IL-18. Além disso, em contraste com CLs que induzem uma resposta Th2 in 

vitro, as células IDEC-like promovem a polarização Th1 e produção de IFN-

. Assim, o estimulo de DC por estes alérgenos via FcRI pode ser responsável 

pela fase de manutenção crônica da DA, em que existe um perfil de citocinas Th1 

mais pronunciado. As IDEC promovem a endocitose dos antígenos na presença 

de manose, e consequente aumento na expressão de FcεRI (22, 27-29). 

1.3 Papel do Staphylococcus aureus na DA 

Uma condição que merece destaque nos indivíduos com DA, é a 

colonização na pele pelo S. aureus em 80 a 100% dos doentes, o que geralmente 

é correlacionado com o grau de inflamação da pele, em contraste com indivíduos 
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normais que apresentam índices de colonização pela bactéria de 5 a 30%, 

principalmente em áreas intertriginosas (31). 

 O mecanismo pelo qual essa bactéria causa exacerbação no quadro de DA 

é controverso. Admite-se que ele pode aumentar a sua colonização por injúria 

direta na pele (prurido, variação do pH da pele), ou pela liberação de enterotoxinas 

que funcionam como superantígenos, induzindo a ativação policlonal de células T 

(32, 33). O modo pelo qual essa bactéria interfere com a produção de certas 

citocinas inflamatórias continua incerto.  

 A susceptibilidade da pele do atópico à colonização pelo estafilococo 

parece estar relacionada a diversos fatores, entre os quais a aderência bacteriana. 

Adesinas, que consistem em receptores para laminina e fibronectina, estão 

localizados nas paredes bacterianas do S. aureus; na DA, os receptores para 

fibronectina parecem estar descobertos, facilitando, assim, a aderência do 

estafilococo. Ainda, defeitos na membrana lipídica da pele do atópico facilitam a 

penetração bacteriana, permeando os espaços intercelulares. A observação de 

que o S. aureus penetra por entre os espaços intercelulares da epiderme, 

sugerem que os lipídios da superfície da pele estão deteriorados nos pacientes 

com DA (34, 35). 

O S. aureus é uma bactéria Gram-positiva presente em um terço da 

população e podem estar associadas a diversas doenças, que incluem a 

intoxicação alimentar e a síndrome do choque tóxico, ambas causadas por suas 

enterotoxinas (7). O S. aureus secreta várias enterotoxinas (A, B, C, dentre 
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outras), e a toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1) que podem atuar como 

superantígenos, estimulando de forma policlonal linfócitos T e macrófagos, sem a 

interferência do sistema MHC (complexo principal de histocompatibilidade) (36, 

37). O superantígeno interage diretamente com porções constantes da cadeia V 

do receptor de linfócitos T.  

Outro mecanismo de ação do S. aureus seria a geração de anticorpos IgE 

específicos contra as exotoxinas, ou seja, os superantígenos 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 correlação entre gravidade da 

DA e a presença de anticorpos IgE contra estes superantígenos, o que pode 

significar: 1) que os superantígenos têm um importante papel na patogênese da 

DA; 2) que eles são também processados como antígenos (38). 

A toxicidade dos superantígenos bacterianos é mediada por potente 

atividade estimuladora da célula T, gerando altos níveis de citocinas, tais como: 

TNF (fator de necrose tumoral), IL-1, IL-2, IL-6 e IFN-. Estas citocinas podem 

induzir anergia, inflamação, citotoxicidade, deleção de células T e autoimunidade 

(39).  

Outros mecanismos do S. aureus envolvidos na resposta inflamatória da DA 

incluem: influência sobre as APC e eosinófilos, modulando a resposta de 

antígenos de superfície celulares; liberação de toxinas (-toxinas), que levam ao 

dano citotóxico em queratinócitos, e estimulam a liberação de TNF-; aumento da 

síntese de IgE e expressão de CD23 in vitro, ocasionados por componentes da 
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parede bacteriana, como o ácido teicóico ou peptidoglicanas (34, 40, 41). Na 

literatura encontramos relatos onde a enterotoxina tipo B do S. aureus (SEB) é 

capaz de induzir a maturação das mDC (26). Além da interação direta do 

patógeno com as DC, as toxinas produzidas por bactérias podem constituir um 

fator desencadeante no processo inflamatório, devido à sua capacidade de 

atravessar as barreiras fisiológicas da pele (16). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 GERAL:  

Avaliar o fenótipo e a função das células dendríticas inflamatórias no 

sangue periférico de pacientes adultos com dermatite atópica.  

