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RESUMO 
 

 Os monócitos e macrófagos representam componentes fundamentais da 
resposta imune. Com base na expressão do co-receptor de LPS CD14 e na 
expressão do CD16, receptor FCγIII, os monócitos são classificados em 3 subtipos: 
monócitos clássicos, que são CD14hiCD16-; monócitos intermediários, que são 
CD14hiD16+; e monócitos não-clássicos, ou CD14lowCD16+. A DA é uma doença 
inflamatória cutânea crônica, de etiologia multifatorial. Nosso grupo realizou análise 
comparativa entre os subtipos monocitários por meio do estudo da frequência e da 
média de intensidade de fluorescência (MFI) de moléculas de superfície (HLA-DR, 
CCR5, CD80, CD86, PD1L) e da produção de citocinas (IL6, TNFα, IL10) em adultos 
e crianças utilizando a citometria de fluxo. A pesquisa foi executada em duas etapas. 
Primeiro comparamos os subtipos de monócitos entre adultos e crianças saudáveis 
e em seguida, entre crianças sadias e crianças portadoras de dermatite atópica 
(DA). O papel dos monócitos na ativação e modulação do processo inflamatório foi 
objeto da nossa investigação. Os resultados desse estudo mostraram que: (1) a 
frequência relativa dos subtipos de monócitos foi similar em adultos, crianças 
saudáveis e crianças portadoras de DA, com predomínio de monócitos clássicos; (2) 
monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças atópicas 
apresentaram maior expressão de HLA-DR que os mesmos subtipos em crianças 
sadias e essas, que adultos sadios; (3) adultos, crianças saudáveis e crianças 
doentes apresentaram maior frequência e expressão de CCR5 em monócitos 
intermediários e monócitos não-clássicos; (4) a frequência e expressão do CD80 foi 
maior em monócitos intermediários e não clássicos tanto em crianças como em 
adultos saudáveis e a expressão de CD86 foi maior em monócitos intermediários 
desses dois grupos. Já a expressão das moléculas de CD80 e CD86 em monócitos 
clássicos de crianças portadoras de DA foi maior que em crianças saudáveis; (5) a 
frequência de PD1L nos subtipos de monócitos foi semelhante em adultos e 
crianças, entretanto, houve maior expressão dessa molécula em monócitos 
clássicos de crianças que em adultos saudáveis e crianças atópicas apresentaram 
maior expressão desta molécula em monócitos clássicos que crianças saudáveis; (6) 
monócitos intermediários e não-clássicos de adultos e crianças saudáveis 
apresentaram maior atividade inflamatória que monócitos clássicos ao se avaliar a 
frequência e expressão de IL-6 e TNF-α, ao contrário do que se observou em 
crianças com DA, que apresentaram maior frequência e expressão de IL-6 e TNF-α 
em monócitos clássicos que as crianças saudáveis; (7) monócitos intermediários e 
não-clássicos demonstraram maior produção de IL10 que monócitos clássicos em 
adultos e crianças saudáveis. Nossos resultados mostraram, portanto que a 
frequência relativa de monócitos é constante nos três grupos populacionais 
estudados, mas a frequência e expressão de moléculas de superfície e citocinas 
apresentam particularidades significativas. Em resumo, crianças atópicas 
apresentam maior expressão de HLA-DR que crianças saudáveis e essas, que 
adultos saudáveis. Os subtipos de monócitos mais envolvidos na resposta 
inflamatória em adultos e crianças sadias são monócitos intermediários e não-
clássicos, enquanto monócitos clássicos de crianças atópicas são mais inflamatórios 
quando comparados ao mesmo subtipo em crianças saudáveis. Essas descobertas 
revelam alterações na imunidade inata de crianças portadoras de dermatite atópica 
de extrema importância para a compreensão da fisiopatologia da doença. 

Palavras-chave: Monócitos, Citometria, Subpopulações de Monócitos, Resposta 
Inflamatória, Citocinas, Marcadores Celulares 



ABSTRACT 
 
 Monocytes and macrophages represent  keys components of the immune 
response. Based on the expression of LPS co-receptor CD14  and CD16 expression, 
FCγ  III  receptor, monocytes are classified into 3 subtypes: classical  monocytes, 
which are CD14hiCD16-; intermediate monocytes, which are CD14hiD16+; and non-
classical monocytes, CD14lowCD16+. AD is a chronic inflammatory cutaneous 
disease, with multifactorial etiology. Our group performed comparative analysis of 
monocytes subtypes through the study of the frequency and medium fluorescence 
intensity of surface molecules (HLADR, CCR5, CD80, CD86, PD1L) and cytokine (IL-
6, TNF, IL10) in adults and children by using flow cytometry. The study was 
performed in two stages. First we compared the subtypes of monocytes from healthy 
adults and children, and then between healthy children and children with atopic 
dermatitis (AD). The role of monocyte activation and modulation of the inflammatory 
process is the subject of our investigation. The results of this study showed that: (1) 
the relative frequency of monocytes subtypes was similar in adults, healthy children 
and children with AD, with a predominance of classical monocytes; (2) Classical, 
intermediate and nonclassical monocytes of children with AD have higher HLA-DR 
expression  when compared to those of healthy children, and monocytes of healthy 
children have higher expression than healthy adults; (3) adults, healthy children and 
DA children have higher frequency and expression of CCR5 in intermediate and 
nonclassical that in classical monocytes; (4) the frequency and expression of CD80 
was higher in intermediate and nonclassical monocytes both in children and healthy 
adults and CD86 expression was more pronounced in intermediate monocytes, in 
these two groups, beyond wich the expression of CD80 and CD86 molecules on 
classical monocytes of children with AD was higher than in healthy children; (5) PD1L 
frequency in monocytes subtypes was similar in adults and children, however, there 
is a higher expression of this molecule in children classical monocytes when 
compared to healthy adults classical monocytes. In addition, atopic children have 
higher expression of this molecule on classical monocytes than healthy children; (6) 
intermediate and nonclassical monocytes of healthy adults and children have greater 
inflammatory activity than classical monocytes when evaluating the frequency and 
expression of IL-6 and TNF-α, contrary to what is observed in children with AD who 
have greater frequency and expression of IL-6 and TNF-α in classical monocytes 
compared to healthy children; (7) intermediate and nonclassical monocytes have 
increased IL10 production  than classical monocytes in healthy adults and children. 
Thus, our results revealed that the relative monocytes frequency is constant in the 
three studied population groups, but the frequency and expression of surface 
molecules and cytokines presented significant peculiarities. Summarizing, healthy 
children have greater expression of HLA-DR molecule than healthy adults, and atopic 
children have greater expression than healthy children. Monocytes subtypes more 
involved inflammatory response in healthy adults and children are intermediate and 
nonclassical monocytes, while classical monocytes in atopic children are more 
involved in inflammatory response than the same subtype in healthy children. These 
findings revealed changes in the innate immunity of children with atopic dermatitis 
extremely important for understanding the pathophysiology of disease. 

Keywords: Monocytes, Cytometry, Subpopulations of Monocytes, Inflammatory 
Response, Cytokines, Cell Markers 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Esquema representativo da interação entre células apresentadoras de 
antígenos e linfócitos T ativados, através de moléculas de superfície 
coestimulatórias e seus receptores. .......................................................................... 27 

Figura 2 - Ilustração esquemática da iniciação da dermatite atópica aguda e 
progressão para lesões crônicas. .............................................................................. 34 

Figura 3 - Criança, 4 anos, portadora de DA ............................................................. 43 

Figura 4. Estratégia de análise por citrometria de fluxo. ........................................... 49 

Figura 5 - Análise comparativa da frequência de monócitos clássicos, intermediários 
e não-clássicos entre adultos e crianças saudáveis. ................................................. 53 

Figura 6 - Análise comparativa da expressão de HLADR em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos entre adultos e crianças saudáveis. ......................... 54 

Figura 7 - Análise comparativa da expressão de CCR5 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 55 

Figura 8 - Análise comparativa da expressão de CD80 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 56 

Figura 9 - Análise comparativa da expressão de CD86 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 57 

Figura 10 - Análise comparativa da expressão de PDL1 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 58 

Figura 11 - Análise comparativa da expressão de IL6 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 59 

Figura 12 - Análise comparativa da expressão de TNFα em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 60 

Figura 13 - Análise comparativa da expressão de IL10 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. ............................ 61 

Figura 14 - Análise comparativa da frequência de monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 67 

Figura 15 - Análise comparativa da expressão do HLA-DR em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 68 

Figura 16 - Análise comparativa da expressão de CCR5 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 69 

Figura 17 - Análise comparativa da expressão de CD80 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 70 



Figura 18 - Análise comparativa da expressão de CD86 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos de crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 71 

Figura 19 - Análise comparativa da expressão de PD1L em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 72 

Figura 20 - Análise comparativa da expressão de IL6 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 73 

Figura 21 - Análise comparativa da expressão de TNFα em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 74 

Figura 22 - Análise comparativa da expressão de IL10 em monócitos clássicos, 
intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA.
 .................................................................................................................................. 75 

Figura 23 - Representação esquemática da expressão de moléculas de superfície e 
citocinas em monócitos clássicos, monócitos intermediários e monócitos não-
clássicos de adultos saudáveis, crianças saudáveis e crianças com dermatite 
atópica. ...................................................................................................................... 89 

 

 



LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 - SCORAD dos pacientes portadores de DA .............................................. 44 

Tabela 2 - Painel de anticorpos utilizados na citometria de fluxo nos seus respectivos 
fluorocromos. ............................................................................................................. 48 

Tabela 3 - Frequência e expressão de moléculas de superfície e citocinas em 
adultos e crianças saudáveis .................................................................................... 63 

Tabela 4 - Expressão de moléculas de superfície e citocinas em crianças saudáveis 
e crianças portadoras de DA ..................................................................................... 76 

 

 



LISTA DE QUADROS 

Quadro 1 - Características dos voluntários saudáveis .............................................. 52 

Quadro 2 - Características dos pacientes com DA .................................................... 65 

Quadro 3 - Características das crianças saudáveis e portadoras de DA .................. 66 

 



 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ANOVA - Análise de variância 

