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RESUMO




Taniguchi, EAF. Caracterizacdo fenotipica e grau de ativacdo de células dendriticas
plasmocitdides ao estimulo in vitro com oligodeoxinucleotideos CpG na Urticaria
Cronica. [tese]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;
2010.91p.

INTRODUCAO: A urticaria cronica é caracterizada pelo aparecimento de placas
erit€émato-edematosas, pruriginosas que perduram por mais de seis semanas. A investigacao
da imunidade inata ¢ de grande importancia para a compreensdo da imunopatologia de
doencas dermatologicas cronicas como a Urticaria Cronica Idiopatica (UCI). Entre os
componentes da resposta inata, a avaliacdo das células dendriticas plasmocitoides (pDCs) e
sua capacidade de ativacdo por agonistas de Toll Like receptor 9 (TLR9) pode contribuir
para avaliar o desequilibrio imunolégico encontrado na UCI. OBJETIVOS: Investigar a
imunidade inata em pacientes com UCI e os mecanismos envolvidos na modula¢do da
produgio de IFN-a por pDCs induzida pela ativagdo do TLR9. METODOS: A secregio de
IFN-a e IL-10 por leucdcitos de pacientes UCI (n=26) e individuos normais (Co, n=50)
induzida pelo agonista de TLR9, CpGA (1.0 e 2.0uM), ou IL12p40 induzida pelo ODN
inibitério (ODN S) foi realizado por ensaio imunoenzimatico. Quantificacio de pDCs em
sangue periférico, expressdo de moléculas coestimulatdrias, expressao intracelular de IFN-a
por pDCs e fosforilagdo de STAT (1 e 4) foram analisados por citometria de fluxo.
Expressao do mRNA de TLR9Y e fator regulador de interferon-7 foi realizado por real time
PCR. A presenga da pDC (CD123+) em lesdes de pele de pacientes UCI foi avaliada por
imunoistoquimica. RESULTADOS: Os resultados mostraram uma diminui¢do na
producdo de IFN-a e IL-10 por leucocitos de pacientes UCI apds estimulo com CpGA. O
estimulo com ODN S induziu a producdo de IL12p40 e suprimiu ainda mais a produgdo de
IL-10 e IFN-a induzida pelo CpGA, até 98% de inibi¢do. O niimero de pDCs no sangue
periférico e a capacidade de ativagdo da pDC nos pacientes, avaliada pela expressdo de
moléculas co-estimuladoras foi semelhante aos individuos normais. Além disto, foram
detectadas raras pDCs nas lesdes de pele dos pacientes. Um aumento constitutivo da
fosforilagdo de STAT1 foi detectado em linfocitos ndo estimulados de pacientes UCI
associado a uma diminuicdo da expressdao de mRNA de TLR9 apos estimulo com CpGA e
alterada expressao de mRNA de IRF-7, que podem contribuir para a baixa producdo de
IFN-a. CONCLUSAQ: Os achados mostram uma inibi¢do na produgio de IFN-a via
TLRY, tendo como alvo a pDC e sua participacdo na resposta inata na Urticaria CrOnica.

Descritores: 1. Urticaria Cronica Idiopatica, 2. Imunidade Inata, 3. Interferon alfa, 4.
Receptores celulares



SUMMARY




Taniguchi, EAF. Phenotypic characterization and degree of activation of
plasmacytoid dendritic cells induced by oligodeoxynucleotides CpG in Chronic
Idiopathic Urticaria [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2010.91p.

INTRODUCTION: Chronic urticaria is a skin disorder characterized by recurrent and
transitory itchy weals occurring regularly more than 6 weeks. The investigation of the
innate immunity is an important parameter to understand the immunopathology of chronic
dermatological diseases, such as Chronic Idiopathic Urticaria (CIU). Among the innate
immune components, such as plasmacytoid dendritic cells (pDC) and their functional study
activation thorough TLR-9 ligand could contribute to evaluate the immunologic
disequilibrium founded in the CIU. OBJECTIVES: We decided to investigate innate
immunity in CIU and the mechanisms implicated in the modulation of IFN-a production
by pDCs upon TLR9 activation. METHODS: The secretion of IFN-a and IL-10 secretion
by leucocytes of patients with CIU (n=26) and healthy control (HC, n=50) induced by
TLR9 ligand, CpG type A (1.0 and 2.0uM), or IL12p40 secretion induced by inhibitory
ODN (ODN S) was assessed by enzyme-linked immunosorbent assay. Enumeration of
pDC, coestimulatory molecules expression, intracellular IFN-a expression, and STAT (1
and 4) phosphorylation were assessed by flow cytometry. TLR9 and interferon regulatory
factor-7 mRNA transcripts were evaluated by real-time PCR. The presence of pDCs
(CD123+) in the skin lesion of patients with CIU were assessed by means of
immunohistochemistry staining. RESULTS: The findings showed a decreased IFN-a and
IL-10 secretion by leucocytes of CIU patients induced by CpGA. Inhibitory ODN was able
to induce IL12p40 and further inhibited the IFN-a secretion in both HC and patients
achieving up 98% inhibition. A normal pDC percentage and degree of activation by
costimulatory molecules expression was observed in CIU in patients was similar to control
group. Moreover, rare presence of pDCs was detected in the skin lesion of patients. An
increased constitutive STAT1 phosphorylation on non-stimulated lymphocytes and CpGA
activation induced a down-regulation of TLR9 mRNA transcripts associated with altered
IRF-7 along the time of CpG activation which may contribute to the decreased IFN-
a secretion. CONCLUSIONS: Altogether, the findings showed an impaired IFN-o
secretion via TLR-9, implicating innate immunity through pDCs as target in Chronic
Urticaria.

Descritores: 1. Chronic Idiopathic Urticaria, 2. Innate Immunity, 3. Alpha Interferon, 4.

Celular receptors



l. INTRODUCAO




I. INTRODUCAO

URTICARIA CRONICA IDIOPATICA

A urticaria ¢ uma das afecgdes dermatoldgicas mais comuns, que afeta cerca de
15-25% da populagio. E caracterizada pelo aparecimento de lesdes/urtica, evanescentes,
que cursam com ou sem angioedema. Estes sinais clinicos sdo acompanhados de prurido
que piora a noite, que geralmente desaparecem em 24 horas. A urticaria ¢ classificada
de acordo com a duragdo do quadro, considerada aguda quando os sintomas perduram
menos que 6 semanas, cronica quando a duragdo dos sintomas ¢ maior que 6 semanas ¢
episddica quando a afec¢do acomete intermitentemente.

A urticaria cronica acomete aproximadamente 0,1% da populagdo, e é capaz de
reduzir significativamente a qualidade de vida dos pacientes (O’Donnel et al., 1997,
Sabroe et al., 1999). E gerada pela desgranulagio cutanea de mastdcitos e/ou baséfilos
que liberam potentes mediadores vasoativos que causam aumento da permeabilidade
capilar de pequenas veias resultando na formacdo de papulas (Ring et al., 1999). O
prurido ¢ a dor sdo conseqiiéncias da estimulacio dos nervos sensoriais. A
desgranulagdo das células inflamatorias € atribuida a causa imunoldgica (auto-imune,
IgE, imunocomplexo, complemento), ndo imunoldgica (pseudoalérgenos como
medicamentos) e idiopatica (Hein, 2002).

Na UC ha evidéncias de que 45% dos pacientes apresentam etiologia autoimune
e cerca de 55% permanecem com etiologia desconhecida e sdo considerados idiopaticos

(UCI). Cerca de 35 a 40% dos pacientes apresentam autoanticorpos contra a cadeia a do

receptor de alta afinidade para IgE (FceRI), enquanto que 5 a 10% apresentam IgG anti-



IgE capaz de promover a liberagdo de histamina de mastdcitos e basofilos (Kaplan &
Greaves, 2009)

O teste cutaneo realizado com o soro autdlogo, denominado teste intradérmico
de soro autdlogo (ASST, autologous serum skin test) evidencia a presenga dos
autoanticorpos anti-FceRI e/ou anti-IgE pela desgranulacdo de mastocitos da pele e
formag¢dao de papulas. Este teste tem sido recomendado como triagem nos casos
suspeitos de UC (Sabroe et al., 1999) e possui sensibilidade e especificidade de 65 a
81% e 71 a 78%, respectivamente (Greaves, 2003).

O ensaio de liberagdo de histamina ¢ considerado teste padrao de laboratorio
para o diagnostico e avaliacdo de UC de origem auto-imune. H4 uma correlagdo positiva
dos pacientes com ASST positivo que apresentam o teste in vitro de libera¢do de
histamina positivo, enquanto que ndo ha liberagdo de histamina em pacientes com
ASST negativo (Niimi et al., 1996).

Na UC, outros autoanticorpos podem ser detectaveis, tais como os reativos a
tecidos tireoidianos, o que sugere associacdo desta patologia com a doenca auto-imune
da tiredide (Dreskin e Andrews, 2005). A prevaléncia de autoanticorpos anti-tire6ide na
UC tem sido estimada como 12 a 29% (Doutre et al., 2006). Além disto, a evidéncia de
doenca auto-imune da tiredide e funcdo anormal tireoideana ¢ mais encontrada em
pacientes com teste de soro autdélogo positivo, o que corrobora com a teoria da etiologia
auto-imune da UC. Entretanto, estes autoanticorpos anti-tiredide ndo parecem ser os
agentes causadores diretos da UC. Altos titulos de anticorpos anti-nuclear foram
observados em 2% de criangas (4-15 anos) com UC. Nao foi observada a presenca de
anticorpos anti-tireoglobulina e anti-microssomal e o ASST foi positivo em 38% dos

casos (Jirapongsananuruk et al., 2009).



Recentes estudos t€ém como foco diagnostico e tratamento na UCI (Kaplan,
2007) assim como a compreensdo do papel dos basofilos e mastocitos e de fatores da
coagulacdo na patogenia da doenca (Saini, 2009).

Os basofilos tém sido frequentemente implicados no desenvolvimento da UCI
(Eckman et al., 2008). A basopenia encontrada em pacientes com UCI é inversamente
relacionada a gravidade da doenga (Gratan et al., 2003). Uma das possiveis explicagdes
seria o recrutamento dos basofilos para a pele (Caproni et al., 2005) visto que, basofilos
sdo encontrados em bidpsias de pele, lesionada ou ndo, de pacientes com UCI. Outra
possibilidade seria a desgranulagdo destes basofilos por fatores circulantes presentes no
soro de pacientes com UCI, capazes de ativar basofilos e mastdcitos. Neste contexto,
moléculas de ativacdo presentes na superficie de baséfilos servem como marcadores
capazes de avaliar o grau de ativacdo celular em individuos atopicos e pacientes com
UCI. Foi demonstrado que os marcadores de ativacdo e desgranulacdo como CD63 e
CD203c estao aumentados nos basofilos de pacientes com UCI, e que sdo hiperreativos
a IL-3, na resposta ao anticorpos anti-IgE (Lourengo et al., 2008). Outros estudos
demonstraram uma alterada expressdo de moléculas envolvidas na liberacdo de
histamina apés sinaliza¢do via FceRI (spleen tyrosine kinase — Syc) ou das moléculas
SHIP1 e SHIP2 (Src-homology 2 contendo 5’ inositol fosfatase) envolvidas na inibi¢dao
da ativacdo (Macglashan, 2007). Uma diminui¢do dos niveis da proteina SHIP1 foi
observada em pacientes com UC respondedores ao estimulo com anti-IgE enquanto que
aumento na liberacdo de histamina em pacientes nao respondedores correlacionou com
aumento dos niveis de SHIP1 e SHIP2 (Vonakis et al., 2007).

Recentemente, estudos verificaram o envolvimento de fatores da cascata de
coagulagao e fibrinolise no resultado do teste de soro autdlogo (ASST). O soro autélogo

de pacientes com UCI quando injetado intradermicamente ¢ capaz de induzir a liberagao



de histamina mesmo quando ha deplecdo de IgG, o que sugere que outros fatores
circulantes, além de autoanticorpos contra o FceRI ou a IgE podem estar envolvidos na
patogenia da doenca (Asero et al., 2007). Takahagi e colaboradores (2009)
demonstraram correlagdo positiva entre produtos de degradacdo da fibrina, d-dimero e
proteina C reativa em pacientes com UC.