2.2 ESPECÍFICOS:  

 Analisar in vitro a ativação das células dendríticas mieloides (mDC), 

estimuladas com toxina estafilocócica B (SEB) e agonistas de TLR2 

(Pam3CSK4), TLR4 (LPS), TLR7/8 (CL097), quanto à expressão de 

marcadores de ativação celular e à secreção de citocinas (TNF, IFN- e IL-

10); 

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

fenotípico, através da expressão de CD36 e FcRI, e funcional, através da 

produção de citocinas (TNF, IFN- e IL-10). 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 Seleção dos sujeitos da pesquisa 

Foram selecionados 21 pacientes, com DA, do ambulatório especializado 

de dermatite atópica do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP), com 

idade entre 18 e 61 anos (média de idade = 32,33), sendo 8 mulheres e 13 

homens (Os dados demográficos dos sujeitos da pesquisa estão sumarizados no 

Anexo 3). Todos os indivíduos participantes da pesquisa, após lerem e 

concordarem com o termo de consentimento livre esclarecido, foram incluídos no 

estudo (TCLE CAAE: 08166412.7.0000.0068 e CAPPesq número online: 9902 - 

Anexos 1 e 2). 

Foram incluídos 21 controles saudáveis, não atópicos, entre 21 e 41 anos 

(média de idade = 28,42), dentre eles 13 mulheres e 8 homens (Anexo 3). Foram 

excluídos os indivíduos que não preencheram os critérios de inclusão, ou e 

aqueles que, a qualquer momento, solicitaram sua exclusão do estudo.  

3.1.1 Critérios de inclusão de pacientes com DA 

 Pacientes que preencheram os critérios diagnósticos de Hanifin e 

Rajka (42);  

 Pacientes com quadro leve, moderado ou grave, com início desde a 

infância ou de aparecimento tardio, segundo o escore de gravidade 

EASI (Eczema area severity índex – Anexo 4) (43);  

 Maiores de 18 anos de idade, de ambos os sexos. 
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3.1.2 Critérios de exclusão de pacientes com DA 

 Antecedentes pessoais de imunodeficiência congênita / adquirida;  

 Uso de corticoide sistêmico; 

 Uso de imunossupressor sistêmico;  

 Uso de antibiótico oral nas últimas 2 semanas; 

 Gestantes. 

 

3.2 Obtenção de PBMC do sangue periférico 

As amostras de sangue foram coletadas em tubo heparinizado estéril. O 

sangue foi diluído em solução fisiológica estéril, volume a volume, em tubo 

plástico, e centrifugado em gradiente de concentração Ficoll-Hypaque (Amersham 

Pharmacia Biotech, NJ, EUA) por 20 minutos a 950g para obtenção da suspensão 

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

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

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

(CellDyn 1400, Abbot). 

 

3.3 Caracterização fenotípica e funcional das mDC por citometria de fluxo 
multiparamétrica  

 

As mDC foram analisadas fenotipicamente através da expressão das 

moléculas de superfície CD11c, HLA-DR, moléculas coestimuladoras CD83, FcεRI 

e receptor scavenger CD36, sendo os dois últimos utilizados como marcadores 
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IDEC. A exclusão de outras populações foi feita com o anticorpo lineage 1 (CD3, 

CD14, CD16, CD19, CD56).  

Durante o período de cultivo foram incubadas 3x10
6
 de células por poço 

que receberam estímulo de SEB (1,0μg/mL), TLR2 (Pam3CSK4 - 2,5μg/mL), 

TLR4 (LPS - 2,5μg/mL) e TLR7/8 (CL097 - 5,0μg/mL), (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA). Após 4 horas do início do cultivo, foi adicionada (10μg/mL – Sigma) de 

Brefeldina A (Inibidora da secreção de proteína e da função do complexo de 

Golgi), e a placa mantida na estufa a 37º a 5% CO2 durante 20 horas (Quadro 1).  