APC - Aloficocianina 

B7-1 - Proteína de membrana CD80 

B7-2 - Proteína de membrana CD86 

B7-H1 - Proteína de membrana CD274 

CAA - Célula apresentadora de antígeno 

CCR2 - Receptor de quimiocina C-C tipo 2 

CCR5 - Receptor de quimiocina C-C tipo 5 

CD - Cluster of differentiation 

CD14+/CD16-  - monócitos clássicos ou monócitos clássicos 

CD14hi/CD16+ - monócitos intermediárioss ou monócitos intermediários 

CD14lo/CD16+ - monócitos não-clássicos ou monócitos não-clássicos 

CMSP - Células mononucleares do sangue periférico 

CTLA-4 - proteína 4 associada ao linfócito T citotóxico 

DA - Dermatite atópica 

FCγIII - Receptor FC gamma do tipo III  

FITC - Isotiocianato de fluoresceína 

GM-CSF - Fator estimulador de colônia de granulócito-macrófago 

HLA-DR - Antígeno leucocitário humano  

HULW - Hospital Universitário Lauro Wanderley 

IgE - Imunoglobulina E 

IL-1 - Interleucina 1 

IL-2 - Interleucina 2 

IL-1β - Interleucina 1beta 

IL-4 - Interleucina 4 

IL-5 - Interleucina 5 

IL-6 - Interleucina 6 

IL-10 - Interleucina 10 

IL-12 - Interleucina 12 

IL-13 - Interleucina 13 

IL-23 - Interleucina 23 

IL-1RII - Receptor de interleucina 1 tipo II 

IL-1ra - Antagonista do receptor de interleucina 1 



IFNγ - Interferon gama 

iNOS - Óxido nítrico sintetase isoforma indutível 

KO - knocked out 

LPS - Lipopolissacarídeo 

M1 - Macrófago clássico 

Mi - Macrófago intermediário 

M2 - Macrófago não-clássico 

M-CSF - Fator estimulador de colônia de macrófago 

MFI - Média de intensidade de fluorescência 

MHC II - Complexo principal de histocompatibilidade de classe II 

NK - Célula natural killer 

NO - Óxido nítrico 

PBS -Tampão salina-fosfato 

PD1L - Programmed death ligant 1 ou CD274 

PE - Ficoeritrina 

Po-SCORAD - Patient Oriented SCORAD 

PRR - Receptores de reconhecimento de padrões 

SCORAD - Scoring Atopic Dermatitis 

SEDA - Síndrome de eczema / dermatite atópica 

TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido 

TCR - Receptor de célula T 

TGF-β - Fator transformador de crescimento beta 

Th1 - Células T auxiliares do tipo 1 

Th2 - Células T auxiliares do tipo 2 

Th17- Células T auxiliares do tipo 17 

Th22- Células T auxiliares do tipo 22 

TNF-α - Fator de necrose tumoral alfa 

UFPB - Universidade Federal da Paraíba 

 

 



SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .................................................................................................... 19 

1.1 O sistema imunológico e a importância do estudo dos monócitos ............... 19 

1.2 Dermatite atópica (DA) ................................................................................. 29 

1.2.1 Imunologia da dermatite atópica ............................................................ 32 

2 HIPÓTESE .......................................................................................................... 37 

3 JUSTIFICATIVA .................................................................................................. 38 

4 OBJETIVOS ........................................................................................................ 39 

4.1 Objetivo geral ............................................................................................... 39 

4.2 Objetivos específicos ................................................................................... 39 

5 MATERIAL E MÉTODO ...................................................................................... 41 

5.1 Amostras clínicas ......................................................................................... 41 

5.2 Obtenção de leucócitos para ensaios biológicos ......................................... 45 

5.3 Imunofluorescência para análise de monócitos clássicos, intermediários e 
não-clássicos expressando marcadores de superfície e intracelulares ................. 46 

5.4 Anticorpos monoclonais ............................................................................... 47 

5.5 Aquisição e análise dos dados por citometria de fluxo ................................. 48 

5.6 Análise estatística ........................................................................................ 50 

6 RESULTADOS ................................................................................................... 51 

6.1 Caracterização dos monócitos circulantes em adultos e crianças saudáveis.
 ......................................................................................................................51 

6.1.1 Adultos e crianças saudáveis, quando comparados entre si, apresentam 
frequência relativa dos subtipos de monócitos semelhante, com predomínio de 
monócitos clássicos. Entretanto, as crianças apresentam maior população de 
monócitos não-clássicos que os adultos............................................................. 52 

6.1.2 Crianças saudáveis apresentam maior expressão de HLA-DR em 
monócitos clássicos, monócitos intermediários e monócitos não-clássicos 
quando comparados aos adultos saudáveis e há maior expressão de HLA-DR 
em monócitos clássicos e intermediários que em monócitos não-clássicos em 
ambos os grupos ................................................................................................ 53 

6.1.3 Adultos e crianças saudáveis apresentam maior frequência e expressão 
de CCR5 em monócitos intermediários e não-clássicos do que em monócitos 
clássicos ............................................................................................................. 54 



6.1.4 A frequência e expressão do CD80 foi maior em monócitos 
intermediários e não-clássicos de crianças e adultos saudáveis e a expressão de 
CD86 foi maior em monócitos intermediários dos dois grupos ........................... 55 

6.1.5 O percentual de monócitos expressando PDL-1 em subtipos de 
monócitos é semelhante em adultos e crianças, entretanto, há maior expressão 
dessa molécula em monócitos clássicos de crianças ......................................... 58 

6.1.6 Monócitos intermediários e não-clássicos de adultos e crianças 
saudáveis apresentam maior atividade inflamatória que monócitos clássicos ao 
se avaliar a frequência e expressão de IL-6 e TNF-α. ........................................ 59 

6.1.7 Há maior percentual de monócitos intermediários e não-clássicos 
expressando IL-10 que monócitos clássicos. ..................................................... 61 

6.2 Análise do perfil monocitário de crianças saudáveis e crianças portadoras de 
dermatite atópica:................................................................................................... 64 

6.2.1 Crianças saudáveis e crianças portadoras de dermatite atópica, quando 
comparadas entre si, apresentam frequência dos subtipos de monócitos 
semelhante, com predomínio de monócitos clássicos ........................................ 66 

6.2.2 Crianças portadoras de DA apresentam diferença significativa de 
expressão de HLA-DR quando comparadas ao grupo controle. ......................... 67 

6.2.3 Crianças portadoras de DA apresentam menor percentual de monócitos 
não-clássicos CCR5 positivos, quando comparadas às crianças saudáveis ...... 68 

6.2.4 A expressão das moléculas de CD80 e CD86 em monócitos clássicos 
de crianças portadoras de DA foi significativamente maior que no grupo de 
crianças saudáveis ............................................................................................. 69 

6.2.5 Há maior porcentagem de monócitos clássicos expressando PDL1 em 
crianças atópicas que no grupo de crianças saudáveis ...................................... 71 

6.2.6 Monócitos clássicos e intermediários de crianças portadoras de DA 
apresentam maior atividade inflamatória que os mesmos monócitos de crianças 
saudáveis ao se avaliar a expressão de IL-6 e TNF-α. ....................................... 72 

6.2.7 Crianças portadoras de DA não apresentam diferença de expressão de 
IL-10 entre os subtipos de monócitos ................................................................. 74 

7 Discussão ........................................................................................................... 77 

8 Conclusão ........................................................................................................... 88 

9 Referências Bibliográficas .................................................................................. 90 

10 ANEXOS ............................................................................................................. 98 

10.1 ANEXO A – PARECER DE APROVAÇÃO DO PROJETO NO COMITÊ DE 
ÉTICA EM PESQUISA (UFPB) .............................................................................. 98 

10.2 ANEXO B - SCORAD ................................................................................. 103 



19 
 

1  INTRODUÇÃO 

1.1 O sistema imunológico e a importância do estudo dos monócitos 

O termo imunidade (do latim immunitas) significa, historicamente, proteção 

contra doenças, mais especificamente, enfermidades infecciosas. O sistema 

imunológico, composto por células e moléculas envolvidas na imunidade, tem papel 

essencial na sobrevivência dos organismos (McDADE, 2003), não apenas na defesa 

contra antígenos, mas especialmente na manutenção da homeostase, eliminação de 

tecidos danificados, de células apoptóticas ou senescentes e na reparação tecidual. 

À resposta coordenada do sistema imunológico a substâncias estranhas, é dado o 

nome de resposta imune (MECHNIKOV, 1967; YATIM e LAKKIS, 2015).  

Está descrito na literatura que os mecanismos de resposta imunológica 

variam bastante ao longo da vida de um indivíduo, desde a vida intra-uterina até a 

senescência (SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 2015). Desta forma evidenciam-

se particularidades relevantes ao se comparar a resposta imune entre adultos e 

crianças, especialmente em resposta a infecções virais e vacinas (RITZ et al., 2012; 

MUENCHHOF, PREDERGAST e GOULDER, 2014) 

O sistema imune inato representa a primeira linha de defesa contra sinais de 

perigo internos ou externos, participando ativamente de todas as fases da resposta 

inflamatória: iniciação, inflamação franca, resolução e restabelecimento da 

integridade tecidual (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; McDADE, 2003; ITALIANI e 

BORASCHI, 2014). Esse sistema confere mecanismos de defesa pouco específicos 

e é composto pelas barreiras epiteliais, proteínas anti-microbianas solúveis, sistema 

do complemento, fagócitos (células dendríticas, monócitos/macrófagos, neutrófilos) 

e células natural killers (NK) (ABBAS, 2015).  
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Os monócitos representam componente fundamental da resposta imune inata, 

desempenhando papel efetor e regulador crítico nos processos inflamatórios 

(GEISSMANN et al., 2010). Essas células exibem diferentes funções imunológicas, 

incluindo fagocitose e apresentação de antígenos, produção de citocinas e 

quimiocinas que estimulam neoformação vascular, síntese de colágeno e fibrose. 

Assim sendo, estão envolvidas na hemostasia, inflamação, proliferação, 

angiogênese, reepitelização e remodelamento tecidual (KASRAIE e WERFEL, 

2013). Têm origem do precursor de granulócitos-macrófagos, que é derivado do 

progenitor mielóide comum na medula óssea. Os monócitos circulantes migram para 

tecidos não linfóides e se diferenciam em macrófagos e células dendríticas 

intersticiais. E ainda, diante de estímulo antigênico, monócitos humanos podem 

originar células de Langerhans epidérmicas, assim como células dendríticas 

inflamatórias (KASRAIE e WERFEL, 2013).  

A apresentação antigênica, que ocorre via interação da molécula MHC (major 

histocompatibility complex), presente na superfície da célula apresentadora de 

antígeno (monócito/macrófago, célula dendrítica, linfócito B) com o receptor de 

célula T (TCR), expresso na superfície dos linfócitos T ou receptor de célula B 

(BCR), presente no linfócito B, é essencial para que ocorra geração de resposta 

imune adaptativa. Trata-se de uma reação mais elaborada, que apresenta extrema 

especificidade e capacidade de gerar memória imunológica, sendo capaz de 

responder mais rápida e efetivamente a uma segunda exposição ao antígeno 

(McDADE et al., 2016) e culmina com produção de anticorpos específicos pelos 

linfócitos B e geração de células T efetoras e de memória (ABBAS, 2015).   

Para desempenharem papel efetor e modulador da resposta imune, os 

monócitos e macrófagos influenciam e respondem a outros componentes do sistema 
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imune. Analogamente à dicotomia: células T helper 1 (Th1), na resposta imune 

celular a infecções intracelulares; e células T helper 2 (Th2), na infecção por 

parasitas extracelulares, surgiu o conceito de M1, macrófagos ativados 

classicamente e M2, ativados alternativamente (MARTINEZ e GORDON, 2014). 