O perfil de produ¢do de citocinas na UC, em pacientes com ou sem
autoanticorpos anti-FceRI, ndo sdo conclusivos, mas indicam um desequilibrio na
produgdo de citocinas. Produgdo diminuida de IL-2, IFN-y e de IL-4 pelas células
mononucleares estimuladas com PHA, principalmente no grupo ASST positivo, foi
descrito, sugerindo modulac¢do negativa das células Th1/Th2 na UC (Confino-Cohen et
al., 2004). Significativa diminui¢do na producdo de IL-12 e IFN-y foi detectada em
pacientes com UC, mesmo quando sub-divididos quanto ao ASST (Piconi et al., 2002).
Em paralelo, ha aumento na producao de IL-10 e TNF-a em resposta a mitdgenos como
a fitohemaglutinina e lipopolissacaride nos pacientes com UC em relagdo ao grupo
controle (Piconi et al., 2002). Nossos resultados prévios, mostraram que na UCI, hd um
aumento dos niveis circulantes de citocinas pré-inflamatoérias como TNF-a, IL-10, IL-
12p70, e IL-6 associados a um desequilibrio na produgdo de citocinas induzidas pela
PHA, como a IL-2, IL-17a e IL-10 (Dos Santos et al., 2008). Alteracdes estas
observadas, independente do ASST, ou seja, acometendo a maioria dos pacientes com
UCI. Estes dados salientam o conceito de desequilibrio da produgdo de citocinas na
UCI, possivelmente decorrente de alteragdes na producdo de citocinas com potencial
regulatorio.

A compreensdo do papel desempenhado por diversos tipos celulares, o
envolvimento dos fatores da coagulagdo e das citocinas na doenca pode contribuir ao

estudo da imunopatogénese da UC. Desta forma, o estudo in vitro de agentes



imunomoduladores capazes de interferir na ativacao das células envolvidas na resposta
imune inata, ¢ na producdo de citocinas pode trazer perspectivas para o estudo de
doengas de carater inflamatdrio cronico, como estratégia de imunomodulagdo, seja

ativando ou inibindo o excesso de ativagao imunologica.

AGENTE IMUNOMODULADOR: OLIGODEOXINUCLEOTIDEOS CpG

Agentes imunomodulatorios, tém sido utilizados como adjuvantes vacinais ou
para estimular a capacidade da resposta imune adaptiva por ativar os componentes de
resposta inata. Estes agentes incluem uma nova classe denominados de CpG DNA
freqlientemente estudados na forma de oligodeoxinucleotideos (ODN) sintéticos (ODN
CpG). O CpG contém uma seqiiéncia especifica composta de um dinucleotideo
citosina-guanina (CG) ligada através de uma ponte de foésforo (CpG), que ativa
diretamente mondcitos, macrofagos e células dendriticas a produzirem citocinas e
quimiocinas e sdo considerados potentes indutores de resposta Thl. Diferentes tipos de
CpG vém sendo estudados, podendo exercer atividades estimulatorias ou inibitérias no
sistema imunolégico. Estudos experimentais vém demonstrando uma ampla atividade
imunomodulatéria do CpG em tumores, em processos infecciosos e na alergia, trazendo
perspectivas de aplicagdes terapéuticas (Krieg et al., 2002).

Estas sequéncias de DNA bacteriano, sdo reconhecidas por receptor especifico
para o CpG denominado Toll-Like 9 (TLR9). Sdo pertencentes a uma familia de 11
receptores que medeiam o reconhecimento de padrdes moleculares associados aos
patogenos (PAMPS) (Janeway et al., 2002). O CpG, estéa presente no DNA de bactérias,
virus e retrovirus na forma ndo metilada em proporcdo vinte vezes maior do que nos

vertebrados. A ativacdo do TLR-9 induz uma cascata de sinalizagdo que envolve as



moléculas MyD88, IRAK, TRAF-6 e resulta na ativacdo de MAP quinases ¢ NF«B

(Bauer S & Wagner H, 2002).

Os ODN-CpG sintéticos sdo classificados com base em suas acdes modulatorias
em trés diferentes classes: 0 CpG A, que induz a secre¢ao de IFN-a pelas pDCs, o CpG
B que possui capacidade estimulatéria em células B e o CpG C que combina ambos 0s

CpGs A e B (Hartmann et al., 2003).
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Figura 1: CpG-DNA, reconhecimento via TLR-9 (Klinman, 2004)



O estimulo com ODN CpGA (2216) induz a producao de altas concentragdes de
[FN-a pela pDC e aumento da expressao das moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86
e de moléculas de classe II do MHC e ndo exercem efeito sobre as células B (Kerkmann
et al., 2003). Por outro lado, o estimulo com CpGB (2006) ativa as cé¢lulas B resultando
no aumento de expressdo de moléculas de classe II do MHC e co-estimulatdrias e induz
a secrec¢ao de IL-8 e TNF-o (Hemmi et al., 2003). A produgdo de IFN-a induzida pelo
CpGA pode ser controlada por um mecanismo de feedback positivo que envolve a
sinalizacdo via receptor de IFN-aff (IFN-oBR), com conseqiiente recrutamento,
fosforilacdo e heterodimerizagdo de STATI e STAT2 que se associa ao IRF9 para
formar o complexo STAT1/2:IRF9 também chamado ISGF3. O ISGF3 ¢ translocado
para o ndcleo e induz a transcricdo de muitos genes, amplificando a produ¢do de IFN-
ofy (Platanias et al., 2005). A familia STAT compreende sete fatores de transcrigdo:
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA, STATSB e STAT6. O STAT1 foi
inicialmente identificado como mediador da resposta celular para IFN-o e
posteriormente passou a ser conhecido como o maior componente para a resposta para
IFN-y (Najjar 1. et al., 2010). O STAT4 ndo ¢ normalmente considerado como um fator
envolvido na via de sinalizacdo para Intérferons do tipo I. Possui papel importante no
crescimento e diferenciagdo de células Thl, sendo recrutado e fosforilado apds estimulo
com IL-12. Induz citocinas como IFN-y e TNF-a e ¢ ativado apds a ligacdo de
intérferons do tipo 1 com IFNR. Desta forma ¢ capaz de fazer uma interligacdo entre as
vias de sinalizacdo dos intérferons do tipo I e II (Gestermann et al., 2010).

O efeito do CpG sobre o sistema imune ndo necessariamente precisa ser
estimulatério, algumas seqiiéncias de oligonucleotideos podem ser usadas para inibir as
respostas imunes (Krieg et al., 1998). Varias seqiiéncias de DNA inibitérios tém sido

avaliadas quanto a sua especificidade, vias de sinalizagdo e mecanismos de supressao da



ativacdo via TLRY9 (Ashman et al, 2004). Os oligonucleotideos 2114
(TCCTGGAGGGGAAGT) e 2088 (TCCTGGCGGGGAAGT) foram identificados
como potentes inibidores da sinalizagdo induzida pela interacdo com o TLRY em
camundongos (Stunz et al., 2002). Em camundongos, ODNs inibitorios sdo capazes de
bloquear as vias de sinalizagdo de NFkB, MAPK e NF-IL-6 (Ashman et al., 2004). A
producdo de IFN-a pode ser inibida in vitro por antagonistas como o0 ODN TTAGGGG
(Gursel et al., 2003) ou por inibidores da acidificagdo endossomal como a cloroquina
(Macfarlane e Manzel 1998).

Recentemente foi proposto que os ODNs inibitorios podem ser divididos em
quatro grupos que variam de acordo com sua especificidade pelo TLR9, competi¢ao
pela captura celular pelo ODN, capacidade de ligagao ao TLR9 e efetivagdo da ativacao
(Trieu et al., 2006). Em modelo experimental de encéfalomielite auto-imune a utilizagao
de uma seqiiéncia de oligonucleotideos imunomodulatéria foi capaz de inibir a ativagao
de células Thl associadas ao distarbio auto-imune, suprimindo a gravidade da doenca
(Ho et al., 2003).

Em humanos, os CpGs tém sido utilizados sozinhos ou em combina¢do com
vacinas, anticorpos ou alérgenos em estudos clinicos explorando sua capacidade
imunomodulatéria (Klinman, 2004), com grande potencial para a utilizacdo no
tratamento de desordens auto-imunes (Lenert, 2005). Os CpGs sdo capazes de inibir a
ativacdo via TLR-9 por um mecanismo até agora desconhecido. Foi demonstrado que os
CpGs imunomodulatorios podem afetar a ativacdo das células Thl através da inibi¢ao
de STATI, 3 e 4 (Shirota et al., 2004), além de inibir a proliferagdo e secrecao de IL-6
por linfocitos B e bloquear a producdo de IFN-a e IL-12 por pDCs estimuladas por

CpGs estimulatorios (CpG A, B e C) (Duramad et al., 2005).



Até o momento ndo ha descri¢do de estudos que relatam o uso de CpG in vitro
seja de potencial inibitério ou estimulatério na resposta imune na UC, este fato seria

interessante considerando o conceito de disturbio imunolégico descrito na UC.

PARTICIPACAO DAS CELULAS DENDRITICAS PLASMOCITOIDES NA
RESPOSTA AO OLIGODEOXINUCLEOTIDEO CpG

O uso de oligonucleotideos sintéticos contendo motivos CpG que mimetizam o
DNA bacteriano, evita o uso de bactérias inativadas ou produtos do mesmo, permitindo
sua utilizacdo como adjuvante vacinal (revisto por Krieg, 2002). O CpG atua direta ou
indiretamente em varias populagdes celulares, e sdo considerados potentes indutores de
ativacdo de APCs. As DCs sdo APCs profissionais e exercem um papel central na
iniciagdo da resposta imune aos antigenos, estimulando tanto as células CD4+ e CD8+
naive. As DCs imaturas ap6s a estimulagdo com lipopolissacarideos, citocinas ou outros
estimulos aumentam a expressdo de moléculas de MHC-II e de moléculas co-
estimulatérias, tornam-se células maduras capazes de apresentar Ags e ativar os
linfocitos T com extraordindria eficiéncia.

Populagoes distintas de DCs imaturas podem ser caracterizadas como mieldide
ou linféide, de acordo com a sua origem. As células dendriticas mieldides (mDC) tém o
fenotipo CD11c¢+/CD123-, secretam IL-12 e uma grande variedade de citocinas e
quimiocinas em resposta aos PAMPs (Banchereau e Steinman, 1998). Estas células sdo
semelhantes as DCs derivadas de monocitos, que sdo geradas in vitro ap6s estimulo dos
monocitos com GM-CFS e IL-4 (Sallusto e Lanzavecchia, 1994). Outra populagdo de
DCs sdo chamadas de células dendriticas plasmocitdides e foram inicialmente
caracterizadas como uma populacio imatura, CDllc-, chamadas de pré-pDCs

(precursoras das pDCs). Esta populacdo ¢ distinta das mDCs CD11c+, possuem o
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fenotipo CDI11¢-/CD123+/CD303+(BDCA2)/CD304+(BDCA4) e correspondem
quantitativamente a 1,4% das células mononucleares do sangue periférico (Sandberg et
al., 1991). Os marcadores BDCA-2 ¢ BDCA-4 sdo restritos as pDCs humanas no
sangue periférico e medula éssea (Dzionek et al., 2001).

As pDCs s3o conhecidas por sua extraordinaria capacidade de produzir altos
niveis de IFN-a em resposta a DNA ¢ RNA viral tdo bem como aos agonistas sintéticos
de TLRY e 7. Tém sido descrito que 60% dos genes necessdrios para a sintese de IFNs
do tipo I e III sdo expressos por pDCs ativadas (Ito et al., 2006). Além de grandes
produtoras de IFN-a (3-10 pg/célula em resposta @ um potente estimulo como HSV-1),
pDCs também produzem IFN- 3 (em menor quantidade), tdo bem como outros tipos de
IFNs do tipo I que sinalizam através do mesmo receptor IFNa/p, incluindo IFN-k e

IFN-o (Ito et al., 2006; Izaguirre et al., 2003).
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Figura 2: Produgdo de IFN-a por pDCs em resposta ao CpG (Guiducci, 2008).
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As pDCs também podem produzir citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e
IL-6 em infecgdes virais. O TNF-a € responsavel em parte, pela maturagdo da pDC
(Jego et al., 2003). Quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10 e IL-8, que sdo
predominantemente do tipo CXCR3, podem ser produzidas em resposta a virus e sdo
capazes de recrutar células NK e células T ativadas (Megjugorac et al., 2004; Bendriss-
Vermare et al., 2005). Em adicdo, as pDCs expressam CXCR3, CXCR4 e CCRS ¢ sao
capazes de migrar em resposta a SDF1 e outras quimiocinas (Vanbervliet et al., 2003).