Ao final do período de cultivo, as células foram coletadas, lavadas duas 

vezes com PBS à 4ºC, e o bloqueio da fração Fc foi feito com imunoglobulina G 

humana (10µL/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, à temperatura ambiente. As 

células foram então tratadas conforme as instruções do kit Cytofix / Cytoperm (BD 

Bioscience – San Jose, CA, USA) e as marcações 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-FcεRI (PE), anti-CD36 (APC Cy7) (Biolegend – San 

Diego, CA, USA). As marcações intracelulares foram realizadas com anticorpos 

monoclonais para mDC conjugados com fluorocromos anti-IL-10 (APC), anti-IFN- 

(Horizon V450) e anti-TNF (PE Cy7) (BD Bioscience). O controle da fluorescência 

(FMO – Fluorescence Minus One) foi realizado para todos os anticorpos do painel, 

para avaliar a compensação e definir os eventos positivos. As células foram 
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fixadas com paraformaldeído 1% e foram adquiridos 300.000 eventos no citômetro 

de fluxo LSR Fortessa (BD Biosciences). A análise dos dados obtidos foi realizada 

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

  

 
 
Quadro 1: Estímulos utilizados na caracterização fenotípica e funcional das 
mDC por citometria de fluxo. 

 

ESTÍMULOS CARACTERÍSTICA RECEPTOR JUSTIFICATIVA 

SEB 
Superantígeno 

Bacteriano 
TCR 
MHC 

Colonização de 
bactérias devido 

a defeito na 
barreira cutânea 

 Pam3CSK4 Bactérias Gram + TLR2 

Colonização de 
bactérias devido 

a defeito na 
barreira cutânea 

 LPS Bactéria Gram - TLR4 

Colonização de 
bactérias devido 

a defeito na 
barreira cutânea 

 CL097 Fita simples de RNA TLR7/8 

Presença de 
infecções virais, 
como herpes e 

outras 

 
 
 

3.4 Análise estatística  

 
Para realização da análise estatística dos dados e construção dos 

respectivos gráficos, foi utilizado o programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad 

Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os testes não paramétricos de Mann-Whitney 

foram utilizados para comparar dois grupos de dados. A diferença entre os grupos 
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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 Avaliação funcional das mDC através da produção de citocinas por 
citometria de fluxo 

 

A estratégia de análise utilizada para se avaliar a população de mDC, bem 

como a produção de citocinas por estas células, está demonstrada na Figura 3A. 

Em situação estimulada, encontramos uma diminuição da frequência de TNF nas 

mDC em PBMC dos pacientes após estímulo com TLR 7/8 (CL097) nos pacientes 

com DA. Observamos, ainda, uma diminuição na frequência da expressão de IFN-

após estímulo com TLR2 (Pam3CSK4) (Figura 3B), e aumento da frequência de 

IL-10 após estímulo com TLR4 (LPS) nas mDC em PBMC nos pacientes com DA. 
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Figura 3. Frequência de TNF, IFN-e IL-10 nas mDC em PBMC. (A) Estratégia de 
análise para marcação de células dendríticas mieloides e expressão de citocinas. (B) 

Níveis de TNF, IFN-e IL-10 nas mDC em PBMC em situação estimulada (SEB, TLR2, 
TLR4 e TLR7/8) pacientes com DA (   n = 21) comparado aos controles (    n = 21). Os 

traços representam a mediana dos níveis de citocinas expressos em %. *p  0,05.
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Quadro 2: Achados referentes à produção de citocinas em mDC. 

Estímulo Resultado 

TLR2 (Pam3CSK4)  IFN- 

TLR4 (LPS)  IL-10 

TLR 7/8 (CL097)  TNF 

 

4.2 Avaliação da expressão de mDC IFN-+IL-10+
e IFN-+TNF+ em PBMC 

por citometria de fluxo 

A seguir, avaliamos a dupla expressão das citocinas analisadas por 

citometria de fluxo (estratégia de análise - Figura 4A). Observamos aumento 

significativo da frequência de mDC IFN-+IL-10+ (PBMC) e de mDC IFN-+TNF+ 

nos adultos com DA em condição basal (Figura 4B). 
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Figura 4: Frequência da expressão de mDC IFN-+IL-10+ e IFN-+TNF+ em PBMC. (A) 

Estratégia de análise para marcação de células dendríticas mieloides com dupla 

expressão de citocinas intracelulares. (B) Avaliação da frequência de mDC IFN-+IL-10+ e 

IFN-+TNF+ em condição basal e após estímulos (SEB, TLR2, TLR4 e TLR7/8) nos 
pacientes com DA (n = 21) comparado aos controles (n = 21). Os traços representam a 

mediana dos níveis de citocinas expressos em %. *p  0,05.  
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Quadro 3: Achados referentes à produção de citocinas em mDC IFN-+IL-10+ e 

IFN-+TNF+ (PBMC) 

 

 

 

 

 