Enquanto os monócitos, células precursoras dos macrófagos teciduais, são 

caracterizados e classificados em três subtipos: monócitos clássicos, monócitos 

intermediários e monócitos não-clássicos, baseado na expressão em sua superfície 

do co-receptor de lipopolissacarídeos (LPS) CD14 (cluster of differentiation 14) e na 

expressão do CD16, receptor de baixa afinidade para imunoglobulina G, o receptor 

FC gama III (RFCγIII). O primeiro grupo representa 80% da população de monócitos 

e caracteriza-se pela expressão de CD14 e ausência de CD16 em sua superfície, 

são portanto, CD14++CD16- Os monócitos CD16+, podem ser subdivididos em dois 

subgrupos, CD14++CD16+ ou intermediários e CD14+CD16++, também 

denominados não-clássicos, em oposição aos monócitos clássicos (ZIEGLER-

HEITBROCK, et al., 2010; ZIEGLER-HEITBROCK, 2015). As diferenças entre os 

subtipos de monócitos não são apenas fenotípicas, uma vez que essas células 

apresentam diferenças importantes com relação à capacidade de produção de 

citocinas e quimiocinas e expressão de moléculas de superfície (PASSOS et 

al.,2014). O papel fisiológico dos subtipos de monócitos ainda não é completamente 

compreendido (ITALIANI e BORASCHI, 2014). Sabe-se que monócitos clássicos são 

produtores de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

apresentam boa atividade fagocítica (ABELES et al., 2012) Os monócitos 

intermediários são fagocíticos por excelência, expressam altos níveis do receptor de 

quimiocina CCR5 e de moléculas de MHC de classe II e produzem grande 

quantidade de citocinas pró e anti-inflamatórias. Alguns autores descrevem 
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monócitos não-clássicos como subtipo celular importante nas respostas 

imunológicas a infecções virais e dotados de capacidade de "patrulha" tecidual 

(ABELES et al., 2012; ITALIANI e BORASCHI, 2014), enquanto outros os 

caracterizam como produtores primários de citocinas inflamatórias como IL-1β e 

TNF-α (MUKHERJEE et al., 2015). 

Diferenças importantes são observadas em relação ao metabolismo dos 

subtipos de macrófagos. Enquanto nos macrófagos M1 ocorre desvio do 

metabolismo da arginina para óxido nítrico (NO) e citrulina, com atividade 

microbicida e capacidade de inibição da proliferação celular, assim como ativação de 

resposta Th1, nas células M2, o metabolismo é desviado para ornitina e poliamidas, 

levando a proliferação celular, reparação tecidual, síntese de colágeno e fibrose, e 

há promoção de resposta Th2 (BARROS et al., 2013; GALVAN-PENA e O’NEILL., 

2014; ITALIANI e BORASCHI, 2014).  Os macrófagos classicamente ativados (M1) 

obtêm energia através da glicólise e os alternativamente ativados (M2) usam o 

metabolismo oxidativo para obter energia para suas funções. (GALVAN-PENA e 

O’NEILL, 2014). Macrófagos M1 e M2 apresentam diferenças importantes no perfil 

de produção de citocinas, assim como no metabolismo da glicose e do ferro e na 

expressão de diversas moléculas como arginase, metaloproteinas e iNOS (BARROS 

et al., 2013; ITALIANI e BORASCHI, 2014).  

As vias de estimulação da polarização dos macrófagos são bem 

caracterizadas atualmente. Sabe-se que o interferon-γ (IFN-γ) é a principal citocina 

associada com ativação M1 e representa o principal sinalizador celular da via Th1 

junto com lipopolissacarídeos (LPS) ou fator de necrose tumoral-α (TNF-α), levando 

a produção de IL-12, IL-23, IL-1, TNFα e IL-6 e baixa produção de IL-10. Já a 

ativação de M2 pode ocorrer por três vias ligadas a respostas Th2: M2a (alternativa), 
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estimulada por IL-4 e IL-13, com produção de IL-10, receptor de interleucina 1 tipo II 

(IL-1RII) e antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1ra); M2b (tipo II), estimulada 

por imunocomplexos e ligantes de receptores semelhantes a Toll, que leva à 

produção de TNFα, IL-1 e IL-6, alta produção de IL-10 e baixa produção de IL-12; e 

a terceira via, M2c (desativada), desencadeada por IL-10, com produção de IL-10, 

fator de transformação de crescimento-β (TGF-β) e componentes da matriz 

extracelular, participando do remodelamento tecidual (MANTOVANI et al., 2014; 

MARTINEZ e GORDON, 2014). 

Essas importantes alterações no metabolismo celular são possíveis em 

decorrência da capacidade de células imunológicas sofrerem mudanças no seu 

programa transcricional. Esse processo possibilita a expressão gênica, diferenciação 

e ativação celular, otimizando a resposta imune inata e adaptativa. Exemplo disso é 

a expressão de receptores semelhantes a toll específicos, assim como de moléculas 

de sinalização intracelular, citocinas e quimiocinas, pelos macrófagos e células 

dendríticas após contato com um patógeno (FITZGERALD e CAFFREY, 2014).  

O processo de diferenciação e plasticidade dos fagócitos mononucleares, 

assim como a relação entre os subtipos de monócitos e a polarização macrofágica, 

ainda é pouco conhecida (MANTOVANI, GARLANDA e LOCATI, 2009). Sabe-se 

que a polarização é transitória, e os monócitos são extremamente plásticos e 

heterogêneos, assumindo fenótipos distintos na dependência do microambiente em 

que estão inseridos (ITALIANI e BORASCHI, 2014; YANG et al., 2014). 

Através do estudo da frequência e expressão de moléculas de superfície e 

citocinas pró e anti-inflamatória, é possível definir o estado de ativação dos 

monócitos em diversos modelos de doença em animais e em humanos.  
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Moléculas do complexo principal de histocompatibilidade - MHC são 

essenciais para que ocorra a ativação de linfócitos T helper. O HLA-DR (MHC de 

classe II) é expresso em células apresentadoras de antígeno como monócitos, 

macrófagos, células dendríticas e linfócitos B e sua interação com os linfócitos T 

ocorre via receptor de célula T (TCR). Um aumento em sua expressão indica 

aprimoramento na função de apresentação antigênica. Entretanto, em inflamações 

graves e pacientes politraumatizados, ocorre redução da expressão de HLA-DR, 

alguns autores sugerem que a diminuição na expressão dessa molécula ocorre em 

decorrência de aumento na monocitopoiese na medula óssea, com consequente 

elevação no número de células imaturas da linhagem monocitária no sangue 

periférico, que não expressam HLA-DR (ZHENG e MROWIETZ, 1997), enquanto 

estudos mais recentes revelam redução global da resposta inflamatória e alterações 

críticas na expressão de moléculas de superfície celular como parte da síndrome de 

resposta anti-inflamatória compensatória (CARS), sendo considerado, nessas 

situações, fator preditivo de gravidade (KIM et al., 2010; VESTER et al., 2015). A 

expressão da molécula de HLA-DR foi avaliada em diversos modelos de doença e 

trauma (doença de Chagas, pancreatite, ruptura de aneurisma aórtico, cirurgia 

cardíaca) e representa importante marcador de gravidade em pacientes criticamente 

doentes (RICHTER et al., 1999; SOUZA et al., 2004; HAVEMAN et al., 2006; 

FRANKE; KIM et al., 2010). Além da importância do estudo dessa molécula devido 

ao seu papel na apresentação de antígenos, em análises por citometria de fluxo, a 

combinação dos marcadores de superfície CD14, CD16 e HLA-DR pode ser utilizada 

como estratégia de exclusão de células CD16+ HLA-DR-, como neutrófilos e células 

natural killer (NK), diferenciando essas de monócitos, que são, obrigatoriamente 

HLA-DR+ (ABELES et al., 2012). 
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Para que haja recrutamento de monócitos circulantes para os tecidos, faz-se 

necessária a interação de receptores de quimiocinas expressos na superfície dessas 

células com as quimicionas produzidas no microambiente. Receptores de quimiocina 

têm sido amplamente estudados devido ao seu papel na patogênese de várias 

doenças inflamatórias (aterosclerose, artrite reumatóide, esclerose múltipla, doença 

inflamatória intestinal) (GERARD e ROLLINS, 2001). Entre essas moléculas, o 

receptor de quimiocina CC tipo 5 (CCR5), expresso em  linfócitos T, monócitos, 

macrófagos, células dendríticas imaturas e microglia têm demonstrado em modelos 

animais e em humanos participação importante em processos inflamatórios e 

infecciosos. Camundongos deficientes em CCR5 são mais susceptíveis a infecções 

por Listeria monocytogenes, Cryptococcus neoformans e Toxoplasma e sabe-se da 

participação dessa molécula como co-receptor para o vírus da imunodeficiência 

humana (MACK et al., 2001; WIERDA et al., 2012). Ademais, CCR5 funciona como 

marcador adicional para caracterização dos subtipos de monócitos, uma vez que 

monócitos intermediários expressam mais CCR2 e CCR5 (ANCUTA et al., 2003.). 

Membros da família de moléculas de superfície B7 (B7-1 ou CD80, B7-2 ou 

CD 86 e B7-H1 ou PDL-1) têm papel fundamental na regulação da ativação das 

células T e imunotolerância.  Essas moléculas controlam a atividade de células T em 

contextos diversos, desde o desenvolvimento de autoimunidade, perpassando pela 

patogenia de doenças infecciosas, até o processo de imunidade tumoral (BUTTE et 

al., 2008). O aumento da expressão de CD86 em células apresentadoras de 

antígeno antecede o de CD80. O CD86 apresenta maior afinidade pelo CD28, 

apresentando primordialmente atividade estimulatória, ao passo que o CD80 

apresenta maior afinidade pela molécula de CTLA-4, exercendo, através dessa 

interação, efeito inibitório. Entretanto, ambas as moléculas podem ligar-se ao CD28 



26 
 

ou CTLA-4 da superfície da célula T exercendo atividade estimulatória ou inibitória 

(SAID et al., 2016) (figura 1). O processo de ativação/inibição dos linfócitos T requer, 

portanto, a ligação do TCR do linfócito T ao complexo MHC de classe II ligado ao 

peptídio e a ligação adicional do CD28/CTLA-4 da superfície linfocitária às moléculas 

de CD80 ou CD86 presentes na superfície da célula apresentadora de antígeno. 

Outro aspecto a ser ressaltado é a habilidade dessas moléculas em dirigir a resposta 

dos linfócitos T para um perfil Th1 (CD80) ou Th2 (CD86) (RUTKOWSKI et al., 2003, 

SAID et al., 2016). A importância dessas moléculas coestimulatórias na patogênese 

de asma brônquica, pneumonite alérgica, doenças intersticiais pulmonares, rinite 

alérgica e doença de Crohn está bem documentada na literatura (LIU et al., 1997; 

NAKADA et al., 1999; DJUKANOVIC, 2000) uma vez que expressão e atividade de 

CD80, CD86 e PD1L em células apresentadoras de antígenos modulam a 

magnitude da ativação das células T (SAID et al., 2016). 