As pDCs podem ser ativadas por virus e bactérias, através de mecanismos do
sistema imune inato que envolvem os TLR. Em humanos as pDCs expressam TLR7 ¢
TLRO, presentes em vesiculas intracelulares (Hemmi et al., 2002; Krug et al., 2001) e a
exposicdo aos agonistas sintéticos de TLR7 (componentes de imidazoquinoline ou
analogos da guanosine) e TLR9 (CpG), induz a secrecdo de IFN-a e citocinas pro-
inflamatoérias (Tilton et al., 2008). Além disto, induz maturacao e diferenciagdo celular,
e aumento de moléculas coestimulatorias como CD80, CD86 e CD40 (Akira, 2001).
Visto que os receptores TLR7 e TLRY estdo presentes em compartimentos endossomais,
as pDCs possuem receptores capazes de internalizar virus ¢ DNA bacteriano. Fazem
parte deste grupo de receptores as lectinas do tipo C como o BDCA-2 e o receptor de
manose, sendo que o bloqueio destes receptores por anticorpos ¢ capaz de prevenir a
producao de IFN-a pelas pDCs (Dzionek et al., 2001; Fanning et al., 2006). Em adicao
as lectinas do tipo C, virus opsonizados e imunocomplexos contendo DNA ou RNA
(como ocorre no Lupus) podem entrar na pDC através da interacdo com o FcyRII
(CD32), que estimula a produgdo de IFN-o através do TLR9 e 7 contribuindo para a
ativagdo autoimune (Bave et al., 2003). Foi demonstrado que a proteina HMGBI1 (high-
mobility group box 1), liberada por células necréticas, ligada ao CpGA resultou em

aumento de IFN-a via TLR9. A HMGBI1 também pode ser liberada pela pDC apods
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estimulo com CpG, regulando a produc¢do de IFN-a e maturagdo da pDC de forma
autocrina (Dumitriu et al., 2005).

Nos compartimentos endossomais ocorre o reconhecimento do DNA e RNA
(viral ou bacteriano) pelos TLR 7 ou 9 que sdo expressos constitutivamente em altos
niveis em pDCs murinas e humanas (Kadowaki et al., 2001). Entretanto, a expressao de
TLRY ndo ¢ o suficiente para explicar os altos niveis de IFN-a produzidos pelas pDCs.
Honda e colaboradores (2005) sugerem que a habilidade da pDC de reter o CpG por
mais tempo no compartimento endossomal, a diferencia dos outros tipos celulares.

A producdo de IFN-a induzida pelo CpGA depende do mecanismo de
sinalizacdo que conecta TLR-MyD88, sendo que os fatores regulatorios de intérferons
(IRF) tém um papel importante na regulagdo da transcri¢do dos genes de IFN-o e IFN-
B. As pDCs expressam constitutivamente a maioria dos genes de IRFs e altas
concentragdes de mRNA para IRF5 e IRF7, responsaveis pela rapida sintese de IFN-a
(Kerkmann et al., 2003; Takauji et al., 2002). Assim, o fator MyD88 recruta a molécula
adaptadora TRAF6, ativando a transcrigdo de NF-«xB (Kawai et al., 2004). Na
sinalizacdo via TLR7/9 ¢ essencial a participa¢do do IRF-5 e IRF7, embora tenha sido
observado que camundongos deficientes de IRF5 produziram quantidades normais de
IFN-a ap6s estimulo com CpGA enquanto que o IRF7 foi totalmente necessario para a
produgdo de IFN-a pela pDC (Takaoka et al., 2005).

Uma vez ativadas pelos ligantes TLR 7/9 as pDCs aumentam a expressdo de
moléculas coestimulatdrias bem como moléculas de MHC classe I e II. Apds maturagdo
as pDCs perdem a capacidade de produzir IFN-a e ganham a capacidade de apresentar
antigenos. Enquanto que a maior parte dos estudos mostram que as mDC sdo melhores

apresentadoras de antigenos que as pDCs, outros estudos t€ém demonstrado a habilidade

da pDC como APC para as células T CD4+ e TCD8+ (Lui et al., 2009). As pDCs
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estimuladas por CpGA ou CpGB foram capazes de ativar células TCD8+ de memoria
enquanto que o CpGB foi mais eficiente que o CpGA na capacidade de ativar células T
CDS8 naives (Rothenfusser et al., 2004).

Na UC, doenga que leva a liberagdo de mediadores pré-formados e recém
sintetizados de mastocitos e basdfilos pode influenciar na maturagdo ¢ no estado
funcional da DC. Estes aspectos da resposta inata, envolvendo a acdo do CpG ¢ a
capacidade funcional das pDCs, ainda ndo estudados na UCI, s3o de grande interesse

para a compreensao da imunopatogénese da doenca.

JUSTIFICATIVA

Até o momento ndo ha descricdo sobre a resposta imune gerada pelo agonista de
TLR-9, o CpG, bem como o efeito modulatéorio de ODN supressor na UC. A
participacdo das células envolvidas na resposta inata em resposta a ativacao via CpG e
dos fatores que influenciam a geracdo da resposta adaptativa sdo parametros
imunolégicos importantes para serem elucidados na Urticéria Cronica.

Diante dessas evidéncias, o0 CpG pode representar um importante candidato para
imunomodula¢do da resposta imunoldgica, portanto, ¢ necessario avangar no estudo das
células dendriticas plasmocitdides e dos fatores que possam interferir na sua atividade

funcional na UCI.



II. OBJETIVOS
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II. OBJETIVOS

Objetivo Geral

A proposta do estudo foi avaliar o perfil de resposta imune inata na Urticaria
Cronica Idiopatica (UCI) pela capacidade imunomodulatoria in vitro do agonista do
receptor Toll-like 9, o oligodeoxinucleotideo contendo motivos CpG, na producdo de

citocinas e na ativacao das células dendriticas plasmocitéides (pDC).

Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade de resposta dos leucocitos ao estimulo in vitro com CpGA
na produgdo de citocinas (IFN-a, IL-12p40 e IL-10) e do efeito inibitorio do
ODN-supressor na producao de citocinas induzidas por CpGA (IFN-a e IL-10),

e Avaliar a via de sinalizagdo para a producdo de IFN-o pela expressdo
intracelular de STAT 1 e STAT 4 fosforilada e expressdo de mRNA para TLR9
¢ IRF-7 em células mononucleares apds estimulo in vitro com CpGA,

e Quantificar as pDCs (Linl-, CD304+, CDI23+, CDllc-) em células
mononucleares do sangue periférico, avaliar a expressdo de moléculas co-
estimuladoras e de ativagao (CD80, CD86, CD40) e a expressdo intracelular de
IFN-a., apos estimulo in vitro com CpG,

e (aracterizar a presenca das pDCs em biopsias de pele de pacientes com UCI.



II1. CASUISTICA
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111. CASUISTICA

Foram selecionados pacientes com quadro de urticaria cronica idiopatica (UCI),
com sintomas recorrentes acima de seis semanas de duragao, do Ambulatorio de Urticaria
do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
USP. Foram incluidos 26 pacientes com UCI, sendo 24 mulheres e 2 homens, mediana de
52 anos, com variagdo de 22 a 68 anos. Os pacientes e individuos controles foram
informados ao termo de consentimento e livre esclarecido para posteriormente serem
incluidos no estudo. Os doentes foram submetidos a exames laboratoriais gerais de acordo
com a rotina de atendimento do Ambulatorio. Este projeto foi aprovado pelo comité de
¢tica do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo (CAPPesq n°® 0569/07).

O grupo controle foi composto por 50 individuos sadios, sendo 44 mulheres e 6

homens, mediana de 43,5 anos, com varia¢ao de 21 a 68 anos, sem historia de UCI.

Critérios de excluséo

Pacientes com evidéncia clinica de urticaria-vasculite e urticaria fisica, constituiram
critérios de exclusdao. O uso de medicacdo immunosupressora e/ou de anti-histaminicos foi
suspenso por pelo menos 48 horas antes da coleta da amostra para a realizacao do teste de

soro autologo (ASST).



IV. MATERIAIS E METODOS
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Oligodeoxinucleotideos:

Oligodeoxinucleotideos (ODN) CpG com fosforotioato e/ou fosfodiéster, como descrito
por Krieg et al. (1995), Shirota et al. (2004) foram sintetizados pela Eurofins MWG
Operon (Huntsville, AL, EUA). Os ODNs utilizados estio listados a seguir. As letras
maitsculas e minusculas indicam ponte fosforotioato e fosfodiéster, respectivamente, na
posi¢do 5°.

A) ODN-CpG A 2216: 5° - ggGGGACGATCGTCggggeG - 3’

B) ODN-Controle A 2243 : 5’ - ggGGGAGCATGCTCggggegG- 3’

C) ODN-S A151: 5°- TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG -3’

D) ODN-Controle S 1612: 5’- GCTAGAGCTTAGGCT- 3°

2. Indugio de citocinas in vitro por oligonucleotideos CpG:

Para verificar o efeito do ODN-CpG A na producdo de citocinas (IFN-a, IL-
12p40, IL-10), e a capacidade modulatoria do ODN-S (ODN-supressor) na indugdo de
citocinas por ODN-CpGA, leucdcitos foram obtidos de sangue periférico e estimulados
com variadas concentracdes molares de cada ODN ou com a associagdo dos ODNss.

Para tal, os leucécitos foram obtidos a partir de 10 mL de sangue periférico em
EDTA acrescentado 2mL de solu¢do de NaCl 0.15 M contendo 5% de dextran (Sigma-
Aldrich) e 3% de glicose (Sigma). Apods sedimentacdo por 90 minutos a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi removido e a suspensdo celular lavada por centrifugagdo
em tampao PBS- 0,3% SAB (soro albumina bovina) e SmM de glicose (Sigma) pH 7.4

por duas vezes. As células foram ressuspensas em 1,0mL de meio de cultura RPMI-
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1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado (Hyclone III, Lotan CT,
EUA), quantificadas e a viabilidade avaliada com corante vital Azul de tripan.

Os leucocitos obtidos foram distribuidos em 100uL/por orificio (5,0x10°
células/mL) em microplaca de 96 orificios (Costar, Cambridge, MA, EUA), na presenca
de 100uL de meio de cultura ou de ODN-CpG A (2216, nas concentragdes 0.25, 0.50, 1
e 2uM), ODN-supressor (A151, 0.25, 0.50, 1 e 2uM) e respectivos ODNs controles,
ODNA (2243, 0.25, 0.50, 1 e 2uM), ODNS (1612, 0.25, 0.50, 1 e 2uM). Em outros
orificios os leucocitos foram estimulados com ambos os ODNs, CpGA (1 e 2uM) e
ODN-supressor (1 e 2uM) por 48 horas a 37°C. Os sobrenadantes das culturas foram

coletados e estocados a —70° C para posterior dosagem de citocinas por ELISA.

3. Obtenciao de células mononucleares (CMN) do sangue periférico:

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

Azul de tripan.

4. Avaliacio da via de sinalizacao para a producio de IFN-a:
A via de sinalizacdo para produ¢do de IFN-a foi avaliada pela fosforilagdo de

STAT1 e STAT4 apods estimulo com CpGA e ODN controle. As CMN foram lavadas
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em meio de cultura RPMI-1640 (Inlab, BR) suplementado com gentamicina (10 pg/mL)
por centrifugagdo, quantificadas em contador automéatico (Cell Dyn 1400, Abbot) e a
viabilidade celular foi observada com auxilio do corante Azul de tripan. Posteriormente
as CMNs (2x10%/500pl) foram incubadas com 2uM de ODN-CpG A (2216), ou do
ODN controle, ODN (2243) em microplacas de 24 orificios (Costar) por 4 horas a 37°C.
Inicialmente foi realizada uma cinética de fosforilagcdo dos fatores de transcri¢do nos
tempos de 1, 2, 4, 6 ¢ 24 horas apo6s estimulo com CpGA. Apos os ensaios de
padronizagdo escolheu-se o tempo de 4 horas de cultura.

Permeabiliza¢do: As células foram coletadas, lavadas com PBS Ix por 10
minutos a 1100 rpm e fixadas com 300ul de paraformaldeido 4% por 10 minutos a
37°C. Apos este periodo as amostras foram centrifugadas, adicionou-se 1 ml de metanol
90% gelado e incubou-se no gelo por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
preenchidos com PBS e centrifugados por 5 minutos a 1200 rpm. Apods descarte do
sobrenadante, adicionaram-se 100ul de PBS 2% de soro fetal bovino e incubou-se a
suspensao por 15 minutos a temperatura ambiente para reidratagao.

Marcacao intracelular: Apos reidratacdo acrescentou-se 200ul de tampao de
lavagem (PBS 1x, 2% de soro fetal bovino) e centrifugou-se a suspensdo por 5 minutos
a 1200 rpm.Ressuspendeu-se o sedimento celular e acrescentou-se Sul de Alexa-Fluor
488 mouse anti-STAT1 (pY701) (BD, Becton Dickinson, NJ, EUA) ou Alexa-Fluor 488
mouse anti-STAT4 (pY693) (BD, Becton Dickinson, NJ, EUA). Incubou-se a
suspensao por 30 minutos em geladeira e no escuro. Apos este periodo as células foram
centrifugadas em tampao de lavagem e ressuspendidas em solug@o isotdnica. O niimero
relativo de cada populagdo avaliado pela aquisicdo de 10.000 eventos em aparelho de
citometria de fluxo (Coulter-Epics) utilizando o programa System II Versdo 3.0

(Beckman Coulter, Inc- USA).
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5. Caracterizaciio e quantificacido de células dendriticas plasmocitoides (pDC) em
sangue periférico, analise de ativacdo das pDCs por estimulo com CpG e inducio
da expressao intracelular de IFN-a :

As pDCs foram analisadas quanto ao nimero e grau de ativagdo, pela expressao
de moléculas e producao de citocinas em resposta ao estimulo pelo CpGA. Inicialmente
as pDCs foram caracterizadas ¢ quantificadas (CD304+, CD11c-, CD123+) em células
mononucleares (CMN) do sangue periférico por citometria de fluxo (Coulter- Epics XL,
Miami, FL, USA).