4.3 Avaliação da expressão de CD36, FcεRI e mDC CD36+FcRI+ em PBMC 

por citometria de fluxo 

Com o intuito de se avaliar o perfil fenotípico das mDC em PBMC nos 

pacientes com DA, utilizamos os marcadores CD83 (marcador de maturação de 

DC), CD36 (scavenger) e FcRI (marcador de alta afinidade para IgE). A 

estratégia de análise fenotípica da população de mDC está demonstrada na 

Figura 5A. Observamos aumento significativo da frequência na expressão de 

FcRI frente ao estímulo com TLR4 (LPS), e tendência de aumento da frequência 

da expressão de FcRI na condição basal e estimulada nas mDC nos atópicos 

(Figura 5B).  

Na pele de pacientes com DA, existe aumento da expressão de mDC 

CD36+FcεRI+ (IDEC) (22, 27). Sendo assim, analisamos a expressão destes 

marcadores em mDC (PBMC), e observamos aumento significativo da frequência 

de mDC CD36+FcεRI+ (IDEC-like) em pacientes com DA, principalmente após 

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

Estímulo Resultado 

Basal 
 IFN-+IL-10+ 

 IFN-+TNF+ 
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Figura 5: Frequência da expressão de CD83, CD36 e FcRI e mDC CD36+FcεRI+ em 
PBMC. (A) Estratégia de análise para marcação de células dendríticas mieloides com dupla 
expressão de citocinas intracelulares. (B) Frequência da expressão de CD83, CD36 e FcεRI 
em situação basal e após estímulos (SEB, TLR2, TLR4 e TLR7/8) entre pacientes com DA 
(n = 21) comparados com o grupo controle (n = 21). (C) Avaliação da frequência da dupla 
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marcação CD36+FcRI+ (IDEC-like) em condição basal e após os referidos estímulos, nos 

pacientes com DA (n = 21) comparado aos controles (n = 21). Os traços representam a 

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

 

Quadro 4: Expressão de CD83, CD36, FcRI e de mDCsCD36+FcRI+. 

Estímulo Resultado 

TLR4 (LPS) FcRI 

TLR2 (Pam3CSK4) CD36
+
FcRI

+
 

 

4.4 Avaliação funcional das mDC CD36+FcεRI+ em PBMC (IDEC-like) 

através da produção de citocinas por citometria de fluxo 

 

Realizamos a seguir uma avaliação funcional das mDC CD36+, FcRI+ e 

CD36+FcRI+ (IDEC-like) através da produção das citocinas IFN-, IL-10 e TNF. A 

estratégia de análise para se chegar à população IDEC-like, com a expressão das 

referidas citocinas, está demonstrada na Figura 6A. 

Observamos uma tendência de aumento da frequência de expressão de 

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

situação basal ou estimulada (Figura 6B). Quando avaliamos as mDC FcεRI+, não 

encontramos nenhuma diferença significativa entre os grupos estudados com 

relação à expressão de IFN-, observamos um aumento da frequência de IL-10, 

principalmente após estímulo com TLR7/8 (CL097) e, aumento da expressão de 

TNF após estímulo com TLR2 nos pacientes com DA (Figura 6C).  
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Ao analisarmos a produção destas citocinas em mDC CD36+FcεRI+ (IDEC-

like), verificamos um aumento significativo dos níveis de IFN- em condição basal. 

Em condição estimulada, houve uma inversão deste perfil, porém sem 

significância estatística. Com relação a IL-10, observamos um aumento da 

frequência de sua expressão nas IDEC-like após estímulo com TLR7/8 (CL097). 

Não encontramos nenhuma diferença significativa quanto à expressão de TNF 

entre os grupos estudados (Figura 6D).  

 

 

 

 

(A) 
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Figura 6. Frequência de IFN- IL-10 e TNF em mDC CD36++, FcεRI+e IDEC-like (A) 
Estratégia de análise para avaliação de IDEC-like e expressão de citocinas. (B) Níveis de 

IFN- IL-10 e TNF nas mDC CD36+ em PBMC em condição basal e após estímulos 
(SEB, TLR2, TLR4 e TLR7/8) em pacientes com DA (n = 21) comparados aos controles (n 

= 21).   (C) Níveis de IFN-, IL-10 e TNF nas mDC FcRI+ em PBMC em condição basal e 

após os referidos estímulos em pacientes com DA (n = 21) comparados aos controles (n = 

21).  (D) Níveis de IFN-, IL-10 e TNF nas IDEC-like em situação basal e após os referidos 
estímulos em pacientes com DA (n = 21) comparados aos controles (n = 21). Os traços 

representam a mediana dos níveis de citocinas expressos em %. *p  0,05.  
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Quadro 5: Achados referentes à produção de citocinas em mDC CD36+, 

FcRI+ e IDEC-like. 