O PD1L (Programmed death-ligand 1), também denominado cluster de 

diferenciação 274 (CD274) ou B7-H1 é uma proteína transmembrana, presente 

constitutivamente nas APC, que têm sua expressão aumentada após ativação 

dessas células (BUTTE et al., 2008). É membro da superfamília B7, assim como o 

CD80 e o CD86, e também apresenta efeito regulatório na resposta de células T. 

Sua ação se dá através da indução de apoptose e/ou anergia em células T ativadas 

e inibição da produção de citocinas (TAMAI et al., 2014). Assim sendo, o PD1L, por 

meio de sua ligação com o PD1, presente na superfície das células T, apresenta 

papel significativo na regulação da resposta inflamatória infecciosa, tolerância 

imunológica e progressão tumoral (figura 1). Alguns estudos mostram importante 

participação da molécula de PDL-1 na regulação do equilíbrio entre a defesa imune 
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contra o patógeno e o dano tecidual imunomediado em infecções virais crônicas 

como HIV, hepatite B e hepatite C (BUTTE et al., 2008). 

Figura 1 - Esquema representativo da interação entre células apresentadoras de antígenos e linfócitos T 
ativados, através de moléculas de superfície coestimulatórias e seus receptores. 

 

Na coluna da esquerda estão representadas moléculas de superfície presentes na superfície da APC e à direita, 
as moléculas expressas na superfície do linfócito T ativado. As linhas vermelhas indicam interações com efeito 
estimulatório, enquanto as linhas azuis representam efeito inibitório 

 

A interleucina 6 é uma citocina multifuncional, que apresenta uma série de 

funções biológicas relevantes: participa da diferenciação terminal de células B, 

resposta inflamatória de fase aguda, hematopoiese, neurogênese e cicatrização de 

feridas, assumindo papel importante na manutenção da homeostase. Entretanto, 

quando cronicamente elevada, perde sua função de manutenção de integridade 

tecidual, passando a apresentar efeitos deletérios de inflamação crônica e fibrose. 

Estudos em modelos animais e humanos de doenças inflamatórias como lupus 

eritematoso sistêmico, colite, encefalite e miocardite correlacionam a alta expressão 

de IL-6 com maiores níveis de inflamação (FONTES, ROSE e ČIHÁKOVÁ, 2015; 

JAIN et al., 2016). 
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O fator de necrose tumoral α (TNF-α) é uma citocina pró-inflamatória 

produzida por linfócitos, monócitos, macrófagos, células epiteliais e endoteliais. 

Aumento na produção dessa citocina pode ser visto em várias doenças, como 

aterosclerose, câncer, doença inflamatória intestinal, depressão, e esclerose múltipla 

(RAMSEYER e GARVIN, 2013; MA, ZHANG e BALOCH, 2016). LPS e outros 

produtos bacterianos, citocinas, como IL-1, IL-2 e o próprio TNF-α, fator estimulador 

de colônia de granulócito-monócito (GM-CSF), fator estimulador de colônia de 

macrófago (M-CSF), glicocorticóides e ligante de CD40 são exemplos de indutores 

de produção de TNF-α (MOREIRA-TABAKA et al., 2012). 

Outra citocina de extrema importância a ser considerada no estudo de 

monócitos e macrófagos é a IL-10, citocina pleiomórfica, com ação regulatória, que 

executa sua função através da inibição da produção e atividade de citocinas pró-

inflamatórias (IL-6, TNF-α, IL1-β), redução da produção de quimiocinas, controle da 

liberação de espécies reativas de oxigênio, regulação da capacidade de 

apresentação de antígenos e supressão da proliferação e atividade de células T 

citotóxicas. Além disso, a IL-10 age em conjunto com outros mecanismos 

imunorregulatórios como CTLA-4 e TGF-β, com o objetivo de suprimir funções 

celulares (CILFONE et al., 2013; XIE et al., 2014). 

A caracterização funcional dos diferentes tipos de monócitos, através da 

identificação de moléculas de superfície e produção de citocinas, tem sido estudada 

por pesquisadores em modelos de doenças inflamatórias, infecciosas, alérgicas e 

metabólicas ao longo dos anos, na tentativa de melhor compreender a patogênese 

dessas doenças. 
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1.2 Dermatite atópica (DA) 

A dermatite atópica (DA) é uma doença inflamatória crônica cutânea, de 

etiologia multifatorial, que envolve fatores genéticos e ambientais, e apresenta 

caráter incapacitante para o paciente e seus familiares, prejudicando a rotina, o 

padrão de sono, ocasionando absenteísmo escolar e no trabalho e causando, em 

alguns casos, isolamento social (DARLENSKI et al., 2014). O termo Síndrome de 

Eczema Dermatite Atópica (SEDA) foi introduzido pela European Academy of Allergy 

and Clinical Immunology com o objetivo de ser mais abrangente que “dermatite 

atópica”, no que se refere aos mecanismos envolvidos nessa entidade nosológica, 

considerando que, em alguns pacientes, não há sensibilização alérgica, apenas 

eczema (OLIVEIRA et al., 2005).  

A DA tem prevalência estimada de 279.889.120 casos no mundo e afeta em 

torno de 20% da população infantil, representando a doença inflamatória crônica 

infantil mais comum. Cerca de 85% dos pacientes apresentam início da doença 

antes dos 5 anos de idade, com maior incidência no primeiro ano de vida. A despeito 

da ocorrência da DA de início tardio, a prevalência da doença na população adulta é 

estimada em 2% a 9%. Entretanto, estudos mais recentes relatam que cerca de 40% 

a 80% dos casos de DA que se iniciam na infância, persistem na idade adulta 

(BRANT e SIVAPRASAD, 2011; SILVERBERG, N. e SILVERBERG, J. 2015). Um 

aumento importante da sua incidência nos países industrializados tem sido 

observado nas últimas décadas (DARLENSKI et al., 2014). 

A doença pode ser classificada em dois grandes grupos: DA alérgica ou 

extrínseca, na qual os processos imunológicos são considerados epifenômenos de 

uma barreira cutânea defeituosa e DA não-alérgica, em que o distúrbio imunológico 
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e a alteração de barreira cutânea seriam consequência do processo inflamatório 

local, termo que substitui a denominação dermatite intrínseca ou criptogênica e 

abrange os casos em que não é possível detectar a existência de sensibilização 

alérgica. A DA alérgica pode ser subdividida em dois tipos: DA associada a IgE, nos 

casos em que é identificada a presença de sensibilização mediada por IgE, e DA 

associada a células T, que se caracteriza por patch tests positivos para 

aeroalérgenos ou alérgenos alimentares; (OLIVEIRA et al., 2005; BELDA, 2010; 

SUÁREZ-FARIÑAS et al., 2013). Quanto à idade de acometimento pode ser dividida 

em: dermatite atópica infantil (três meses a dois anos de idade), pré-puberal (dos 

três aos doze anos), e da adolescência e do adulto (maiores que 12 anos) (BELDA, 

2010).  

O diagnóstico da dermatite atópica é essencialmente clínico e se caracteriza 

por uma história sugestiva, com prurido, xerose cutânea e eczema crônico ou 

recidivante em topografia característica para a faixa etária (DARLENSKI et al., 

2014). Para protocolos de estudo, são utilizados os critérios diagnósticos de Hanifin 

e Rajka (os mais conhecidos e utilizados no mundo) que consistem na presença de 

3 ou mais critérios maiores: prurido, morfologia e distribuição típica das lesões, 

dermatite crônica e recidivante, história pessoal ou familiar de atopia; associados a 

três ou mais critérios menores: xerose, início precoce da doença, ceratose pilar, 

dermatite de mãos e pés, dermografismo branco, queilite, pregas na região cervical 

anterior, escurecimento periorbital, sinal de Hertogue, elevação da IgE sérica, 

conjuntivites recorrentes, evolução influenciada por fatores ambientais e emocionais, 

hipersensibilidade ao níquel, hiperlinearidade palmoplantar, tendência a infecções 

cutâneas, prega infra-orbitária de Dennie-Morgan, pitiríase alba, palidez ou eritema 

facial, eczema dos mamilos, acentuação perifolicular, alopecia areata, 
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hiperreatividade cutânea tipo II, intolerância alimentar, catarata, ceratocone, ictiose, 

e urticária (OLIVEIRA et al., 2005; TOTRI, DIAZ e EICHENFIELD, 2014). Alguns 

indivíduos, atópicos na infância, evoluem com o desenvolvimento de rinite alérgica e 

asma na adolescência e idade adulta, essa progressão é designada como marcha 

atópica (BANTZ, ZHU e ZHENG, 2014).  

Apesar de muito bem documentado o impacto negativo da DA na qualidade 

de vida do paciente e de seus familiares, não se utilizam rotineiramente os 

questionários de avaliação e escalas de gravidade na prática clínica. Entretanto, 

para protocolos de pesquisa, pode-se utilizar o Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD), 

que é preenchido pelo médico assistente e utiliza os parâmetros de extensão e 

intensidade das lesões e sintomas subjetivos (sono e prurido) para avaliação do 

impacto da doença na vida dos pacientes (STALDER e TAIEB, 1993; BELDA et al., 

2010). O valor máximo do escore SCORAD é 103 ou 83, sem os sintomas 

subjetivos. Notas abaixo de 25 sugerem casos leves, de 25 a 50, moderados e 

acima de 50, graves (BELDA et al., 2010) e também se utiliza o Patient Oriented 

SCORAD (Po-SCORAD), que oferece ao paciente a possibilidade de utilizar, 

sozinho, o mesmo método de avaliação que o seu médico e permite estabelecer 

uma curva evolutiva do eczema entre duas consultas (STALDER e TAIEB, 1993; 

STALDER et al., 2011). 

Trata-se de uma doença de etiologia multifatorial, na qual estão envolvidos 

genes de susceptibilidade, uma barreira cutânea deficiente, imunologia alterada e 

fatores ambientais (LEUNG, 2013). 

Um dos grandes desafios no estudo da DA atualmente é definir o papel da 

imunidade inata e adquirida e seus produtos na apresentação clínica da doença. 
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1.2.1 Imunologia da dermatite atópica 

A DA é uma das doenças inflamatórias cutâneas crônicas mais estudadas na 

atualidade e muitos esforços têm sido dispensados para melhor compreensão dos 

complexos mecanismos imunológicos envolvidos em sua patogênese (KASRAIE e 

WERFEL, 2013). Alterações nos mecanismos de imunidade inata como barreira 

cutânea, produtos antimicrobianos e sinalizações via citocinas e quimiocinas são 

identificadas, assim como de resposta adaptativa, em que há principalmente uma 

polarização no sentido Th2 e Th22, mas também um aumento de Th1 e Th17 

(LEUNG, 2013). Controvérsias permanecem acerca do início do processo 

patogênico, se a doença seria promovida por uma inflamação sistêmica ocasionando 

disfunção de barreira epidérmica (hipótese "inside-out"), ou se as alterações 

estruturais na barreira cutânea levariam ao desequilíbrio imunológico (hipótese 

"outside-in") (SILVERBERG, N. e SILVERBERG, J., 2015). Sabe-se ainda, que há 

na DA, grande predisposição a infecções cutâneas, com o Staphylococcus aureus 

compondo 90% da flora microbiana da pele com lesões de eczema e colonizando 

também a área de pele sem lesões (YU et al., 2015). Assim, a resposta inflamatória 

cutânea na DA envolve ativação de queratinócitos, células dendríticas, macrófagos, 

mastócitos e eosinófilos, com expressão de moléculas de superfície, produção de 

citocinas e quimiocinas por essas células. Apesar do avanço inquestionável das 

pesquisas na genética e imunologia, a DA permanece com patogênese enigmática e 

os agentes intrínsecos e extrínsecos envolvidos no desencadeamento da doença 

ainda não foram completamente identificados (AL-SHOBAILI et al., 2016). 