Para quantificagdo das pDCs, células mononucleares (CMN) foram obtidas do
sangue periférico heparinizado (10 mL), diluidas, volume a volume, em solugdo
fisiologica e centrifugada por 20 minutos a 2200 rpm em solugdo gradiente de Ficoll-
Hypaque (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, EUA). A suspensdo de CMN foi lavada
por duas vezes em tampao PBS-0,5% SAB e marcadas com anticorpos monoclonais,
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou ficoeritrina-
cianina 5.1 (PC5) com os seus respectivos controles isotipicos. Para a caracterizacdo das
pDcs foram utilizados anticorpos para CD304 (BDCA4, Milteyi Biotec, Germany),
CD123 (PharMingen, San Diego, CA, USA) e lin 1 (anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16,
anti-CD19, anti-CD20 e anti-CD56, PharMingen).

Para analise das moléculas co-estimulatorias e de ativacdo em pDCs apos
estimulo com CpG, as CMN foram lavadas em meio de cultura RPMI-1640 (Inlab, BR)
suplementado com gentamicina (10 pg/mL) por centrifuga¢do, quantificadas em
contador automatico (Cell Dyn 1400, Abbot) e a viabilidade celular foi observada com

auxilio do corante Azul de tripan. Posteriormente as CMNs (2x10°/500ul) foram

incubadas com 2uM de ODN-CpG A (2216), ou do ODN controle, ODNA (2243) em
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microplacas de 24 orificios (Costar) por 24 horas a 37°C. As células foram coletadas
para a avaliacdo das moléculas co-estimulatorias utilizando anticorpos para pDC (lin 1 e
123) e para as moléculas co-estimulatorias CD40, CD80 e CD86 (PharMingen).

Para a marcagdo intracelular de IFN-o. em pDCs, as CMN (2x10%/500ul) em
RPMI-S foram incubadas CpGA ou ODN na presenga de inibidor de secregdo (0,5
ng/ml de brefeldina A, Sigma) em microplacas de 24 orificios (Costar) por 24hrs a 37°C
e 5% de CO,. Apods a incubagdo, as CMN foram lavadas por duas vezes em PBS-SAB
0.1% de azida sodica e marcadas extracelularmente com acs monoclonais para pDCs
como descrito acima. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-SAB, fixadas e
permeabilizadas em tampao (Fix Perm A e B, Caltag Lab. Inc) e incubadas com
anticorpos monoclonais e anti-IFN-o marcados com PE ou anticorpos isotipicos (BD
Biosciences).

As células foram ressuspendidas em solug@o isotonica e o numero relativo de
cada populacdo avaliado pela aquisicdo de 10.000 eventos em aparelho de citometria de
fluxo (Coulter-Epics) utilizando o programa System II Versao 3.0 (Beckman Coulter,

Inc- USA).

6. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas:
A determinagdo das citocinas IFN-a, IL-10 e IL-12p40 nos sobrenadantes de
cultura foi realizada por ELISA, seguindo as especificacdes do fabricante (R&D System).
Microplacas com 96 pogos (A-2, Costar) foram sensibilizadas com anticorpos
monoclonais anti-citocinas diluidos em PBS e incubadas por 18 horas a temperatura
ambiente. As placas foram bloqueadas com PBS/SAB 4% (Sigma) e incubadas por uma
hora a temperatura ambiente. Em seguida, ap6s um ciclo de trés lavagens com tampao

PBS/0,05% Tween-20, foram adicionadas as amostras ¢ as dilui¢des seriadas da curva



24

padrdo. As placas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente e, apos o
término deste periodo, os respectivos anticorpos anti-citocinas biotinilados foram
adicionados as placas e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, apds um
ciclo de trés lavagens, foi adicionada estreptoavidina peroxidase (Sigma) seguida de
uma incubacdo de 45 minutos a temperatura ambiente. Apos novas lavagens, foi
adicionado o substrato 3, 3°, 5, 5’ tetrametilbenzidina (TMB, Calbiochem, EUA). A
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 4cido sulfurico 1 M e a leitura foi realizada em

leitor de microplacas de Elisa (Molecular Devices, CA, EUA) a 450 nm.

7. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real:

O RNA total de 2,0x10° CMN foi extraido com RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA,USA) seguindo as orientagdes fornecidas pelo fabricante. Para obtengao
de cDNA a partir do RNA total purificado foi utilizada a metodologia do kit Sensiscript
Reverse Transcriptase (Qiagen). O procedimento da PCR em tempo real foi realizada
como descrito previamente (Dos Santos et al., 2008).

Para a realizacdo da reac¢do de amplificagdo em tempo real, foram utilizados para
cada amostra de cDNA (1ug) 10uL da solugdo Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-
UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 0,4uL. de ROX Reference Dye, 7,3uL de agua
destilada estéril e 200nM do primer (Invitrogen). A sintese dos primers foram
sintetizados pela Invitrogen (Sao Paulo, SP, BR). Sequéncia dos primers: albumina
(sense 5’-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3, antisense 5’-AAACTCA-
TGGGAGCTGCTGGTT-3); TLR-9 (sense 5'- ACAACAACATCCACAGCCAAGT
GTC-3', antisense 5'-AAGGCCAGGTAATTGTCACGGAG-3"), IRF7: (sense 5'-

TGGTCCTGGTGAAGCTGGAA-3'" antisense 5'-GATGTCGTCATAGAGGCTGTTG
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G-3'). A amplificagdo foi realizada a 45 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a
60°C e 30 segundos a 72°C, em termociclador iCycler (BioRad, EUA). Os dados
obtidos foram interpretados com o programa iCycler iQ Program (BioRad).Os
resultados foram avaliados pelo threshold cycle (ct) do gene de interesse nomalizado
com o ct do controle interno (albumina). A expressdo quantitativa relativa dos genes

foram calculadas como 2*“" de acordo com Livak et al. (2001).

8. Imunoistoquimica para a demonstracio de células dendriticas plasmocitéides
CD123 positiva em bidpsias de pele:

Cortes histologicos de quatro um de espessura foram obtidos a partir de material
embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com solugdo
adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO/USA,
cod. A3648) a 2%. A seguir, os cortes histologicos foram desparafinizados em trés
banhos de xilol a temperatura ambiente durante 20 minutos cada. Posteriormente, foram
hidratados em seqiiéncia decrescente de etanol (absoluto, 95% e 70%) e agua corrente
durante cinco minutos cada.

O bloqueio de peroxidase endogena foi feito em camara escura com seis
incubacdes em agua oxigenada 3% por 10 minutos cada. Em seguida as laminas foram
lavadas em agua corrente e agua destilada por cinco minutos cada e submersas em
solucdo salina tamponada (PBS) pH 7.4.

Para pesquisa de células dendriticas plasmocitdéides CD123+ fez-se a exposi¢ao
antigénica em calor umido (panela a vapor) no tampao Retrieval pH 6.0
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA cddigo S1699). A seguir as laminas foram

lavadas em agua corrente e agua destilada por cinco minutos cada.
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Previamente a incubagdo com os anticorpos primarios, foi feito o bloqueio de
proteinas inespecificas do tecido com incubagao em solugdo de leite desnatado (Molico,
Nestlé®) a 10% durante 40 minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com o anticorpo primario monoclonal anti-CD123
(eBioscience), diluido a 1:25 el:50 em solucdo de albumina bovina (BSA) fracdo V
(SERVA. 1930) 1% acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7.4, por 18 hrs a 4°C.

As laminas foram incubadas com “Post primary block” (NovoLink™ Max
Polymer Detection System, Novocastra', codigo RE7280-K) por 30 minutos a 37°C.
As laminas foram novamente lavadas por duas vezes durante cinco minutos cada em
PBS pH 7.4. Posteriormente, os cortes histologicos foram incubados com anti-
imunoglobulina de camundongo/coelho -“NovoLink™ Polymer” (NovoLink™ Max
Polymer Detection System, Novocastra' ™, cdigo RE7280-K) por 30 minutos a 37°C.

A seguir, os sitios de ligagdes foram revelados com solugdo cromodgena de
diaminobenzidina (3,3 "-diaminobenzidine, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO/USA)
0,03% acrescida de 1,2 ml de agua oxigenada 3%. A intensidade da cor foi controlada
ao microscopio Optico através do controle positivo que acompanhou a reagdo. Biopsias
de lupus eritematoso ou de liquen plano para as células foram utilizadas como controles
positivos da reagao.

Os cortes, apos os procedimentos de revelagdo das reacdes foram lavados em agua
corrente por cinco minutos, contracorados com Hematoxilina de Carazzi por 28
segundos, lavados em agua corrente, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A
montagem das laminas foi feita com resina Permount (FISHER Scientific, Fair Lawn,

NJ/USA, céd. SP15-100).
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9. Analise estatistica:

O Mann-Whitney U test foi utilizado para comparar variaveis entre pacientes
com UCI e individuos controles. Para analisar a diferenga de expressdo de cultura de
células estimulada das ndo estimulada (basal) foi utilizado o método ndo paramétrico

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

1. Caracteristicas demograficas dos pacientes com Urticaria Cronica Idiopatica.

Para o estudo foram selecionados 26 pacientes com Urticaria Cronica Idiopatica
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(UCI) do Ambulatério de Dermatologia HC-FMUSP (Tabela I). A distribui¢do dos

pacientes por sexo foi predominante de mulheres (24) em relagdo aos homens (2), com

idade mediana de 52 anos. A média de duragdo da doenga foi de 12,63 anos + 14,49. As

caracteristicas individuais dos pacientes com UCI encontram-se na Tabela III (Anexo I).

TABELA 1. Caracteristica demografica dos pacientes com Urticaria

Cronica Idiopatica

N° Pacientes 26
Mulheres/Homens 24/2
Idade 52 anos *
(variacao) (22-68 anos)

Duracio da doenca

12,63 + 14,49 anos

* mediana
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2. Caracteristica dos pacientes com Urticaria Cronica Idiopatica submetidos ao

teste de soro autélogo.

Os pacientes com UCI foram submetidos ao teste cutdneo para deteccao de
autoanticorpos anti-FceRI, como descrito por Sabroe et al., 1999.

A Tabela II mostra que o teste de soro autdélogo (ASST) apresentou resultado
positivo em 9 (40,9%) pacientes (ASST+) sendo que 13 pacientes (59,0%) foram
negativos para o teste (ASST-). Em relacio ao ASST a distribuicdo de sexo foi
semelhante. A média de duragdo da doencga dos pacientes ASST+ foi de 7,93 + 9,57
anos e de 16,40 + 17,03 anos, nos individuos ASST-.

A ocorréncia de angioedema foi detectdvel em 87,5% dos pacientes ASST+ e
60,0% dos ASST-. A presenga de autoanticorpos anti-fator nuclear (FAN), anti-
tireoglobulina (TG) e anti-tiroperoxidase (TPO) foi avaliada na coorte de pacientes com
UCI (Tabela II). Foi evidenciada uma freqiiéncia de 4,0% de autoanticorpos anti-TG,
8,0% de FAN e 8,0% de anti-TPO nos subgrupos de pacientes avaliados. O padrio
predominante de autoanticorpos anti-fator nuclear foi pontilhado fino. Apesar da
elevada frequéncia de autoanticorpos na coorte de pacientes com UCI, uma similaridade

de freqiiéncia de autoanticorpos independente da reatividade do teste de soro autdlogo.
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TABELA II. Caracteristica dos pacientes com Urticaria Cronica Idiopatica submetidos

ao teste de soro autologo.

ASST+ ASST-
N° pacientes (%) 9 (40,9) 13 (59,0)
Mulheres / Homens 8/01 12/01

Duracio da doenca

em anos 7,93 (£ 9,57) 16,40 (= 17,03)
média (D.P.)
Angioedema (%) 7/8(87,5) 6/10 (60,0)
Autoanticorpos (%)
FAN 1/8(12,05) 1/13(7,69)
anti-TPO 1/9(11,11) 1/12(8,33)
anti-TG 1/9(11,11) 1/12(8,33)

Autoanticorpos: fator anti-fator nuclear (FAN), anti-tireoglobulina (TG) e anti-

tireoperoxidase (TPO)
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3. Dosagem de citocinas em sobrenadantes de culturas de pacientes com UCI e

controles estimuladas por oligonucleotideos CpG.