 

Estímulo Tipo celular Resultado 

TLR7/8 (CL097) FcRI+  IL-10 

TLR2 (LPS) FcRI+  TNF 

Basal CD36+FcRI+  IFN- 

TLR7/8 (CL097) CD36+FcRI+  IL-10 

 

 

Não encontramos correlação entre gravidade da DA e a frequência da 

expressão das citocinas nos tipos celulares estudados. 
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5.  DISCUSSÃO 

 

Na dermatite atópica, as células apresentadoras de antígenos IDEC, 

pertencentes ao grupo das mDC, e que expressam receptores de trombospondina 

(CD36+) e receptores de alta afinidade por IgE (FcRI+), participam de forma 

relevante na patogenia da doença, especialmente na resposta mediada por IgE 

(27).  O presente estudo visou avaliar o perfil fenotípico e funcional destas células 

apresentadoras de antígenos nos pacientes com DA, através da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, dentre elas IL-10, IFN- e TNF, frente a estímulos de 

receptores Toll-like. 

Estudos realizados em dermatoses inflamatórias (psoríase) apontam 

possível papel pró-inflamatório das células dendríticas. As mDC encontradas na 

pele psoriática apresentam baixa frequência de IFN- e aumento na frequência de 

IL-10. Na DA, à semelhança da psoríase, ocorre ativação crônica de células T, 

onde a diferenciação celular depende da presença de DC maduras e inflamatórias 

(44). A análise de MoDC (células dendríticas geradas a partir de cultura de 

monócitos in vitro) na DA evidencia baixa frequência de IFN-, indicando 

predominância do perfil Th2, e consequente diminuição do perfil Th1 (45). Com 

relação ao TNF-, há relatos do aumento da sua frequência em situação basal e 

frente ao estimulo SEB, em mDC de PBMC de pacientes na fase crônica de DA. 

As mDC não estimuladas apresentam polarização das citocinas para o perfil Th1, 

tanto em indivíduos atópicos quanto não-atópicos; após estímulo com SEB, ocorre 

polarização para o perfil Th22 (46).  
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Estudos envolvendo diferentes tipos celulares (monócitos, macrófagos, e 

mDC), com os TLR demonstram que, disfunções do TLR2 podem levar ao 

aumento de suscetibilidade a infecções microbianas e HSV (herpes simples), 

favorecendo a progressão da DA (48). A disfunção de TLR4, por sua vez, está 

associada à suscetibilidade a infecções por bactérias Gram negativas e 

progressão rápida de septicemia em pacientes imunodeprimidos (47). 

No intuito de se caracterizar o perfil funcional das mDC na DA sob 

influência dos TLR (TLR2, TLR4, TLR7/8) e enterotoxina estafilocócica (SEB), 

realizamos avaliação da produção de IFN-, TNF e IL-10 por citometria de fluxo. 

Nos pacientes com DA, obtivemos evidente redução da frequência de citocinas 

pró-inflamatórias, como IFN- e TNF, frente a estímulos 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 modificação do perfil 

pró-inflamatório, sob influência dos TLR analisados (TLR2, TLR4 e TLR7/8).  

Uma vez encontrada diminuição da frequência de IFN- e TNF e aumento 

de IL-10 frente ao estimulo com TLR nas mDC monofuncionais, decidimos avaliar 

o potencial imunomodulador destas citocinas, através da avaliação da dupla 

expressão de IFN- com IL-10 e/ou TNF. Detectamos aumento da frequência da 

coexpressão de IFN-+IL-10+ nas mDC no sangue periférico de pacientes com DA 

em situação basal, indicando possível disfunção da IL-10 no processo inflamatório. 

Acreditamos que o aumento da frequência de IL-10 caracterize o perfil 

tolerogênico destas células dendríticas, contribuindo assim, com a perpetuação do 
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processo inflamatório na DA. Não existem relatos na literatura sobre mDC 

tolerogênicas na DA.   

Observamos ainda, aumento na frequência da coexpressão de IFN-+TNF+ 

nas mDC em situação basal, indicando manutenção do perfil pró-inflamatório nos 

pacientes com DA.  