Sabe-se que alterações genéticas podem levar a modificações significativas 

na integridade da barreira epidérmica como, por exemplo, redução da expressão de 

proteínas epiteliais estruturais (filagrina, loricrina, aquaporina e involucrina), redução 
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da produção de lipídios (colesterol, ácidos graxos livre e ceramidas), moléculas de 

adesão, fatores de crescimento epidérmico e peptídeos antimicrobianos. Defeitos 

diferentes estão relacionados diversos graus de dano à barreira cutânea, o que leva 

à perda transepidérmica de água, exposição a alérgenos/irritantes, inflamação e 

suscetibilidade a infecções que estão associados à DA (GHOSH et al., 2015). A 

deficiência de filagrina, por exemplo, está relacionada ao desenvolvimento da DA 

extrínseca em que há altos níveis de IgE total sérica, ou IgE específica para 

antígenos alimentares e aeroalérgenos, com maior risco de evolução para "marcha 

atópica" no futuro (ONG e LEUNG, 2010). Participam ainda desse processo de 

ruptura da integridade da barreira cutânea fatores ambientais como baixa umidade 

relativa do ar, irritantes cutâneos, danos mecânicos através do prurido/coçadura, 

quantidade de água ingerida e idade do paciente. Variações genéticas envolvendo 

inúmeros genes relacionados a produção de citocinas, quimiocinas, molécula de 

MHC de classe II, receptores de reconhecimento de padrões (PRR) também tem 

sido identificados em pacientes com DA em diferentes populações (AL-SHOBAILI et 

al., 2016). 

Além de alterações na imunidade inata, ocorre na DA desequilíbrio importante 

nas respostas Th1/Th2. Apesar de bem estabelecido o papel das alterações de 

barreira cutânea causando disfunções imunológicas na DA, há evidências 

igualmente contundentes de que a doença é causada primariamente por uma via 

imune polarizada, levando a alterações na diferenciação terminal dos queratinócitos 

com defeito de barreira cutânea secundário (LEUNG e GUTTMAN-YASSKY, 2014). 

A DA caracteriza-se por ser uma doença inflamatória predominantemente Th2/Th22, 

entretanto, tem seu desenvolvimento e progressão modulados por citocinas do perfil 

Th1 e Th17 (KIM et al., 2016). Conforme ilustrado na figura 1, o início da fase aguda 
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da doença é caracterizado por um aumento de citocinas com perfil Th2 (IL4, IL5 e 

IL13) e IL22 (perfil Th22) que acarreta várias alterações na barreira cutânea, 

favorece a invasão microbiana, recruta eosinófilos e aumenta a síntese de IgE. Na 

fase crônica da doença, observa-se intensificação dessa resposta Th2/Th22, 

associada a uma contribuição importante de componente Th1, porém não chega a 

haver um desvio completo do perfil (BRANDT e SIVAPRASAD, 2011; GITTLER et 

al., 2012; LEUNG e GUTTMAN-YASSKY, 2014; KIM et al., 2016). 

Figura 2 - Ilustração esquemática da iniciação da dermatite atópica aguda e progressão para lesões 
crônicas. 

 

A pele sem lesões apresenta infiltrado inflamatório que contribui para ruptura da barreira cutânea. A alteração da 
barreira epitelial leva a penetração de antígenos, que encontram células de Langerhans na epiderme e células 
dendríticas na derme, induzindo mais ativação imune e recrutamento de células inflamatórias na fase aguda, na 
qual ocorre ativação de citocinas com perfil Th2 e Th22. Pequena contribuição de resposta Th1 e Th17 é vista 
nas lesões agudas. Com a progressão para a cronicidade, observa-se progressiva ativação de Th2 e Th22, 
assim como um aumento da atividade de citocinas com perfil Th1. A indução de cada subtipo de linfócito T, de 
acordo com o estágio da doença, está representada esquematicamente pela diferença de tamanho em relação a 
outros subtipos. Células T e células dendríticas produzem citocinas e quimiocinas que ocasionam ativação e 
recrutamento de outras células imunes. IL-22 , junto com IL-17 induzem hiperplasia epidérmica (via S100A7, 
S100A8 e S100A9), na fase crônica da doença. Esse aumento nas proteínas da barreira cutânea contrasta com 
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o defeito de barreira visualizado na pele sem lesões e nas lesões agudas que ocorre por alteração de proteínas 
epiteliais estruturais (filagrina, loricrina, corneodesmosina) em resposta a citocinas Th2 e Th22. A IL-31 está 
elevada na fase aguda e representa forte mediador do prurido na DA. O retângulo preto destaca a importância 
dos monócitos, enquanto precursores das células apresentadoras de antígeno. Fonte: Adaptado de Gittler, 2012. 

 

Um fato interessante a ser ressaltado é que crianças com dermatite atópica 

manifestam maior desequilíbrio na relação Th2/Th1, com redução de resposta Th1 

quando comparados a adultos com DA. Este achado justifica o fenótipo alérgico 

mais observado em crianças e se correlaciona com produção de IgE (vista em cerca 

de 70% das crianças atópicas). Sabe-se também que adultos portadores de DA 

apresentam resposta Th22 mais proeminente que crianças com a doença. 

Considerando o papel da IL-22 no desenvolvimento de hiperplasia epidérmica, isso 

poderia justificar a predominância de lesões mais crônicas e liquenificadas nessa 

população. Aproximadamente 75% das crianças atópicas alcançam remissão em 

torno dos 10 anos de vida. Isso poderia ser justificado pelo desenvolvimento da 

resposta Th1, suprimindo os efeitos das respostas Th2 e Th22 (CZARNOWICKI et 

al., 2015). 

Nesse denso panorama imunológico, os macrófagos, enquanto células 

fagocíticas, apresentadoras de antígeno e imunorreguladoras, por causa do seu 

caráter multifacetado e sua capacidade de promover ou controlar manifestações de 

doenças alérgicas, desempenham um papel central na inflamação e imunologia 

(KASRAIE e WERFEL, 2013), e os monócitos, como seus precursores na circulação 

sistêmica, têm papel relevante (figura 2). 

A caracterização fenotípica dos subtipos de monócitos na dermatite atópica, 

considerando parâmetros de densidade e tamanho celular foi realizada por Zheng 

Mrowietz em 1997 e, em 2002, Novak et al. realizaram o estudo das subpopulações 

de monócitos em pacientes com a forma alérgica de dermatite atópica, baseando-se 
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na expressão do CD14, CD64 e CD16. Ambos os estudos avaliaram pacientes 

adultos acometidos pela doença Entretanto, não há, desde então, outros estudos 

que avaliem o perfil monocitário na doença. 

Diante da escassez de dados na literatura, surgiu o interesse em identificar e 

as subpopulações de monócitos, avaliando a expressão de moléculas de superfície 

e citocinas que potencialmente funcionem como marcadores prognósticos na 

dermatite atópica. O presente estudo caracteriza essas populações celulares, de 

forma pioneira, na população infantil, portadora da doença. 

Ao se considerar o estudo da DA em crianças, e conhecendo as 

particularidades da resposta imunológica em diferentes faixas etárias, sentimos a 

necessidade de realizar previamente um estudo comparativo da caracterização dos 

subtipos de monócitos entre crianças e adultos saudáveis 
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2 HIPÓTESE 

A hipótese que norteou a elaboração desse trabalho é a de que diferenças na 

expressão de moléculas de superfície e citocinas pró e anti-inflamatórias entre 

monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos estariam diretamente envolvidas 

na patogênese e apresentação clínica da dermatite atópica em crianças. 

 

 

 

 



38 
 

3 JUSTIFICATIVA 

Os monócitos são atores primordiais na iniciação, desenvolvimento e 

resolução da resposta imunológica (MILLS, LENZ, e LEY, 2015). A relevância da 

atuação monócitos clássicos, monócitos não-clássicos e monócitos intermediários na 

etiopatogênese de enfermidades inflamatórias, neoplásicas, parasitárias e alérgicas 

tem sido objeto de estudo nas últimas décadas, mas muito se tem a elucidar acerca 

da participação da imunidade inata na resposta imune em indivíduos saudáveis e 

nessas condições patológicas. 

 A dermatite atópica é uma doença inflamatória cutânea crônica, de etiologia 

multifatorial e patogenia complexa, envolvendo fatores genéticos e ambientais 

(DARLENSKI et al., 2014; PENG e NOVAK, 2015). No entanto, algumas questões 

envolvendo a patogênese da dermatite atópica permanecem obscuras 

Estratégias experimentais refinadas de análises citométricas de parâmetros 

múltiplos foram empregadas neste estudo. Nossa expectativa é que as informações 

adquiridas pela realização deste trabalho ampliem nossos conhecimentos acerca 

das subpopulações de monócitos em indivíduos saudáveis de diferentes faixas 

etárias e em crianças portadoras de DA, contribuindo assim para um maior 

conhecimento da imunopatologia dessa doença incapacitante e gere novas 

perspectivas para realização de estudos imunológicos que possam beneficiar 

diretamente a população de indivíduos acometidos pela doença. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Estudar as características funcionais das subpopulações de monócitos 

clássicos, não-clássicos e intermediários, determinando sua caracterização 

fenotípica e produção de citocinas em indivíduos saudáveis (adultos e crianças) e 

em crianças portadoras de dermatite atópica. 

4.2 Objetivos específicos 

Em relação à caracterização de monócitos circulantes de crianças e adultos 

saudáveis, os objetivos específicos foram: 

 Caracterizar fenotipicamente as subpopulações de monócitos (clássicos, 

intermediários e não clássicos) através da análise da expressão de CD14, 

CD16 e HLA-DR. 

 Avaliar a frequência relativa de monócitos clássicos, intermediários e não-

clássicos em adultos e em crianças, e correlacionar a frequência de cada 

subpopulação celular entre os dois grupos estudados. 

 Comparar a expressão de HLA-DR dos subtipos de monócitos dentro das 

populações de adultos e crianças e entre essas populações. 