Para avaliar o efeito de agonistas de TLR-9 ou imunomodulatério do
oligonucleotideo (ODN)-supressor (S), na produgdo de citocinas por células que
participam da resposta inata na UCI, os leucocitos de pacientes ou de controles foram
isolados por dextran 5% e cultivados por 48 horas na presenga de ODN-CpGA (2216,
0.25, 0.50, 1 e 2uM), ODN-S (A151, 0.25, 0.50, 1 e 2uM) e seus respectivos ODNs
controles nas mesmas concentragdes. Considerando que os ODNs CpG sdo capazes de
estimular as células dendriticas plasmocitéides, macrofagos, linfocitos B e capazes de
induzir a secrecdo de citocinas como a IL-10, IL-12p40 e IFN-o (KLINMAN et al.,
1996, SPARWASSER et al., 1998), estas citocinas foram avaliadas nos sobrenadantes
das culturas.

A Figura 3a mostra que o estimulo com CpGA ¢ capaz de induzir a secre¢do de
IL10 de células dos pacientes e de individuos normais. Entretanto, esta produgdo foi
significativamente aumentada a partir de 0,5 uM em relagdo ao respectivo ODN
controle somente no grupo controle. O CpGA também foi capaz de estimular a
producdo de IFN-a em niveis superiores aos detectados com o ODN controle,
independente da concentragdo molar (Fig 3b). Os niveis de IFN-a secretados foram
quase indetectaveis nos pacientes (< 25 pg/ml), sendo que as concentragdes de 1 e 2 uM
foram significativamente diminuidos quando comparados com os individuos normais
(Fig 4). Ja os niveis de IL-10 induzidos por CpGA foram diminuidos nos pacientes
somente na concentracao de 2 uM (Fig 4).

Nos sobrenadantes de culturas estimuladas pelo ODN-S observou-se indugdo de

IL-12p40 tanto pelas células de pacientes como de controles (Fig. 5). Na concentragdo
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de 0.25 puM de ODN supressor, a secrecdo de IL-12p40 foi significativamente
aumentada quando comparada ao ODN controle. Ao compararmos pacientes e controles
observamos que com 0.25 uM a produgdo de IL-12p40 nos pacientes foi
significativamente diminuida (Fig. 6). Na concentragdo de 2,0 uM de ODN-S, 40% dos
controles secretaram IL-12p40 enquanto que, na mesma concentragdo, esta citocina foi

detectada em apenas 6,25% dos pacientes.
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Figura 3. Dosagem de IL-10 e IFN-a em sobrenadantes de culturas de leucocitos de
pacientes com UCI estimulados por CpGA. Leucdcitos de pacientes e controles
foram estimulados com CpGA e ODN controle (0,25; 0,5; 1,0; 2,0uM) e incubados por
48h. Os sobrenadantes foram coletados ¢ as concentragdes de IL-10 ¢ IFN-o foram
determinadas por ELISA. Os resultados sdo expressos individualmente e a linha

horizontal representa a mediana do grupo. * P<0,05 quando comparado ao ODN

controle na mesma concentracao.
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Figura 4. Dosagem de IL-10 e IFN-a em sobrenadantes de culturas de leucdcitos de
pacientes com UCI estimulados por CpGA. Leucécitos de pacientes e controles
foram estimulados com CpGA (1,0; 2,0uM) e incubados por 48h. Os sobrenadantes
foram coletados e as concentracdes das citocinas foram determinadas por ELISA. Os
resultados sdo expressos como o valor obtido da subtracio do CpGA com o ODN
controle ¢ a linha horizontal representa a mediana do grupo. * P <0,05 quando

comparado com individuo saudéavel (controle).



pg/mL

750

500

250

025 05 10 20 025 05 10 20 uM

ODN S

Controle
¢ *
e 3

controle na mesma concentragao.

ODN

36

750+ UCI
_, 500
=
£
(o)
o

201, .

A
ol A A a A

025 05 10 20 025 05 10 20pM
ODN S ODN

Figura 5. Dosagem de IL-12p40 em sobrenadantes de culturas de leucdcitos de
pacientes com UCI estimulados por ODN-S. Leucécitos de pacientes e controles
foram estimulados com ODN-S e ODN controle (0,25; 0,5; 1,0; 2,0uM) e incubados por
48h. Os sobrenadantes foram coletados e as concentracdes de IL-12p40 foram
determinadas por ELISA. Os resultados sdo expressos individualmente e a linha

horizontal representa a mediana do grupo. * P <0,05 quando comparado ao ODN
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Figura 6. Dosagem de IL-12p40 em sobrenadantes de culturas de leucdcitos de
pacientes com UCI estimulados por ODN-S. Leucdcitos de pacientes e controles
foram estimulados com ODN-S (0,25, 1,0, 2,0uM) e incubados por 48h. Os
sobrenadantes foram coletados e as concentragdes das citocinas foram determinadas por
ELISA. Os resultados sao expressos como o valor obtido da subtracio do ODN-S com o
ODN controle e a linha horizontal representa a mediana do grupo. * P <0,05 quando

comparado com individuo saudéavel (controle).
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4. Efeito modulatério do ODN-S na producio de citocinas induzidas por

oligonucleotideos CpGA.

Para avaliar se o efeito imunomodulatorio do ODN supressor na producdo de
IFN-a induzida pelo CpGA, foram realizadas culturas de leucocitos de pacientes com
UCI e controles na presenca de ambos, CpGA e ODN-S nas concentragdes de 1 e 2 uM
de cada ODN por 48 horas de incubagdo. A adi¢gdo do ODN-S nas culturas estimuladas
por CpGA foi capaz de suprimir significativamente a secrecdo de IL-10 e IFN-a nos
controles em ambas as concentragdes e nos pacientes na concentracdo de 1 uM (Fig. 7 e
Fig. 8, respectivamente).

Os achados mostram que a estimulacdo induzida por CpG, seja do tipo A ou
supressor nos pacientes com UCI ¢ diminuida, sugerindo uma deficiéncia na ativagao da

resposta imune inata na UCI.
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Figura 7. Efeito modulatério do ODN-S na producio de IL-10 em sobrenadantes

de culturas de leucocitos estimulados por CpGA. Leucocitos de pacientes e controles

foram estimulados com 1,0 e 2,0uM de CpGA ou ODN-S ou ambos (CpGA+ODN-S) e

incubados por 48h. Os sobrenadantes foram coletados e as concentragdes de IL-10

determinadas por ELISA. Os resultados sdo expressos individualmente e a linha

horizontal representa a mediana do grupo. * P <0,05 quando comparado ao CpGA.
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Figura 8. Efeito modulatorio do ODN-S na producio de IFN-a de leucocitos de
pacientes com UCI estimulados por CpGA. Leucécitos de pacientes e controles
foram estimulados com 1,0 e 2,0uM de CpGA ou ODN-S ou ambos (CpGA+ODN-S) e
incubados por 48h. Os sobrenadantes foram coletados e as concentragcdes de IFN-a
determinadas por ELISA. Os resultados sdo expressos individualmente e a linha

horizontal representa a mediana do grupo. * P <0,05 quando comparado ao CpGA.
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5. Analise da via de sinalizacao IFN-o em CMN apoés estimulo in vitro com CpGA.

Com o objetivo de verificar se a baixa producdo de IFN-a no sobrenadante de
pacientes UCI apo6s estimulo com CpGA observada em pacientes UCI estaria
relacionada a um defeito na via de sinalizacdo para a producdo de IFN-a analisamos a
fosforilacdo de STAT1 e STAT4 por citometria de fluxo. STAT1 e STAT4 sdo fatores
de transcri¢ao envolvidos na sinalizagao para a producdo de IFN-a via IFNR que atuam
na retroalimentacao para a produ¢ao da citocina.

A Figura 9 mostra os histogramas obtidos com a fosforilagdo de STATI e
STAT4 em CMN de um individuo saudavel, na condi¢do basal ¢ apds estimulo com
CpGA. A expressao intracelular de STAT1 e STAT4 fosforilada foi avaliada quando ao
percentual de células, média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da populacdo de
mononucleares ¢ MFI da populagdo positiva.

Observamos que apos estimulo com CpGA houve um aumento significativo do
percentual de fosforilacdo de STATI1 (Figura 10a), MFI da populacao total (Figura 10b)
e da populagdo positiva de STAT1 (Figura 11) em individuos controle e pacientes UCI
comparado a condigdo basal. E importante salientar que ndo houve fosforilagdo de
STAT1 apods estimulo com ODN controle, ou seja, a expressao de STATI foi
semelhante aos niveis basais. Ao compararmos o grupo controle com os pacientes UCI
observamos um aumento significativo no percentual de fosforilagdo e MFI da populagdo
total de CMN de STAT1 de pacientes UCI em relagdo ao grupo controle na condi¢do
basal (Figura 14).

Em contraste, a fosforilagdo de STAT4 aumentou quanto ao percentual (Figura
12a) e ao MFI da populagao total de CMN (Figura 12b) no grupo controle ap6s estimulo
com CpGA, mas ndo na populacdo positiva (Figura 13). Nao houve fosforilagdo apos

estimulo com ODN controle. Apesar de nenhuma diferencga ter sido observada quando
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comparamos individuos saudaveis com pacientes UCI (Figura 14), é interessante que o
estimulo com CpGA ¢ capaz de induzir fosforilagio de STAT4 somente no grupo
controle, podendo indicar uma altera¢do na sinalizagdo para a produgdo de IFN-a nos

pacientes UCI.
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Figura 9. Histograma ilustrativo da expressao intracelular de STAT1 e STAT4 em células
mononucleares apés estimulo in vitro com CpGA. Células mononucleares de um individuo
saudavel foram cultivadas na presenca ou ndo de CpGA (2,0uM) por 4h e analisadas por
citometria de fluxo, quanto a fosforilagdo de STAT1 e STAT4. A figura mostra os histogramas

representativos de um experimento.
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Figura 10. Expressao intracelular de STAT1 em CMN apés estimulo in vitro com CpGA.
Células mononucleares de individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (N=8) foram cultivadas na
presenga ou ndo de CpGA ou ODN (2,0uM) por 4h e analisadas por citometria de fluxo, quanto
a fosforilagdo de STATI1. a) % de fosforilacdo de STATI1, b) MFI da populagédo total de células

mononucleares. *P<0.05, **P<0.01 quando comparado ao basal.
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Figura 11. Expressao intracelular de STAT1 em CMN apos estimulo in vitro com CpGA.

Células mononucleares de individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (N=8) foram cultivadas na

presenca ou nao de CpGA ou ODN (2,0uM) por 4h e analisadas por citometria de fluxo, quanto

a fosforilacdo de STATI. Os resultados representam a intensidade média de fluorescéncia (MFI)

da populagdo positiva. ¥*P<0.05, **P<0.01 quando comparado ao basal.
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Figura 12. Expressao intracelular de STAT4 em CMN apos estimulo in vitro com CpGA.
Células mononucleares de individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (N=8) foram cultivadas na
presenca ou nao de CpGA ou ODN (2,0uM) por 4h e analisadas por citometria de fluxo, quanto
a fosforilagdo de STAT4. a) % de fosforilacdo de STAT4, b) MFI da populacdo total de células

mononucleares. **P<0.01 quando comparado ao basal.
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Figura 13. Expressao intracelular de STAT4 em CMN apos estimulo in vitro com CpGA.
Células mononucleares de individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (N=10) foram cultivadas
na presenca ou ndo de CpGA ou ODN (2,0uM) por 4h ¢ analisadas por citometria de fluxo,
quanto a fosforilagdo de STAT4. Os resultados representam a intensidade média de

fluorescéncia (MFI) da populagdo positiva. *P<0.05, **P<0.01 quando comparado ao basal.
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Figura 14. Expressao intracelular de STAT1 e STAT4 em CMN apés estimulo in vitro com

CpGA. Células mononucleares foram cultivadas na presenca de CpGA e ODN (2,0uM) por 4h

e analisadas por citometria de fluxo, quanto a fosforilagdo de STAT1 e STAT4. a) % de

fosforilagdo, individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (N=8) b) MFI da populacdo total de

células mononucleares, individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (N=8), c) MFI da populacao

positiva, individuos sadios (n=11) e pacientes UCI (N=10). *P <0.05, **P<0.01 quando

comparado ao basal, # quando comparado ao estimulo com CpGA.
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6. Quantificacio de pDCs em sangue periférico de individuos normais e pacientes

com UCI.

Numerosos estudos tém demonstrado que as células dendriticas plasmocitoides
humanas sdo as principais produtoras de IFN-a em resposta as sequéncias de DNA via
TLRY (KLINMAN et al., 1996; SPARWASSER et al., 1998; SIEGAL et al., 1999).
Para verificar se a diminuida producdo de IFN-a, induzida por CpGA (Fig 3b) nos
pacientes com UCI, esté relacionada a uma diminui¢do no numero de células dendriticas
plasmocitdides circulantes, foi realizada a quantificagdo de pDCs em sangue periférico
de individuos normais e pacientes com UCI.