Na DA existem dois tipos principais de mDC: as células de Langerhans e 

células dendríticas epidérmicas inflamatórias (IDEC). Na pele lesada dos 

pacientes com DA, as mDC são caracterizadas pela expressão aumentada de 

uma gama de marcadores celulares, especialmente o FcRI (22, 27, 28). Após 

análise funcional das mDC nos adultos com DA, realizamos avaliação destas mDC 

em PBMC, utilizando-se dos marcadores de superfície CD83, CD36 e FcRI. 

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

Com relação aos dados de literatura relacionados às mDC na pele com DA, 

há relatos de aumento da expressão de FcRI em condição basal após testes de 

contato com alérgenos, situação esta reversível após 24-72h (48). Outro estudo 

em DA, utilizando pele e MoDC, revela aumento na frequência de FcRI em 

situação basal, sugerindo cross-talk entre LC, IDEC e LT, com liberação de 

quimiocinas e skin homing de DC e de LT, e progressão da inflamação (49).  

Ainda, existem evidências indicando cross-talk entre TLR e FcRI, relatando 

ação sinérgica dos mesmos, onde se observa que o TLR4 é relevante na 

produção de IL-4, IL-8 e IL-13 em doenças inflamatórias (47). Estudos em 
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monócitos do sangue periférico de pacientes com DA mostram diminuição na 

produção de citocinas pró-inflamatórias, e aumento da expressão de células 

FcRI
+
 mediadas por TLR2 (50).  

Em nossa análise, encontramos aumento da frequência da expressão de 

FcRI+ 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 frequência da expressão de células mDC 

CD36+FcRI+ (IDEC-like), em condição ex vivo, após estimulo com TLR2. O 

aumento da frequência da expressão das IDEC-like circulantes sugere 

recrutamento das mesmas para os sítios inflamatórios cutâneos (skin homing).  

Após caracterização do perfil fenotípico das IDEC-like, avaliamos o perfil 

funcional destas células, através da análise da produção de IFN-, IL-10 e TNF. 

Estudos recentes relatam a importância do FcRI na indução do fenômeno de 

tolerância alérgeno-especifica. Dentre eles, destacamos a ativação de monócitos e 

MoDC que expressam FcRI, na DA, levando ao aumento da produção de IL-10 

(51).  

Alguns autores, utilizando células dendríticas inflamatórias epidérmicas 

derivadas de monócito (IDEC-DC), demonstram produção aumentada de IL-12 e 

IL-18 in vitro, quando ativadas via receptor FcRI. Estas IDEC-DC induzem 

diferenciação das células T naive, levando à produção de IFN-, e polarização da 

resposta imune Th2 para resposta do tipo Th1 in vivo. Ainda, o cross-talk entre CL, 
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IDEC, células T, e outros tipos celulares em lesões de pele nas dermatoses 

eczematosas, através da libertação de quimiocinas, pode contribuir para o 

recrutamento de mais precursores de DC e de células T, promovendo, o círculo 

vicioso da reação inflamatória (49).  

Nossos resultados demonstraram que, em situação basal, as IDEC-like em 

PBMC apresentaram aumento na frequência de IFN-, evidenciando, assim, o 

perfil pró-inflamatório destas células. Em condição estimulada, houve uma 

inversão deste perfil, mesmo que sem significância estatística, sugerindo possível 

tentativa de modulação do processo inflamatório.  Após estímulo com agonista 

TLR7/8, houve aumento na frequência de IL-10, sugerindo perfil tolerogênico 

destas IDEC-like. Estudos indicam que, o TLR7/8, por seu papel protetor em 

respostas alérgicas, pode representar futuro alvo terapêutico (50), reforçando a 

relevância da imunomodulação. 

Portanto, os dados apresentados indicam participação das mDC e das 

IDEC-like na regulação do processo inflamatório da DA, sugerindo papel 

tolerogênico das mesmas, especialmente sob estímulo de TLR4 e TLR7/8. 

Interessante ressaltar, que, apesar de sua influência sobre linfócitos T na DA (52), 

as enterotoxinas estafilocócicas não mostraram papel relevante na modulação da 

resposta inflamatória nas IDEC-like desta enfermidade. Assim, o presente estudo 

corrobora a relevância das células IDEC-like na perpetuação do processo 

inflamatório na DA durante o processo de skin homing. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 As mDC circulantes na DA apresentaram perfil imunomodulador 

influenciado por TLR, evidenciado pela diminuição da frequência na 

expressão de IFN-e TNF frente a estímulos com TLR2 

(Pam3CSK4) e TLR7/8 (CL097), e pelo aumento de IL-10 frente a 

estimulo de TLR4 (LPS).  