 Analisar a frequência e expressão de CCR5, CD80, CD86 E PDL-1 nos 

subtipos de monócitos na população adulta e infantil e comparar os mesmos 

parâmetros entre essas duas populações.  
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 Comparar os diferentes subgrupos de monócitos no que diz respeito à 

frequência e expressão das citocinas IL-6, TNF-α e IL-10 dentro das 

populações de adultos e crianças sadias, assim como entre essas 

populações.  

Em relação ao estudo comparativo das subpopulações de monócitos de 

crianças saudáveis e crianças portadoras de dermatite atópica (DA), os objetivos 

foram: 

 Analisar a expressão de CD14, CD16 e HLA-DR, objetivando caracterizar 

subpopulações de monócitos. 

 Quantificar a frequência relativa de monócitos clássicos, intermediários e não-

clássicos dentro dos grupos de crianças saudáveis e crianças com DA e 

comparar os subtipos celulares entre esses dois grupos populacionais. 

 Comparar a expressão de HLA-DR entre os subtipos de monócitos dentro das 

populações estudadas e entre essas populações. 

 Avaliar a frequência e expressão de CCR5, CD80, CD86, PDL-1 em 

monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos, comparando esses 

parâmetros em cada grupo e entre esses. 

 Avaliar monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças 

saudáveis e crianças com DA, no tocante à frequência e expressão das 

citocinas IL-6, TNF-α e IL-10 e comparar os subtipos de monócitos dos dois 

grupos populacionais em relação a esses marcadores imunológicos 
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5 MATERIAL E MÉTODO 

Essa pesquisa foi realizada em duas fases. Inicialmente, foi feito um estudo 

comparativo das características funcionais das subpopulações de monócitos, 

expressão de moléculas de superfície e citocinas entre crianças e adultos saudáveis. 

Na segunda etapa, foram analisadas subpopulações de monócitos de crianças 

portadoras de DA, avaliando o potencial de marcadores imunológicos e expressão 

de citocinas dessas células na etiopatogênese da doença e identificando as 

diferenças existentes entre crianças com DA e crianças saudáveis. 

5.1 Amostras clínicas  

Na primeira etapa do estudo, coletou-se amostras de sangue de voluntários 

adultos (n=7), que foram ao Centro de Biotecnologia na UFPB e crianças saudáveis 

(n=7), de 0 a 12 anos de idade, que seriam submetidas a cirurgias eletivas no Bloco 

Cirúrgico do HULW/UFPB. Esses voluntários foram submetidos a anamnese 

detalhada para excluir doenças alérgicas e/ou inflamatórias e exame físico 

cuidadoso e os responsáveis legais das crianças responderam um questionário, 

contendo ficha de identificação e anamnese completa da criança, assim como 

autorização para participação na pesquisa. 

Na segunda fase da pesquisa, amostras de sangue periférico de crianças 

(n=5) com história e sinais clínicos compatíveis com DA moderada e 1 criança com 

DA grave, foram colhidas no Ambulatório de Dermatologia Pediátrica do HULW e 

encaminhadas para o Laboratório de Imunologia das Doenças Infecciosas da UFPB. 

Todas as amostras foram acompanhadas de ficha de identificação e dados de coleta 

e ainda de termo de consentimento preenchido pelos responsáveis legais e 
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autorização para realização e utilização de documentação fotográfica das lesões 

cutâneas. 

Foram considerados para a participação na pesquisa crianças entre zero e 

doze anos, que preenchiam os critérios diagnósticos de Hanifin e Rajka para DA. 

Nenhum dos pacientes tinha iniciado o tratamento clínico específico para a doença. 

Esses pacientes foram classificados, de acordo com a idade de aparecimento da 

doença em portadores de dermatite atópica infantil (três meses a dois anos de 

idade) e dermatite atópica pré-puberal (dos três aos doze anos), quanto à gravidade, 

em acometidos por uma forma leve, moderada ou grave, utilizando para isso o 

Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD), preenchido pelo médico assistente (Tabela 1). 

Essa ferramenta utiliza os parâmetros de extensão e intensidade das lesões e 

sintomas subjetivos, sono e prurido, para avaliação da gravidade (anexo B). O valor 

máximo do escore SCORAD é 103 ou 83, sem os sintomas subjetivos. Notas abaixo 

de 25 sugerem casos leves, de 25 a 50, moderados e acima de 50, graves. 

Realizamos documentação fotográfica das lesões cutâneas para registrar a 

gravidade do quadro clínico (Figura 3). 
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Figura 3 - Criança, 4 anos, portadora de DA 
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Tabela 1 - SCORAD dos pacientes portadores de DA 

Identificação A=Superfície total 

com eczema 

Eritema Edema Crostas Escoriação Liquenificação Xerose B=Intensidade Prurido Perda de sono C=Sinais 

subjetivos 

SCORAD SCORAD 

objetivo 

DA1 17 1 0 2 2 1 1 7 2,6 1,1 3,7 31,6 27,9 

DA2 17 1 0 1 2 1 2 7 5,6 5,4 11,0 38,9 27,9 

DA3 24 1 0 2 2 1 1 7 3,9 1,1 5,0 34,3 29,3 

DA4 27 2 0 1 2 1 2 8 7,1 6,8 13,9 47,3 33,4 

DA5 34 1 0 2 1 3 3 10 2,3 0,0 2,3 44,1 41,8 

DA6 50 2 1 3 3 1 2 12 10,0 10,0 20,0 72,1 52,1 
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Todos os indivíduos que contribuíram para a realização deste trabalho 

participaram da pesquisa com autorização voluntária de seus representantes legais, 

sendo estes esclarecidos sobre a importância do trabalho, e orientados a assinar o 

termo de consentimento esclarecido (TCLE), caso concordassem com a participação 

da criança no estudo. Esse projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 

do Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraíba 

(CAAE: 47324115.4.0000.5183 / número do parecer: 1217205) (Anexo A). 

A amostra utilizada é uma amostra de conveniência e é baseada em estudos 

anteriores que utilizaram metodologia semelhante (Keesen et al., 2011). Devido a se 

tratar de um estudo de identificação de marcadores celulares em humanos, que 

envolve pacientes, os trabalhos de pesquisa em diferentes doenças optam pela 

amostragem de conveniência, e também por causa do alto custo da técnica 

imunológica (citometria de fluxo) para avaliação das amostras.  

5.2 Obtenção de leucócitos para ensaios biológicos  

Aproximadamente 10 mL de sangue heparinizado de indivíduos saudáveis 

(adultos e crianças) e pacientes identificados como portadores de DA moderada 

(n=5) foram processadas. A criança portadora de dermatite atópica grave, 

classificada através da aplicação do SCORAD, não foi considerada para a avaliação 

e análise através da citometria de fluxo. Os leucócitos dessas amostras, obtidos pela 

lise de hemácias (Solução de Lise, BD Bioscience, CA, USA),foram  lavados três 

vezes com tampão salina-fosfato (PBS), sendo centrifugados a 200 x g, 4ºC, 10 min. 

Os leucócitos obtidos foram então resuspensos em um volume de 1 mL de PBS e 

utilizados para análises biológicas. 
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5.3 Imunofluorescência para análise de monócitos clássicos, intermediários e 

não-clássicos expressando marcadores de superfície e intracelulares  

Utilizando-se placa estéril de 96 poços, foram adicionadas 2,5 x 105 células 

em cada poço, conjuntamente com 175 µL de RPMI suplementado com L-

Glutamina. Acrescentou-se, aos poços, 10µL de brefeldina A (1 mg/ml) nos poços 

que receberiam anticorpos para alvos intracelulares, deixando agir por quatro horas 

em estufa de CO2. A brefeldina A age sobre a estrutura do complexo de Golgi 

impedindo, deste modo, que haja exportação de proteínas para o meio extracelular. 

Ao final das quatro horas, a placa foi retirada da estufa e centrifugada por 10 

minutos (200 x g, 4ºC). Após desprezar o sobrenadante, as células foram suspensas 

por agitação. Em seguida, adicionou-se os anticorpos antimarcadores de superfície 

de isotipo marcados anti-CD14, anti-CD16, anti-CCR5, anti-PDL-1, anti-CD80, anti-

CD86 e anti-HLA-DR, já diluídos, conforme titulação padronizada na fase de 

padronização dos reagentes, num volume final de 40µL. Após adição dos anticorpos, 

incubou-se a placa a 4ºC por 15 minutos ao abrigo da luz. Terminado o período de 

incubação, as células foram lavadas adicionando 150µL de PBS gelado em cada 

poço. A placa foi então, centrifugada durante 10 minutos (200 x g, 4ºC). Ao final da 

centrifugação, verteu-se a placa para retirar o sobrenadante e, em seguida, foi 

agitada a fim de suspender as células. De posse das células já suspensas, foi 

adicionado, finalmente, 100µL de PBS e 100µL de solução de formaldeído 4%, para 

a fixação por 20 minutos à temperatura ambiente.  

Após remover a solução de fixação por centrifugação e lavar as células com 

150µL de PBS, procedeu-se a permeabilização celular, incubando as células por 10 

minutos com solução de saponina 0,5% à temperatura ambiente. Ao final do período 
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de incubação, a placa foi centrifugada por 10 minutos (200 x g, 4ºC), o sobrenadante 

desprezado e a placa agitada. Em seguida, adicionou-se sobre as células, 40µL da 

solução de anticorpos anticitocinas adequadamente diluídos em solução de 

saponina 0,5% (anti-IL-10, anti-IL-6, anti-TNF-α). As amostras foram incubadas por 

30 minutos à temperatura ambiente. Após este período, as células foram lavadas, 

por centrifugação adicionando a cada poço, 150µL da solução de PBS. Repetiu-se 

esse processo duas vezes. Finalmente, após desprezar o sobrenadante e agitar a 

placa, diluiu-se as células em 200µL de wash B. O volume final de solução contendo 

as células marcadas foi transferido para tubos próprios para leitura no citômetro de 

fluxo FACSCANTO II (Becton & Dickinson). As células foram mantidas a 4ºC, ao 

abrigo da luz para que as fluorescências não fossem perdidas até a leitura no 

citômetro, que ocorreu no dia seguinte.  

5.4 Anticorpos monoclonais 

Os anticorpos utilizados e seus respectivos fluorocromos foram os seguintes: 

anti-CD16 FITC, anti-CD80 PE, anti-CCR5 PE, anti-TNF-α PE, anti-IL-6 PE, anti-

CD16 PE, anti-HLA-DR PE, anti-CD14 PECy5, anti-CD274 (PDL1) PECy7, anti-HLA-

DR APC, anti-CD86 APC, anti-IL-10 APC. Todos os anticorpos utilizados foram 

adquiridos das companhias BD PharmigenTM (CA, USA) ou Ebioscience (San 

Diego, CA, USA). 
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Tabela 2 - Painel de anticorpos utilizados na citometria de fluxo nos seus respectivos fluorocromos. 

 

 

5.5 Aquisição e análise dos dados por citometria de fluxo  

As preparações celulares marcadas com os anticorpos monoclonais 

fluorescentes foram avaliadas em citômetro de fluxo - FACSCANTOII (Becton & 

Dickinson). Durante a aquisição dos dados coletou-se 50.000 eventos. Os dados 

coletados foram analisados utilizando o programa de computador Flowjo (Tree Star).  