A quantificagdo de pDCs foi determinada por citometria de fluxo a partir de uma
regido delimitando a populacdo de linfocitos e monocitos como pode se observar no
histograma de citometria composto por tamanho e granulosidade das células (Fig 15a).
A seguir as células foram marcadas com anticorpos anti-CD304 (BDCA-4) PE e anti-
CD123 PCS5 e consideradas como pDCs (Fig 15a).

A figura 15b mostra que a frequéncia encontrada no sangue periférico de
individuos saudaveis ¢ de 0,4 a 0,8%. Nao houve diferenca entre as porcentagens de
pDCs de pacientes com UCI e dos individuos controles.

Os resultados mostram que na UCI, a baixa resposta ao agonista de TLR9, nao ¢
conseqiiente a diminuicdo percentual de células dendriticas plasmocitdides no sangue

periférico.
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Figura 15. Quantificacio de pDCs em sangue periférico de pacientes com Urticaria
Cronica Idiopatica. O histograma ilustra a porcentagem de células CD304+/123+
(R10) de um individuo controle, avaliados por citometria de fluxo (a). Quantificacdo de
pDC do sangue periférico do grupo controle (Controle, n= 18) e de pacientes (UCI, n=
10), realizado por citometria de fluxo.



50

7. Analise da expressdo dos marcadores de ativacdo/co-estimulatéorias em pDCs

apés estimulo in vitro com CpGA.

Considerando que as pDCs sdo as principais produtoras de IFN-a, foi avaliado
se a capacidade de ativagdo das pDC de pacientes com UCI na resposta ao agonista de
TLRY poderia estar relacionada com a baixa produ¢do de IFN-o. Para tal, foram
realizadas culturas com CMN estimuladas com CpGA (2,0uM) por 24 horas e a
expressdo das moléculas de CD40, CD80 e CD86 foram avaliadas em pDCs. As pDCs
foram caracterizadas como células Lin-/CD123+ por citometria de fluxo e avaliadas
quanto ao percentual de expressdo, MFI da populacdo total de células Lin-/CD123+ e
MFI da populagdo de positiva.

A Figura 16 mostra os histogramas obtidos com a expressdao de CD40, CD80 e
CD86 das pDCs, de um individuo saudavel, na condi¢do basal e apds estimulo com
CpGA.

Ao avaliarmos o percentual de pDCs que expressam CD40 apds estimulo com
CpGA, observamos um aumento significativo em individuos sadios em comparagdo a
situagdo basal (Figura 17a). Em contraste, no paciente UCI, o estimulo com CpGA nao
foi capaz de induzir aumento no percentual de expressdo de CD40. Quanto a
porcentagem basal de pDC CD80+ em relacdo ao controle, estd aumentada, mas, sob
estimulo aumenta para ambos (Figura 17b).

A média de intensidade de fluorescéncia da populagdo total de pDCs e da
populagdo positiva mostrou resultados bastante semelhantes em relagdao a expressao de
CD40 e CDS80. Observamos que o estimulo com CpGA induziu um aumento
significativo na MFI de CD40 e CD80 nos controles e nos pacientes quando comparado

com a situacdo basal e com o ODN controle (Figura 18). Pequenas alteragdes foram
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observadas em relacdo a expressdo de CD86. A MFI da populagao total de pDCs apoés
estimulo com CpGA foi significativamente aumentada em controles e pacientes quando
comparado com a situagdo basal mas, quando comparado com o ODN controle este
aumento s6 foi observado no individuo sauddvel. Quando avaliamos a populagdo
positiva este aumento s6 foi observado no grupo de pacientes UCI (Figura 19). Embora
nao tenha sido observada diferenca na expressio destes marcadores quando
comparamos pacientes UCI com os individuos normais, observamos que o percentual
de expressao de CD40 no paciente UCI ndo se altera apds estimulo. Considerando que a
expressdo de CD40 ¢ um importante marcador de maturacdo da pDC, este fato pode

interferir na capacidade de ativacdo das pDCs.
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Figura 16. Histograma ilustrativo da expressao das moléculas CD40, CD80 e CD86 em
pDC apés estimulo in vitro com CpGA. Células mononucleares de um individuo saudavel
foram cultivadas na presenca ou ndo de CpGA (2,0uM) por 24h e analisadas por citometria de
fluxo, quanto a expressdo de CD40, CD80, CD86 em células Lin-/123+. A figura mostra os

histogramas representativos de um experimento.
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Figura 17. Expressao das moléculas CD40, CD80 e CD86 em pDCs apos estimulo

in vitro com CpGA. Células mononucleares foram cultivadas na presenga de CpGA

ou ODN (2,0uM) por 24h e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados

representam o percentual de expressdo de CD40, CD80 e CD86 de células Lin-/123+ ¢

a linha horizontal representa a mediana dos grupos. a) % CD40, individuos sadios
(n=12) e pacientes UCI (N=9), b) % CD80, individuos sadios (n=13) e pacientes UCI
(n=9), ¢) % CD86, individuos sadios (n=13) e pacientes UCI (n=9), *P <0.05,

**P<0.01, ***P<0.001, quando comparado com o basal.
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Figura 18. Expressdao das moléculas CD40, CD80 ¢ CD86 em pDCs apés estimulo in
vitro com CpGA. Células mononucleares foram cultivadas na presenga de CpGA ou
ODN (2,0uM) por 24h e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados representam a
intensidade média de fluorescéncia (MFI) de células Lin-/123+ e a linha horizontal
representa a mediana dos grupos. a) CD40, individuos sadios (n=13) e pacientes UCI
(N=9), b) CD80, individuos sadios (n=13) e pacientes UCI (n=9), ¢) % CD86, individuos
sadios (n=10) e pacientes UCI (n=9),*P <0.05, **P<0.01, ***P<0.001 quando comparado

com o basal.
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Figura 19. Expressiao das moléculas CD40, CD80 e CD86 em pDCs apos estimulo in vitro
com CpGA. Células mononucleares foram cultivadas na presenga de CpGA ou ODN (2,0uM)
por 24h e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados representam a intensidade média de
fluorescéncia (MFI) da populagdo positiva e a linha horizontal representa a mediana dos grupos.
a) CD40, individuos sadios (n=13) e pacientes UCI (n=9), b) CD80, individuos sadios (n=13) ¢
pacientes UCI (n=9), ¢) % CD86, individuos sadios (n=10) e pacientes UCI (n=9), *P <0.05,

**P<0.01, ***P<0.001 quando comparado com o basal.
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8. Percentual de pDCs secretores de IFN-a apés estimulo in vitro com CpGA.

Continuando a investigagdo para avaliar a baixa capacidade de producao de IFN-
o em resposta ao agonista de TLR9, o CpGA, e averiguar o subtipo celular produtor da
citocina, avaliamos a expressao intracelular de IFN-a. Células mononucleares foram
cultivadas em presengca CpGA por 24 horas e apds 5 horas de estimulo foi adicionada a
brefeldina A, um inibidor da secrec¢do da citocina. A expressdo intracelular de [FN-a em
células Lin-/123+ foi avaliada por citometria de fluxo.

A Figura 20 mostra os histogramas obtidos com a expressao intracelular de IFN-
o de um individuo saudéavel, na condigdo basal e apds estimulo com CpGA.

Observamos que apds estimulo com CpGA houve um significativo aumento na
expressdo intracelular de IFN-o em pDCs de pacientes e controles em comparagdo a
situacdo basal (Figura 21). Os resultados também mostraram uma significativa
diminuicdo na porcentagem de pDC IFN-o+ em pacientes com UCI quando
comparados com individuos controles (Fig. 21a). Quando avaliamos a média de
intensidade de fluorescéncia na populagdo total de células Lin-/123+ e na populagdo
positiva nao foi observada diferenca entre os grupos.

Estes dados confirmam os resultados prévios em leucdcitos que evidenciaram
diminuida capacidade secrecdo de IFN-a dos pacientes com UCI apds estimulo com
CpGA, mostrando que hd uma altera¢do na sinalizacdo para a produ¢do de IFN-o na
UCI. Os resultados evidenciam que na UCI, ndo ha alteragdo do percentual das pDCs no
sangue periférico, e que ativagdo via TLR9 induz expressio de moléculas

coestimulatorias, mas baixa capacidade secretoria de IFN-o.
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Figura 20. Histograma ilustrativo da expressido intracelular de IFNa em pDC apds
estimulo in vitro com CpGA. Células mononucleares de um individuo saudavel foram
cultivadas na presenca ou ndo de CpGA (2,0uM) por 24h e a brefeldina foi adicionada apods 5

horas de estimulo e analisadas por citometria de fluxo. A figura mostra os histogramas

representativos de um experimento.
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Figura 21. Expressido intracelular de IFN-a pDCs apés estimulo in vitro com CpGA.

Células mononucleares foram cultivadas na presenga de CpGA ou ODN (2,0uM) por 24h e a

brefeldina foi adicionada apds 5 horas de estimulo, posteriormente as células foram analisadas

por citometria de fluxo. a) percentual de expressao intracelular de IFN-a em células Lin-/123+,

individuos sadios (n=13) e pacientes UCI (n=10), b) MFI da populagdo total de pDCs,

individuos sadios (n=13) e pacientes UCI (n=9), c) MFI da populagdo positiva, individuos

sadios (n=13) e pacientes UCI (n=9), A linha horizontal representa a mediana dos grupos. *P

<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 quando comparado ao basal, # quando comparado ao estimulado

com CpGA.
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9. Expressao de mRNA para TLRY e IRF-7 em pacientes UCI.

Para avaliar se a diminui¢do na producao de IFN-a estaria relacionada a ativagao
via TLR-9 foi avaliada em PBMCs de pacientes UCI a expressdo do mRNA para TLR9
e IRF-7 apds 8 horas e 24 horas de estimulo com CpGA. A figura 22 mostra uma
significativa diminui¢do de mRNA pata TLR9 em pacientes UCI apos 8 horas de
estimulo. Este efeito ¢ transitério uma vez que ap6s 24 horas esta diminui¢do nao ¢ mais
observada ao compararmos os grupos. Quanto a expressao de mRNA para IRF-7 foi
observado um aumento apods estimulo com CpGA nos individuos normais, efeito ndo
observado em pacientes UCI. Estes resultados mostram que nos pacientes UCI ha uma
freqiiéncia normal de pDCs no sangue periférico com diminui¢do da expressdo
intracelular de IFN-a apos ativacdo com CpGA associada com uma transitoria regulagdo

negativa de IFN-a.
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Figura 22. Efeito do CpGA na expressdo relativa de mRNA de TLRY e IFR-7. Células
mononucleares foram cultivadas na presenca ou ndo de CpGA (2,0uM) por 8 ¢ 24h ¢ a
expressdo de mRNA foi quantificada por real time- PCR. A linha horizontal representa a

mediana dos grupos. *P <0.05 quando comparado com o individuo saudavel.
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10. Expressao de CD123 (pDC) em biopsias de pele de pacientes UCI.

Outra possibilidade para explicar a baixa capacidade de produgao de IFN-o em
resposta ao CpGA, seria averiguar a principal subtipo celular produtor da citocina, as
pDCs, nas lesdes de pele de UCI Avaliamos a expressio de CDI123 por
imunoistoquimica em biopsia de pele lesionada de pacientes UCI. Foi realizada
imunoistoquimica de 16 casos de UCI, controles positivos (Liquen Plano e Lupus) e
controles negativos da reagdo. Dos varios casos de UCI realizados (n=16) apenas 5
puderam ser avaliados quanto a presenca da pDC. Nos 5 casos de UCI observou-se um
perfil semelhante, com pouco infiltrado inflamatorio e presenca de raras células CD123
positivas presentes ao longo do infiltrado. Casos adicionais serdo realizados para
verificarmos a possibilidade de quantificagdo das pDCs. Até o momento, devido ao
baixo nimero de células CD123+ encontradas, a diminui¢do da producao de IFN-a em
resposta ao CpGA observada nos pacientes UCI ndo parece estar relacionada a migragao
e conseqliente presenca da pDC na lesdo (Figura 23). Em contraste, ha intensa presenca

de células CD123+ encontradas em casos de lupus e liquen plano.
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Figura 23. Células dendriticas plasmocitéides em lesdes de pele na UCIL (A) Controle
negativo Lupus, (B) Controle negativo Liquen Plano, (C) Controle positivo Lupus, (D) Controle
positivo Liquen Plano, (E e F) Células CD123+ distribuidas no infiltrado inflamatério de lesdes

de pele UCI (aumento original de 400x).
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VI. DISCUSSAO

Uma das abordagens do projeto foi avaliar na UCI, o potencial de resposta inata,
através da estimulagdo da via TLRO, utilizando como agonista oligodeoxinucleotideos
(ODNs) contendo motivos CpG ou, ODNs, que agem independente da via TLRY, mas
que possuem capacidade supressora ao estimulo via TLR9Y. Inicialmente foi abordado o
potencial de producdo de citocinas em leucécitos do sangue periférico dos pacientes
com UCI e individuos saudaveis em resposta aos CpG. Desta forma, considerando a
inexisténcia de dados relacionados a imunomodulagdo da resposta inata na UCI, o CpG
tipo A foi estudado como agonista do TLR9 e o ODN-supressor para verificar sua agao
inibitdria na producdo de citocinas induzida pelo CpGA.