 A análise fenotípica das IDEC-like, através da expressão de CD36 e 

FcRI, indicou aumento da frequência destas células em PBMC, 

sugerindo recrutamento das mesmas para os sítios inflamatórios 

cutâneos (skin homing) na DA.  

 O aumento da frequência na expressão de IL-10 pelas IDEC-like 

frente ao estímulo TLR7/8 (CL097), sugerindo papel tolerogênico 

destas células.  
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7. ANEXOS 

Anexo 1 – Aprovação da comissão de ética para análise de projetos de 

pesquisa (CAPPesq).  
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

___________________________________________________________________ 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME: .:............................................................................. ........................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M □   F  □ 

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO ................................................................................. Nº ........................... APTO: .................. 

BAIRRO:  ........................................................................ CIDADE  ............................................................. 

CEP:.........................................  TELEFONE: DDD (............) ...................................................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL .............................................................................................................................. 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .................................................................................. 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M □   F □   

DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 

ENDEREÇO: ............................................................................................. Nº ................... APTO: ............................. 

BAIRRO: ................................................................................ CIDADE: ...................................................................... 

CEP: .............................................. TELEFONE: DDD (............).................................................................................. 
________________________________________________________________________________________________ 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Avaliação de células dendríticas inflamatórias na dermatite atópica do 

adulto”. 

 

PESQUISADOR: Dra. Valéria Aoki  

CARGO/FUNÇÃO: Professor Doutor                     INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 
60080 

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia  

 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

     RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO □ 

 RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □ 

  

4.DURAÇÃO DA PESQUISA :  2 anos.  
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

1 – Desenho do estudo e objetivo(s): O estudo tem o objetivo entender melhor a doença de pele 
chamada dermatite atópica, que causa coceira, descamação e vermelhidão levando a um 
desconforto por um longo período. Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação 
voluntária neste estudo, que irá analisar tipos de células brancas do sangue periférico de pacientes 
do ambulatório de dermatite atópica do Hospital das Clínicas e indivíduos não portadores  da doença 
(grupo controle) do Laboratório de Investigação Médica unidade 56 da Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo; 
2 – Descrição dos procedimentos que serão realizados: Serão realizados exames laboratoriais, 
não rotineiros, para estudar os fatores de defesa do organismo mediados pelas células brancas do 
sangue e em tecido de pele. Os exames serão feitos no próprio Hospital das Clínicas sem nenhum 
custo para o paciente, que pode aproveitar o dia das consultas para realizar a coleta de das 
amostras de sangue ou biópsia de pele. Os pacientes continuarão a ser acompanhados como 
sempre no ambulatório da dermatologia. Todos os pacientes terão acesso aos resultados de seus 
exames no momento em que quiserem e com as explicações necessárias para seu entendimento. O 
paciente pode em qualquer momento não concordar em fazer os exames que serão pedidos; 
3 – Relação dos procedimentos rotineiros e como são realizados: Será realizada coleta 30 mL 
(seis colheres de sopa) de sangue, por punção periférica da veia do antebraço. Para coleta da 
biópsia de pele os pacientes receberão anestesia local, e serão obtidos 4mm de diâmetro da pele. As 
amostras serão enviadas para o laboratório para serem analisadas. Os mesmos exames serão 
realizados no grupo controle; 
4 – Descrição 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 
que passará em poucos minutos. Um dia após 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 será dado 1 ponto na cicatriz que formará após a biópsia da pele, 
e o paciente irá receber uma guia para retirada dos pontos em qualquer posto de serviço público.  
5 – Benefícios para o participante: Não há benefício direto para o participante;  
6 – Relação de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente 
pode optar: Você não é obrigado a realizar estes procedimentos se não quiser, e não sofrerá 
nenhuma penalidade caso não queira. Mesmo que não concorde em participar do estudo, você terá 
todos os benefícios de atendimento e de informações sobre novas descobertas com relação à 
doença. 
7 – Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 
responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de dúvidas. O principal investigador é a Dra. Valéria 
Aoki  
que pode ser encontrada no endereço: Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155, 5o. Andar, PAMB-
Dermatologia CEP: 05403-000, Telefone (11) 2661-6398. Se você tiver alguma consideração ou 
dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua 
Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel.: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069-6442 
ramal 26 – E-mail: cappesq@hcnet.usp.br;  
8 – É garantida: Você pode sair a qualquer momento do estudo e deixar de participar sem qualquer 
prejuízo à continuidade de seu tratamento no ambulatório de dermatologia da FMUSP;  
9 – Direito de confidencialidade: As informações obtidas serão analisadas junto com as 
informações de outros pacientes, não 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 compensações: Você não terá despesas pessoais em qualquer fase do estudo, 
incluindo exames e consultas. Também não terá beneficio financeiro pela sua participação. Se existir 
qualquer despesa adicional, ela sairá do orçamento da pesquisa; 
12 - Compromisso do pesquisador: Usar os dados e o material coletado somente para esta 
pesquisa;  
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 1 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas 
para mim, descrevendo o estudo “Avaliação de células dendríticas inflamatórias na dermatite atópica do 
adulto”.  