Inicialmente, para a identificação da população celular de interesse, utilizou-

se o perfil de tamanho e granulosidade das populações adquiridas e a expressão de 

marcadores fenotípicos (Figura 3). A delimitação da região onde se encontravam os 

monócitos foi feita baseando-se em conhecimento prévio da localização dessas 

células no gráfico tamanho vs. granulosidade (Figura 3A). Em seguida, essas células 

foram visualizadas no gráfico CD14 vs. CD16 selecionando-se mais uma vez a 

população de monócitos (Figura 3B). Consideramos como "monócitos verdadeiros" 

as células desse grupo que apresentavam positividade para a molécula MHC de 

classe II visualizada no gráfico CD16 vs HLA-DR (Figura 3C). Esses últimos foram 

então visualizados novamente no gráfico CD14 vs. CD16 e subdivididos em 
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CD14+/CD16- (monócitos clássicos), CD14hi/CD16+ (monócitos intermediários) e 

CD14lo/CD16+ (monócitos não-clássicos) (Figura 3D). 

Figura 4. Estratégia de análise por citrometria de fluxo. 

 

(A) As células foram visualizadas no gráfico tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC) e foi realizado um gate 

amplo em torno da população de monócitos, excluindo a maioria dos debris e linfócitos. (B) Em seguida, essas 
células foram visualizadas no gráfico CD14 vs CD16 selecionando-se mais uma vez a população de monócitos. 
(C) Quando essa população selecionada foi colocada no gate CD16 vs HLA-DR, uma população de células 
contaminantes, "não-monócitos" foi facilmente distinguida dos "monócitos verdadeiros". (D) Esses últimos foram 
então visualizados novamente no gráfico CD14 vs. CD16 e subdivididos em CD14

+
CD16

- 
(monócitos clássicos), 

CD14
hi
CD16

+
(monócitos intermediários) e CD14

lo
CD16

+
 (monócitos não-clássicos). 

 

 

Uma vez identificados os subgrupos de monócitos CD14+CD16- (monócitos 

clássicos), CD14hiCD16+ (monócitos intermediários) e CD14lowCD16+ (monócitos 

não-clássicos), procedeu-se às análises de fluorescência, identificando, dentro de 
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cada população celular os marcadores imunológicos de superfície (CCR5, CD80, 

CD86, PD1L) e as citocinas (IL-6, TNF-α e IL-10).  

Caracterizadas as porcentagens de células positivas para cada marcador, 

procedeu-se o cálculo da intensidade média de fluorescência (MFI) para cada 

molécula estudada, que indica o quanto a célula está expressando determinado 

marcador. 

5.6 Análise estatística  

Para análise da frequência dos subtipos de monócitos (clássicos, 

intermediários e não-clássicos), assim como da expressão dos marcadores 

extracelulares e citocinas (HLA-DR, CCR5, CD80, CD86, PD-1L, IL-6 e TNF-α, IL-

10) nesses subtipos celulares, dentro de cada grupo separadamente (crianças e 

adultos saudáveis e crianças atópicas), foi aplicado o one-way analysis of variance 

(ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Para a análise comparativa da 

frequência das subpopulações de monócitos e expressão das moléculas estudadas 

entre os grupos de crianças e adultos saudáveis, assim como entre crianças 

saudáveis e crianças doentes foi utilizado Teste t não pareado. Todas as análises 

foram realizadas utilizando o programa estatístico GraphPad Prism 5. As diferenças 

estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0.05. 
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6 RESULTADOS 

Os resultados desse estudo serão descritos em duas partes, relativas aos 

objetivos específicos. 

6.1 Caracterização dos monócitos circulantes em adultos e crianças 

saudáveis. 

O processo de polarização dos monócitos com expressão de moléculas de 

superfície e produção de citocinas caracteriza-se por extrema plasticidade e está 

diretamente relacionado ao microambiente para o qual essas células são recrutadas. 

Considerando-se que diferenças relevantes são reconhecidas entre o sistema 

imunológico do adulto e da criança e que os monócitos exercem papel fundamental 

no desenvolvimento da resposta imune inata e adquirida, analisamos os monócitos 

de crianças e adultos saudáveis, caracterizando os subtipos destas células. 

Avaliamos nesta pesquisa 7 adultos sendo um do sexo masculino e seis do sexo 

feminino, com idade entre 18 e 62 anos, e 7 crianças, sendo 5 meninos e duas 

meninas, com idade entre 2 e 8 anos, e nenhum dos voluntários apresentava, no 

momento da consulta, sinais de doenças inflamatórias, alérgicas ou infecciosas 

(quadro 1) 

. 
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Quadro 1 - Características dos voluntários saudáveis 

 

6.1.1 Adultos e crianças saudáveis, quando comparados entre si, apresentam 

frequência relativa dos subtipos de monócitos semelhante, com 

predomínio de monócitos clássicos. Entretanto, as crianças apresentam 

maior população de monócitos não-clássicos que os adultos. 

A figura 5 mostra a análise comparativa da frequência de monócitos clássicos, 

intermediários e não-clássicos em adultos e crianças saudáveis. A análise revelou 

uma maior quantidade de células com fenótipo clássico (barra preta), seguida pelos 

monócitos não-clássicos (barra cinza) e uma menor proporção de monócitos 

intermediários (barra branca) nos dois grupos estudados.  

Observamos que não houve diferença significante na frequência de monócitos 

clássicos e intermediários comparando-se adultos e crianças, mas observa-se maior 

proporção de monócitos não-clássicos no grupo de crianças. (p=0,0356). 

 

Indivíduo Adultos  Crianças 

 Sexo Idade (anos) Sexo Idade (anos) 

1 feminino 18 feminino 6 

2 masculino 20 masculino 5 

3 feminino 19 masculino 2 

4 feminino 49 feminino 8 

5 feminino 50 masculino 3 

6 feminino 20 masculino 4 

7 feminino 62 masculino 2 
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Figura 5 - Análise comparativa da frequência de monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos 
entre adultos e crianças saudáveis. 
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Frequência relativa de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) em adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7) avaliada por citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de 
cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto 
aos subtipos de monócitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença significante de monócitos 
intermediários e monócitos não-clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos 
não-clássicos e monócitos intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre monócitos do 
mesmo subtipo em grupos distintos. 

6.1.2 Crianças saudáveis apresentam maior expressão de HLA-DR em 

monócitos clássicos, monócitos intermediários e monócitos não-

clássicos quando comparados aos adultos saudáveis e há maior 

expressão de HLA-DR em monócitos clássicos e intermediários que em 

monócitos não-clássicos em ambos os grupos 

Procedeu-se a avaliação da molécula de MHC de classe II, essencial para a 

atividade de apresentação antigênica dos monócitos. Verificou-se, na figura 6, que 

monócitos não-clássicos de adultos e crianças saudáveis apresentam menor 

expressão de HLA-DR que monócitos clássicos e intermediários. Analisando 

comparativamente os grupos de adultos e crianças, verifica-se maior expressão em 

monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos 
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(barra cinza) de crianças do que de adultos saudáveis. A frequência de monócitos 

HLA-DR positivos não foi avaliada, uma vez que se trata de molécula constitutiva 

presente em todos os subtipos de monócitos, utilizada na identificação dessas 

células. 

 

Figura 6 - Análise comparativa da expressão de HLADR em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos entre adultos e crianças saudáveis. 
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Expressão de HLA-DR em monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7) avaliada por citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 
os tipos de monócitos dentro de cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os 
dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença 
significante de monócitos não-clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos 
não-clássicos e monócitos intermediários O traço acima das barras representa a diferença entre monócitos do 
mesmo subtipo em grupos distintos.  

6.1.3 Adultos e crianças saudáveis apresentam maior frequência e expressão 

de CCR5 em monócitos intermediários e não-clássicos do que em 

monócitos clássicos 

Na figura 7A, observa-se a frequência de monócitos clássicos (barra preta), 

intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra cinza) CCR5 positivos e a 
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expressão (Figura 7B) dessa molécula nos subtipos celulares de adultos e crianças 

saudáveis. 

  

Figura 7 - Análise comparativa da expressão de CCR5 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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O gráfico A representa o percentual de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza) CCR5+ nos grupos de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Em B, observa-se a 
expressão de CCR5 em monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) em adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A 
diferença foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, 
considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T 
não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos . Foi considerado 
p<0,05. (*) representa diferença de monócitos intermediários e monócitos não-clássicos em relação a monócitos 
clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-clássicos e monócitos intermediários. 

 

Em (A), no grupo de adultos saudáveis, há maior percentual de monócitos 

não-clássicos e intermediários CCR5+, em relação a monócitos clássicos. No gráfico 

B, há maior expressão de CCR5 é maior em monócitos intermediários, quando 

comparado a monócitos clássicos e não-clássicos na população adulta, enquanto, 

na população infantil, ocorre maior expressão de CCR5 em monócitos 

intermediários, comparativamente a monócitos clássicos, mas não em relação a não-

clássicos. Não se observou diferença, quando se compara os subtipos de monócitos 

quanto à frequência (A) ou MFI (B) de CCR5, entre os grupos de adultos e crianças. 

6.1.4 A frequência e expressão do CD80 foi maior em monócitos 

intermediários e não-clássicos de crianças e adultos saudáveis e a 

A B 
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expressão de CD86 foi maior em monócitos intermediários dos dois 

grupos 

Analisou-se a frequência (A) e expressão (B) de CD80, molécula 

coestimulatória, nos subtipos de monócitos (Figura 8). Em (A) foi observada uma 

maior porcentagem de monócitos intermediários (barra branca) e não-clássicos 

(barra cinza) expressando CD80, em relação a monócitos clássicos (barra preta) em 

adultos, assim como em crianças saudáveis. Comparando-se os dois grupos, 

observamos maior frequência de CD80 em monócitos clássicos de crianças que em 

adultos. Ao considerar a média da intensidade de fluorescência, gráfico (B), na 

população adulta, observa-se maior expressão de CD80 em monócitos 

intermediários e não-clássicos em comparação a monócitos clássicos, e menor 

expressão desta molécula em monócitos não-clássicos em relação a intermediários. 

Já no grupo de crianças saudáveis, há maior expressão em monócitos não-clássicos 

e intermediários, quando comparado a monócitos clássicos, mas não há diferença 

entre estas duas populações celulares. Também não ocorre diferença na expressão 

da molécula entre as populações de adultos e crianças. 

 

Figura 8 - Análise comparativa da expressão de CD80 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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Porcentagem de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra cinza) 
expressando CD80 nos grupos de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7) (A). Em B, observa-se a expressão 
de CD80 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). 
Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo.A diferença foi significativa e determinada por teste One-

A B 
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Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro 
de cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais 
quanto aos subtipos de monócitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos intermediários 
e não-clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-clássicos e 
intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre monócitos do mesmo subtipo em grupos 
distintos. 