Nos pacientes com UCI, foi verificado que o CpGA induziu uma baixa secre¢ao
de IL-10 e niveis quase indetectaveis de IFN-o comparados aos individuos controles. O
CpGA tém sido citado por sua capacidade de estimular as pDCs humanas a secretar
altos niveis de IFN-a (Krug et al., 2001). Uma das razdes para a eficiente resposta das
pDCs nas infeccdes e doengas auto-imunes ¢ que estas células expressam
constitutivamente o TLR7 que reconhece acidos nucléicos virais (simples fita de RNA)
e o TLRY (Kadowaki et al., 2001). O IFN-a ¢ um fator que exerce potente atividade
antiviral, inibindo a replicagdo e bloqueando a disseminagao do virus (Biron, 2001). A
manifestagdo de urticaria de carater cronico ¢ relatada com freqiiéncia em estagios de
infeccao viral como no caso das hepatites (Cribier, 2006). Ainda nao se sabe se na UCI,
ha mais suscetibilidade as infecgdes virais devido a baixa producao de IFNa, contudo,
foram detectados 2 casos de hepatite C nos pacientes com UCI analisados (n=22). O

papel dos agentes infecciosos como causadores de UCI ndo ¢ claro mas, recentemente
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foram relatados dois casos de infec¢do genital por Herpes simplex e exarcebagdo da
UCI (Zawar et al., 2009).

A secrecdo de IFN-a foi quase indetectavel na maioria dos pacientes com UCI, o
que enfatiza a necessidade de verificar o potencial de resposta de IFN-a., por outras vias
de ativacdo, para detectar se esta alteragdo ¢ decorrente da sinalizagdo via TLR-9.

A secre¢do de IL-10 em resposta ao CpGA também foi diminuida nos pacientes
UCI, salientando a existéncia de alteragdo na sua via de sinalizagdo, seja quanto aos
niveis constitutivos ou induzidos via TLR. Previamente, verificamos que na UCI, ha
uma significante diminui¢do na expressdo ex vVivo de mRNA para IL-10 pelas CMN,
apesar de que, em resposta ao estimulo, os pacientes com ASST positivo mostram
aumento de secrecdo desta citocina (Dos Santos et al., 2008), o que sugere um disturbio
da IL-10 nesta doenga. Esta citocina possui um importante efeito modulatorio, capaz de
diminuir a producdo de IFN-a e IL-12 pelas pDCs estimulado por CD40L juntamente
com CpG (Duramad et al., 2003). Entretanto, a IL-10, ndo parece estar relacionada a
diminuicdo de IFN-a e de IL-12 nos pacientes com UCI, considerando que seus niveis
estdo significantemente diminuidos em relagdo aos controles.

Diferente do CpGA, o ODN-S ndo ¢é expresso em células B e pDCs humanas,
considerando que ndo ¢ agonista do TLR9 (Lau et al., 2005) e ainda ndo foi
determinado qual o subtipo celular envolvido. O ODN-S exerce sua funcdo tanto em
camundongos selvagens como nos geneticamente deficientes de TLRY (Lau et al.,
2005). Além disto, o ODN-S possui capacidade estimulatoria, capaz de estimular a
producao in vitro de IL-12p40 pelos leucocitos, embora a secregdo desta citocina na
menor molaridade testada do ODN-S (0.25 uM) foi significantemente diminuida nos
pacientes em relacdo aos individuos normais. Mais uma vez, a baixa capacidade de

produ¢do de IL-12p40 dos leucocitos de pacientes com UCI, sugere algum
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comprometimento na habilidade de desenvolver a resposta inata, que nao seja via TLR-
9, uma vez que o ODN-S ndo sinaliza via TLR9. Entretanto, para possibilitar uma
ampla participacdo das células em resposta ao ODN S foram utilizados leucdcitos,
assim, ainda € preciso avaliar qual a populagdo celular comprometida.

A IL-12 é uma citocina que induz a producdo de IFN-y e consequentemente a
inducdo de respostas Th1. Como pacientes com UC mostraram diminui¢do na secre¢ao
de IL-12p40, seréd interessante avaliar a produgdo de IFN-y nos pacientes com UCI,
considerando que ha controvérsias quanto a sua producdo na UC (Ferrer et al., 2002,
Confino-Cohen et al., 2004). Entretanto, em nosso grupo avaliamos que a produgdo de
[FN-a induzida por mitégeno de células T, PHA, nos pacientes com UCI ¢é similar ao
grupo saudavel, sem tendéncias de produ¢do de citocinas Th1/Th2, mas mostrando um
desequilibrio de produgao de IL-2, IL-10 e IL-17a (Dos Santos et al., 2008).

O potencial inibitério do ODN-S na produgao de citocinas induzida pelo CpGA,
foi observado tanto pelas células de pacientes como de controles na secreg¢ao de IL-10, e
de IFN-a.. A produgdo de IFN-a nos pacientes com UCI, que ja era quase indetectavel
apos estimulo com CpGA, foi eficazmente inibida pelo ODN S. A capacidade inibitoria
do ODN S na produgao de IFN-a induzido por CpGA de CMN de individuos sadios ja
foi descrita anteriormente (Lenert et al., 2005). O uso terapéutico do ODN S em
modelos experimentais de doengas autoimunes, como o lupus e a encefalomielite
autoimune tém relatado diminuicdo dos sintomas clinicos da doenga (Ho et al. 2003;
Lenert 2005).

A utilizagdo de ODN contendo seqiiéncias G mostrou ser capaz de inibir a
secregdo In vitro de TNF-a. em linhagem de macrofagos, além de suprimir a produgdo
de IFN-a por pDCs e abolir a inducdo de mRNA para vérias espécies de IFN-a,

inibindo a fosforilagdo da p38 (Mirjam et al., 2007). A administragdo in vivo do ODNG
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em camundongos suprimiu os niveis de IL12p40 e TNF-a séricos induzidos pelo CpGA
(Mirjam et al., 2007). Berghofer e colaboradores (2007) mostraram que a co-
estimulacdo simultanea com agonistas de TLR7 e TLR9 (ODN 2006) foi capaz de inibir
a produgdo de IFN-a em pDCs purificadas, resultando em aumento de IL-8 e expressao
de CD40, um importante marcador de maturacao da pDC. Os resultados evidenciaram
maior efeito inibitorio com a co-estimulagao das vias TLR7/TLR9 na secre¢ao de IFN-a
induzido por CpGA, do que com a mono-estimulagao via TLR7, sugerindo ser um novo
tipo de inibidor de TLRO.

Diferentes modelos de ODNs tém sido estudados na tentativa de encontrar uma
seqiiéncia de oligonucleotideos capaz de prevenir ou reverter os efeitos das doengas
autoimunes (Hiickel et al., 2006, Dajee et al., 2006). Neste sentido, estudos in vitro sido
importantes para compreender o potencial imunomodulatério de ODN sintéticos em
doengas inflamatodrias e/ou autoimune. Ha duas classes distintas de ODNs supressores,
uma delas, contém padrdes poli(G) e ¢ caracterizado por sua capacidade de modular a
ativagdo antigeno especifica e policlonal independente da interagdo via TLR9 (Ho et
al., 2003, Shirota et al., 2004). Alguns estudos demonstraram que este ODN supressor
inibe a ativacdo de STATI dependente de IFN-y com conseqiiente aumento de
expressao de T-bet. Outra classe de ODN supressor ¢ composto por DNA rico em CG e
inibe a ativacao induzida pelo CpG (Ho et al., 2003; Krieg et al., 1998), interferindo em
sua interacdo com o TLR9, inibindo a ativagdao dependente das vias NF-xB e AP-1
(Lenert et al., 2001). Entretanto, este CpG nao bloqueia outras formas de ativagdo
imune, ou seja, ndo inibem as cascatas de sinalizagdo de IFN-y e IL-12. Este tipo de
CpG supressor ¢ o que foi adotado em nossos estudos in Vitro para inibir a ativagdo via
CpGA, e o que permitiu avaliar que nos pacientes com UCI, hd uma diminui¢cdo de

producao de IL-12p40 em resposta ao ODN-S.
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A interacdo dos Intérferons do tipo I com o IFNR presente na superficie celular
fosforila os fatores STAT1 e STAT2 formando o complexo ISGF3, que uma vez
translocado para o nucleo inicia a transcricdo de genes para a producdo de IFN-a
(Platanias et al., 2005). Foi demonstrado que os CpGs imunomodulatorios podem afetar
a ativagdo das células Thl bloqueando a fosforilagdo de STATI1, 3 e 4 (Shirota et al.,
2004). Cheng e colaboradores obtiveram resultado semelhante em camundongos,
demonstrando que a utilizagdo do ODNA 151 foi capaz de inibir a fosforilagdo de
STATI1, STAT4 e a expressao de T-bet, modulando a resposta e prevenindo a
arteriosclerose (Cheng et al., 2008). Assim, a baixa producdo de IFN-a por pacientes
UCI e a capacidade inibitéria da ativagdo de STAT1 de alguns ODNs (Dong et al.,
2004; Ho et al., 2003, Shirota et al., 2004), nos levou a investigar a fosforilagdo de
STATI1 e STAT4 apo6s estimulo com CpGA nos pacientes com UCI.

O estimulo com CpGA leva a uma fosforilagdo de STAT1 nos pacientes UCI
semelhante aos individuos sadios, entretanto, foi observado um aumento no percentual
de fosforilagio de STAT1 em pacientes UCI na condig¢io basal. E possivel que este
aumento basal seja um efeito secundario do uso de anti-histaminicos, uma droga de uso
regular para todos os pacientes. Tem sido descrito que a histamina ou que o antagonista
do receptor H4 (clobenpropit) leva a uma significativa supressao da fosforilagdo de
STAT1a no grupo ndo atdpico apds estimulo com PHA. Em contraste, antagonistas do
receptor H4 podem potencializar a fosforilagdo de STAT1 (Wollenberg et al., 2002).
Quanto a fosforilagdo de STAT4, o estimulo com CpGA sé foi capaz de induzir a
fosforilagdo de STAT4 nas células mononucleares de individuos saudaveis. O STAT4
classicamente nao ¢ considerado como fator envolvido na via de sinaliza¢do para IFN-a
mas, ele interage com a parte citoplasmatica do IFNR e esta fortemente associado com o

lupus (Kariuki et al., 2009). Nos pacientes com lupus ha uma correlagdo positiva entre o
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genotipo de STAT4 (maior sensibilidade ao IFN-a) com a gravidade da doenga (Taylor
et al., 2008). Ao contrario do que ocorre no lupus, na UCI, a falta de fosforilacdo de
STAT4, em resposta ao CpGA pode contribuir para a diminuig¢do na producao de IFN-a
por uma via independente do reconhecimento via TLRO.

Outra abordagem do projeto foi avaliar a participagdo direta das pDCs para
melhor compreender a baixa produ¢do de IFN-a nos pacientes com UCI apos
estimulacdo com CpGA. As pDCs sdo consideradas produtoras profissionais de IFNs do
tipo I, sendo que pDCs humanas apds 24 horas de estimulo sdo capazes de produzir
200-1000 vezes mais IFNs que qualquer outro tipo celular (Siegal et al., 1999). Uma das
possibilidades para explicar a diminuida produgdo de IFN-a nos pacientes UCI seria
que o numero de pDCs poderia estar diminuido nestes pacientes. Assim, foi realizada a
quantificagdo de pDCs em sangue periférico por citometria de fluxo. Observamos uma
média de 0,33% de pDCs em pacientes UCI e 0,39% nos individuos sadios, nao
havendo diferenga significativa ao compararmos os grupos entre si. De acordo com a
literatura, o numero de pDCs circulantes em humanos ¢ muito baixo, cerca de 0,2-0,5%
das CMN (Feldman et al., 1995).

E possivel que devido ao baixo niimero de pDCs circulantes seja dificil observar
diferenca entre controles e pacientes UCI, entretanto, seria interessante verificar se
ocorre migracdo das pDCs para os sitios inflamatorios na pele. Nas lesdes de doengas
inflamatorias de pele, como a psoriase vulgaria e dermatite de contato, ha um elevado
nimero de pDCs e DCs inflamatdrias epidermais (Wollenberg et al., 2002; Jahnsen et
al., 2002). Nas lesdes de pele de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) ha
infiltragdo de grande nimero de pDCs ativadas produtoras de interferons do tipo I
(Farkas et al., 2001; Cederblad et al., 1998). Além disto, diferentes padrdes de

distribuicdo das pDCs pode ser observado em bidpsias de pele de pacientes, com
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localizacdo na epiderme em casos de dermatomiosite ¢ na derme no SLE (McNiff e
Kaplan 2007).