Eu discuti com a Dra. Valéria Aoki sobre a minha decisão em participar nesse estudo. Ficaram 
claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos que serão realizados, seus 
desconfortos e riscos. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho 
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar 
deste estudo e poderei sair do projeto a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem 
penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter , ou no meu atendimento neste 
Serviço. 

------------------------------------------------------------------------ 

Assinatura do paciente/representante legal Data         /       /        

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura da testemunha Data         /       /        

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

(Somente para o responsável do projeto) 

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

 

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do responsável pelo estudo Data       /       /        
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Anexo 3 – Quadro demográfico dos indivíduos 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 F 

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 
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Anexo 4. Critérios diagnósticos da dermatite atópica 

 

Nome:___________________________________RG:________________ 

 
 

Deve ter 3 ou mais características básicas: 

 

( ) Prurido 

( ) Morfologias e distribuição típicas: 

( ) Liquenificação flexural ou linearidade em adultos 

( ) Envolvimento facial e de superfícies extensoras em crianças 

( ) Cronicidade ou dermatite crônica reincidente 

( ) História pessoal ou familiar de atopia (asma, rinite alérgica, dermatite atópica) 

 

 

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

 

( ) Xerose 

( ) Ictiose 

( ) Hiperlinearidade palmar 

( ) Queratose pilar 

( ) Reatividade imediata a testes cutâneos (tipo I) 

( ) IgE sérica elevada 

( ) Início em idade precoce 

( ) Tendência a infecções cutâneas (especialmente S.aureus e herpes simples) 

( ) Imunidade mediada por células diminuída 

( ) Tendência à dermatite de mão ou de pé não específica 

( ) Eczema no mamilo 

( ) Queilite 

( ) Conjuntivite recorrente 

( ) Prega infraorbital de Dennie-Morgan 

( ) Ceratocone 

( ) Catarata subcapsular anterior e/ou posterior 

( ) Escurecimento orbital 

( ) Palidez facial/eritema facial 

( ) Pitiríase alba 

( ) Dobra anterior do pescoço 

( ) Prurido provocado pelo suor 

( ) Intolerância a fio de lã e solventes lipídicos 

( ) Acentuação perifolicular 

( ) Intolerância alimentar 

( ) Curso influenciado por fatores ambientais/emocionais 

( ) Dermografismo branco/branqueamento tardio 
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Anexo 5. Escore de gravidade - EASI  

Nome:___________________________________RG:________________ 

 
EASI 

  

 Área Sinais  

 envolvida Eritema Pápulas Escoriações Liquenificação 

Cabeça e pescoço 
  
         

MMSS 
  
         

Tronco 
 
          

MMII 
 
          

 
 

Adultos: 

 Cabeça e pescoço (C): 10% (0,1) 

 MMSS (MS): 20% (0,2) 

o Inclui axila externa e mãos 

 Tronco (T): 30% (0,3) 

o Inclui axila interna e virilha 

 MMII (MI): 40% (0,4) 

o Inclui nádegas e pés 

 

Porcentagem de área envolvida par cada uma das 4 regiões: 

 0 = nenhuma erupção 

 1 = < 10% 

 2 = < 10% – 29% 

 3 = < 30% - 49% 

 4 = < 50% 

 5 = < 70% - 89% 

 6 = > 90% - 100% 

 

Sinais: 

Eritema (E), Pápulas, edema (P), Escoriações (Ex), Liquenificação (L). 

 0 = nenhum 

 1 = leve 

 2 = moderado 
 3 = grave 

 

Total: 
Soma dos scores de gravidade x score da área x constante de cada região 
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