Em contraste, nas bidpsias de pele de pacientes UCI avaliados, verificamos um
perfil com pouco infiltrado inflamatério e presencga de raras células CD123+ ao longo
do infiltrado inflamatério. De 16 casos de UCI, apenas cinco puderam ser avaliados
quanto a presen¢a da pDC nas lesdes de pele. Apesar do pequeno numero de casos
avaliados até o momento, a diminui¢cdo da producdo de IFN-o em resposta ao CpGA
observada nos pacientes UCI ndo parece estar relacionada a migracdo e conseqiiente
presenca da pDC na lesdo de pele.

Outra possibilidade ¢ que na UCI, poderia ocorrer uma alteragdo na capacidade
de ativacdo das pDCs em resposta ao CpGA, e assim possibilitar a diminui¢do de IFN-
a.. Portanto, avaliamos a expressdao de moléculas coestimulatérias em pDCs (Lin-/123+)
em culturas estimuladas por CpGA. Observamos que o estimulo com CpGA ¢é capaz de
aumentar significantemente a intensidade de expressao das moléculas CD40 e CDS80 e
CD86 nas pDCs de pacientes e controles em relacdo as culturas ndo estimuladas. Nao
foi observada diferenga entre a expressdo destes marcadores quando comparamos
controles e pacientes UCI indicando que a diminui¢do dos niveis de IFN-o apos
estimulo com CpGA parece nao estar relacionado a capacidade de ativagdao das pDCs.
Em contradicdo, foi descrito que na esclerose multipla, ndo ha diferenga na expressao de
CD40, CD80 e CD83 em pDCs de pacientes e controles, mas a expressao de CD86 e 4-
IBBL esta diminuida nos pacientes, indicando um perfil imaturo das pDCs de pacientes
com esclerose multipla (Stasiolek et al., 2006).

A seguir, analisamos a expressao intracelular de IFN-a em pDCs apos estimulo
com CpGA e verificamos que h4 uma significante diminui¢do na expressao intracelular

de IFN-a em pDCs de pacientes com UCI, quando comparados com individuos
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controles. Este dado confirma os resultados prévios obtidos em sobrenadantes de
culturas, e mostra que a pDC ¢ a populacao celular envolvida na produ¢ao de IFN-o em
reposta ao CpGA.

Nossos resultados mostram que na UCI, ndo ha alteragdo do percentual das
pDCs no sangue periférico e que, embora a expressdo intracelular de IFN-a esteja
diminuida, verificamos uma ativagdo adequada em resposta ao CpGA. Este fato nos
levou a investigar a expressdo de TLR9 e o fator de transcrigdo IRF-7, expresso
constitutivamente em altas concentragdes pelas pDCs, responsavel pela rapida sintese
de IFN-o.. Uma baixa expressao de mRNA para TLR9 foi observada nos pacientes UCI
ap6s 8 horas de estimulo com CpGA. E possivel que a diminuida produgio de IFN-o
por pacientes UCI seja uma conseqiiéncia funcional da baixa expressdo de TLR9 que
por sua vez interfere na expressdo de IRF-7. Uma das hipoteses para explicar a baixa
expressdo de TLRY por pDCs apods estimulo com CpGA pode ser a ligagdo com o
FceRI. Tém sido descrito que a ligagdo da IgE com o FceRI expresso por pDCs
imaturas € capaz de suprimir a producdo de IFN-o em resposta a ativagdao via TLR9
pelo CpG em individuos atopicos (Schroeder et al, 2005). Embora a diminui¢do das
respostas imunes por pDCs humanas estejam associadas a processos alérgicos ¢
inversamente correlacionada com a expressdo de FceRla e com os niveis séricos de IgE
(Tversky et al.,, 2008). De fato, os niveis séricos de IgE se correlacionaram
positivamente com a expressdo de FceRI em basofilos na coorte de pacientes UCI
(Lourencgo et al., 2008).

Outros mecanismos podem estar implicados na regulagcdo negativa da produgao
de IFN-a por pDCs apds ativagdo via TLRY, como a expressdo de moléculas de
superficie ou efeito direto da histamina. Moléculas como BDCA2 (Dzionek et al.,

2001), ILT7 (Cao et al. 2006), e NKp44 (Fuchs et al., 2005) sao receptores regulatdrios
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capazes de regular negativamente a producdo de IFN-a. Outra possibilidade ¢ que a
acdo de mediadores produzidos durante o processo inflamatdrio/urticariforme em
decorréncia da desgranulacdo de basofilos ou mastocitos, seja mediada por
autoanticorpos contra o FceRI ou a molécula IgE, ou outros fatores, como a histamina,
podem regular varios tipos celulares. Foi demonstrado que pDCs humanas, ativadas
CpG ou por infecgdo viral, respondem a histamina através dos receptores H2 levando a
uma regulacdo negativa da produgdo de IFN-a, explicando os baixos niveis de IFN-a

observada em individuos atopicos (Mazzoni et al., 2003)
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VII. CONCLUSOES

A estimulagdo in vitro com adjuvante da resposta inata, CpGA, revelou uma
deficiéncia de produgdo de IL-10 e IFN-a de leucécitos de pacientes UCI,
efeito intensificado pelo ODN-S, que também foi capaz de estimular a

produgdo de IL-12p40.

A baixa resposta ao agonista de TLR9, ndo ¢ conseqiiente a diminuicao
percentual, ao grau de ativagdo de células dendriticas plasmocitdéides no

sangue periférico e a presenga da pDC na lesdo.

Hé uma baixa expressao intracelular de IFN-o em pDCs ap6s estimulo com
CpGA evidenciando uma alteracdo na via de sinalizacdo por TLR9 nos

pacientes UCI.
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VIII. ANEXOS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
INOME DO PACIENTE . ...ttt sttt s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..cccocciniiniinieinecnncene. SEXO: MO F[O
DATA NASCIMENTO: ........ . fovee.
ENDEREQCO ......ciiiiiiiiiniiinieieiieeeseeeee ettt N e APTO: ...,
BAIRRO: ittt CIDADE ..ottt
CEP:uoieeceee, TELEFONE: DDD (............ ) ettt
2 RESPONSAVEL LEGAL ......oouiviieeeeeeeeeeeeeesee et se e se s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ......oouieruirieririerieeieieeiterieete ettt s nees
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cccccocvvininininenne SEXO: M1 FOI
DATA NASCIMENTO.: ..... .../ ...
ENDERECO ..ottt N APTO
BAIRRO ..ottt CIDADE:
CEP:..oiiiiieeeecneenene TELEFONE: DDD (............ Dttt

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Caracterizagio fenotipica e grau de ativagéo

de células dendriticas plasmocitoides ao estimulo in vitro com oligodeoxinucleotideos CpG na
Urticéria Cronica”

PESQUISADOR: Maria Notomi Sato

CARGO/FUNCAO: Professor Doutor INSCRICAO CONSELHO REGIONAL
N° CRBM 1690

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO [ RISCO MINIMO X RISCO
MEDIO [
RISCO BAIXOL[ RISCO MAIOR 0

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)
4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos
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111 - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa 2. procedimentos que serdo utilizados e propositos,
incluindo a identificagdo dos procedimentos que sdao experimentais 3. desconfortos e riscos
esperados 4. beneficios que poderdo ser obtidos 5. procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos para o individuo

O Laboratorio de Dermatologia e Imunodeficiéncia (LIM 56) da Faculdade de Medicina da USP

esta desenvolvendo um estudo para melhor compreender a doenga urticaria cronica com o

objetivo de desenvolver novos tipos de exames e tratamentos. Vocé esta sendo convidado a

participar voluntariamente (sem remuneracgdo e de modo néo obrigatorio) neste estudo. Para isto

¢ preciso coletar 20 ml de sangue de seu brago. Vocé sentira a picada da agulha e pode sentir

uma leve tontura, que passard em poucos minutos. Um dia apds pode aparecer em volta do local

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

amostra de sangue sera utilizada para o estudo de células e substancias envolvidas no processo

inflamatério da Urticaria Crénica Autoimune. Este exame tem objetivo de esclarecer uma
possivel causa da doenca urticéria cronica e de modo a auxiliar no diagndstico da doenca.

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

médico estard a sua inteira disposi¢do para solucionar o problema ou tirar as davidas.

Vocé ndo tem nenhuma obrigacdo de contribuir para este estudo e sua recusa ndo ocasionara

nenhum prejuizo em seu atendimento médico dentro do HC.

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

1. acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados
a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

Estaremos a sua disposi¢ao para qualquer informacao ou duvida sobre o teste a ser realizado nesta

pesquisa.

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

Vocé ndo tem nenhuma obrigacdo de contribuir para este estudo e sua rcusa ndo ocasionara

nenhum prejuizo em seu atendimento médico dentro do HC.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.
Os dados obtidos poderdo ser acessados somente pelos investigadores, comissdo de ética da
instituicao e autoridades sanitarias do pais.

4. disponibilidade de assisténcia no HC-FMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

A pesquisa ndo envolve nenhum risco a sua saude, mas qualquer eventualidade que possa ocorrer
durante a coleta de sangue ¢ assegurada a assisténcia por médicos do HC-FMUSP.
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5. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.

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

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

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

Sédo Paulo, de de 2010

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)



ANEXO B

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de SGo Paulo, em sessdo de
22/08/2007, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 0569/07, intitulado:
“CARACTERIZACAO FENOTIPICA E GRAU DE ATIVAGAO DE CELULAS
DENDRITICAS PLASMOCITOIDES AO ESTIMULO IN VITRO COM
OLIGODEOXINUCLEOTIDEOS CPG NA  URTICARIA CRONICA"
apresentado pelo Departamento de DERMATOLOGIA, inclusive o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do
Conselho Nacional de Saude n°® 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, lefra

c
Pesquisador (a) Responsdvel: Maria Notomi Sato
Pesquisador (a) Executante: Eliana Akemi Futata Taniguchi

CAPPesq, 24 de Agosto de 2007

/G:.-:_____A__.,

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo
de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa
Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S3o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - S8o Paulo —SP Fone: 011 3069
6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br / secrelariacappesq2@hcnet.usp br sol
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ANEXO C: Caracteristicas individuai s dos pacientes com Urticéria Cronica I diopatica

Paciente Sexo ldade Duracdo da doenca ASST Angiodema FAN Anti-TPO Anti-TG Tireopatia
(anos)
UCI 1 F 39 16 - - - - - -
UCl 2 F 30 7 - - - - - -
UcCl 3 F 51 - + - - - +
UCl 4 F 40 NC - NC - - - .
UCI 5 F 54 19 - + - - - +
UuCle M 61 4 - + - - - +
UcCl 7 F 55 + + - - - -
UCl 8 F 45 7 + + - - + -
UCl 9 F 55 31 + + - - - -
UClio F 62 9 - + - - - -
ucCl 11 F 42 NC - NC - - - -
ucli2z F 41 3 - - - - - -
UCl13 F 42 10 - - - 289 1696 -
ucli4 F 52 6 + + - - - -
UClis F 38 3 + + - - - -
UClie M 22 15 + + - - - -
Ucl1z F 57 57 - + + - - -

UCI :Urticéria Crénica ldiopatica, NC: Ndo Consta, ND
TG: Anticorpo Anti-Tireoglobulinae TPO: Anticorpo Anti-Tireoperoxidase.

: N&o Determinado, ASST:

Autologous Serum Skin Test, FAN: Anticorpo Anti-Nuclear,
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Tabela 2 (continuacdo): Caracteristicas individuais dos pacientes com Urticéaria Crénica ldiopética

Paciente Sexo Idade Duracgdo da doenca ASST Angiodema FAN TPO TG Tireopatia
(anos)

UCl 18 F 61 8 + - + 1079 - -
UCl 19 F 65 34 - + - NC NC -
UCI 20 F 22 NC + NC NC - - -
UCl 21 F 58 NC - NC - - - -
UCl 22 F 38 3 + + - - - -
UCI 23 F 60 ND ND ND ND ND ND ND
UCl 24 F 65 ND ND ND ND ND ND ND
UCI 25 F 37 ND ND ND ND ND ND ND
UCI 26 F 62 ND ND ND ND ND ND ND

UCI :Urticéria Cronica ldiopética, NC: Nao Consta, ND: N&o Determinado, ASST: Autologous Serum Skin Test, FAN: Anticorpo anti-fator
nuclear, TG: Anticorpo anti-tireoglobulinae TPO: Anticorpo anti- tireoperoxidase.
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