 

Avaliamos, na figura 9, a frequência (A) e a expressão (B) de CD86, molécula 

coestimulatória com função semelhante ao CD80. Em (A), não há diferença entre os 

monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos 

(barra cinza) na população adulta nem na infantil. Observa-se, entretanto, uma 

menor frequência de monócitos clássicos de crianças expressando CD86, quando 

comparados com adultos. Quando se analisa a expressão (Figura 9B), temos, em 

ambos os grupos, adultos e crianças, maior expressão de CD86 em monócitos 

intermediários em relação aos clássicos e, apenas no grupo de crianças, há menor 

expressão em monócitos não-clássicos, quando comparados a monócitos 

intermediários. 

 

Figura 9 - Análise comparativa da expressão de CD86 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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Em A, observamos o percentual de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza) CD86+ em adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Em B, temos a expressão de CD86 
em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Os dados 
foram obtidos através de citometria de fluxo e análise pelo Flowjo. A diferença foi significativa e determinada por 
teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de 
monócitos dentro de cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos 
populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos 
intermediários  em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-clássicos e monócitos 
intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre monócitos do mesmo subtipo em grupos 
distintos. 

A B 
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6.1.5 O percentual de monócitos expressando PDL-1 em subtipos de 

monócitos é semelhante em adultos e crianças, entretanto, há maior 

expressão dessa molécula em monócitos clássicos de crianças 

Ao realizarmos a análise comparativa da frequência dessa molécula (Figura 

10A) entre os dois grupos (adultos e crianças), não observamos diferença 

significante entre as populações de monócitos estudadas. No grupo de crianças, 

visualizamos maior percentual de monócitos intermediários expressando PDL-1 em 

comparação a monócitos clássicos e não-clássicos. Na figura 10B, considerando a 

população adulta, evidencia-se maior expressão de PDL-1 nos monócitos 

intermediários comparativamente a monócitos clássicos e não-clássicos. Avaliando-

se o grupo de crianças, não há diferença entre as populações de monócitos 

analisadas. Constata-se, ainda, ao se comparar os grupos de adultos e crianças, 

maior expressão de PDL1 em monócitos clássicos de crianças que no mesmo grupo 

celular em adultos. 

 

Figura 10 - Análise comparativa da expressão de PDL1 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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Em A, percentual de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) expressando PDL1 em adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Em B, observa-se a expressão de PDL1 
em monócitos clássicos, monócitos intermediários e monócitos não-clássicos de adultos (n=7) e crianças 
saudáveis (n=7). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 
os tipos de monócitos dentro de cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os 
dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença 
de monócitos intermediários em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-

A B 
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clássicos e monócitos intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre monócitos do 
mesmo subtipo em grupos distintos. 

6.1.6 Monócitos intermediários e não-clássicos de adultos e crianças 

saudáveis apresentam maior atividade inflamatória que monócitos 

clássicos ao se avaliar a frequência e expressão de IL-6 e TNF-α. 

Uma vez caracterizadas as moléculas de superfície, prosseguiu-se com a 

análise das citocinas produzidas por cada grupo de monócitos nos indivíduos 

adultos e nas crianças. 

Na figura 11A, evidenciamos tanto no grupo de adultos como no de crianças 

saudáveis, maior percentual de monócitos intermediários e não-clássicos 

expressando IL6, citocina de caráter inflamatório. Não houve diferença entre a 

população adulta e a infantil. Considerando-se a média de intensidade de 

fluorescência (Figura 11B) dessa molécula, observa-se, na população adulta, maior 

expressão de IL6 em monócitos intermediários e não-clássicos, em relação a 

monócitos clássicos, enquanto no grupo de crianças, apenas monócitos 

intermediários apresenta-se com maior expressão em comparação a monócitos 

clássicos. Não há diferença estatisticamente significante entre os grupos de adultos 

e crianças para MIF de IL6. 

 

Figura 11 - Análise comparativa da expressão de IL6 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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Em A, percentual de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) expressando IL6 em adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). No gráfico B, observamos a expressão de 
IL6 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de adultos (n=7) e crianças  saudáveis (n=7) Os 
dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e determinada por teste One-Way 
ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de 
cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto 
aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos intermediários e 
monócitos não-clássicos em relação a monócitos clássicos. 

 

Prosseguindo com a investigação da atividade inflamatória dos subtipos de 

monócitos, estudamos a produção de TNFα por essas células. Na figura 12A, 

identifica-se, tanto em adultos quanto em crianças saudáveis, quando comparado a 

monócitos clássicos, maior percentual de monócitos intermediários e não-clássicos 

expressando TNFα. Observamos também, maior frequência de TNFα em monócitos 

clássicos de crianças que em monócitos clássicos de adultos. Dando seguimento, 

temos, na Figura 12B, maior expressão de TNFα em monócitos intermediários e 

não-clássicos que em monócitos clássicos na população adulta, mas não 

evidenciamos diferença desse parâmetro entre os subtipos de monócitos de 

crianças saudáveis. Ao fazermos a análise comparativa entre a população adulta e 

infantil quanto à MFI, identificamos maior expressão de TNFα nos monócitos 

clássicos de crianças que nos monócitos clássicos de adultos. 

 

Figura 12 - Análise comparativa da expressão de TNFα em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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Na figura A, temos o percentual de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza)expressando TNFα em adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Em B, a expressão de 

A B 
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TNFα em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). Os 
dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e determinada por teste One-Way 
ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de 
cada grupo (adultos e crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto 
aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos intermediários e 
monócitos não-clássicos em relação a monócitos clássicos. O traço acima das barras representa a diferença 
entre monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos. 

6.1.7 Há maior percentual de monócitos intermediários e não-clássicos 

expressando IL-10 que monócitos clássicos. 

Com o objetivo de investigar a função regulatória, de controle de resposta 

imune e de estímulo ao processo de reparação tecidual pelos monócitos, analisamos 

a produção de IL10 por essas células. Evidenciamos maior frequência monócitos 

intermediários e não-clássicos expressando IL-10, quando comparados a monócitos 

clássicos tanto no grupo de adultos quanto no grupo de crianças saudáveis (Figura 

13A). Não houve diferença entre os dois grupos estudados. Em (B), avaliamos a 

expressão de IL10 e não foi observada diferença significante entre os subtipos de 

monócitos dentro de cada grupo separadamente, assim como não observamos 

diferença ao comparar monócitos entre as populações adulta e infantil. 

 

Figura 13 - Análise comparativa da expressão de IL10 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em adultos e crianças saudáveis. 
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O gráfico A representa o percentual de a monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza) produtores de IL-10 nos grupos de adultos (n=7) e crianças saudáveis (n=7). No gráfico B, 
temos a expressão de IL10 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de adultos (n=7) e crianças 
saudáveis (n=7). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 
os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois 
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grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de 
monócitos intermediários e monócitos não-clássicos em relação a monócitos clássicos. 

A tabela 3 representa o resumo dos resultados encontrados ao se avaliar a 

frequência e expressão das moléculas de superfície e citocinas nos grupos de 

adultos e crianças saudáveis. 
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Tabela 3 - Frequência e expressão de moléculas de superfície e citocinas em adultos e crianças saudáveis 

 
Adultos saudáveis Crianças saudáveis 

 
monócitos clássicos monócitos intermediários monócitos não-clássicos monócitos clássicos monócitos intermediários monócitos não-clássicos 

% Monócitos 88,01 ± 2,83 2,8 ± 1,38 8,97 ± 2,23 83,74 ± 5,47 2,36 ± 1,18 13,52 ± 4,57 

MFI HLA-DR 319,29 ± 129,25 361,20 ± 192,5 222,24 ± 124,84 1017,18 ± 740,32 1031,52 ± 786,87 473,24 ± 491,54 

 
% MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI 

CCR5 
3,15 ± 
1,74 

11,40 ± 
1,91 

79,30 ± 
15,8 

73,81 ± 
24,62 

68,44 ± 
27,14 

48,50 ± 
5,89 

4,91 ± 
2,51 

10,55 ± 
7,06 

58,16 ± 
32,89 

83,98 ± 
68,55 

90,24 ± 
5,82 

50,48 ± 
23,29 

CD80 
3,3 ± 
0,85 

11,20 ± 
1,59 

70,26 ± 
23,82 

61,71 ± 
13,38 

66,14 ± 
30,10 

42,50 ± 
2,71 

7,55 ± 
3,65 

10,55 ± 
6,60 

56,46 ± 
23,36 

61,44 ± 
22,74 

65,98 ± 
22,40 

51,50 ± 
20,48 

CD86 
80,64 ± 

2,27 
27,36 ± 

2,86 
81,84 ± 
16,37 

50,98 ± 
24,78 

69,91 ± 
20,60 

34,18 ± 
11,04 

69,31 ± 
13,04 

24,06 ± 
4,31 

85,28 ± 
14,50 

47,21 ± 
13,75 

68,17 ± 
23,70 

33,68 ± 
7,25 

PDL1 
60,20 ± 
30,36 

46,04 ± 
7,51 

91,16 ± 
15,16 

147,00 ± 
70,37 

64,31 ± 
20,56 

84,90 ± 
14,39 

74,22 ± 
8,09 

57,47 ± 
10,18 

94,76 ± 
5,41 

223,07 ± 
236,77 

62,61 ± 
15,79 

71,68 ± 
19,59 

IL6 
10,43 ± 

3,62 
22,91 ± 

5,93 
54,20 ± 
15,23 

52,36 ± 
15,73 

59,97 ± 
27,09 

44,68 ± 
7,44 

13,95 ± 
3,91 

33,76 ± 
16,43 

56,41 ± 
18,98 

70,53 ± 
35,68 

52,20 ± 
24,18 

58,11 ± 
23,62 

TNFα 
4,55 ± 
1,85 

15,21 ± 
2,80 

63,27 ± 
16,94 

52,50 ± 
12,43 

71,47 ± 
24,01 

41,66 ± 
5,28 

11,26 ± 
4,98 

28,96 ± 
15,58 

75,94 ± 
21,32 

75,17 ± 
58,14 

88,71 ± 
4,57 

55,56 ± 
29,43 

IL10 
5,89 ± 
2,90 

64,97 ± 
28,51 

57,40 ± 
22,79 

183,48 ± 
188,47 

64,43 ± 
10,35 

100,86 ± 
31,91 

6,96 ± 
3,29 

74,44 ± 
51,43 

63,30 ± 
31,62 

292,03 ± 
454,67 

56,62 ± 
36,21 

107,86 ± 
50,41 
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6.2 Análise do perfil monocitário de crianças saudáveis e crianças portadoras 

de dermatite atópica: 

Considerando que a dermatite atópica é uma doença inflamatória crônica, na 

qual estão envolvidos complexos mecanismos imunológicos. Nosso grupo investigou 

o perfil de monócitos envolvidos na etiopatogênese dessa doença. Para essa 

análise, realizamos estudo comparativo entre monócitos de crianças saudáveis e 

crianças portadoras de DA. Nossa amostra foi composta por 6 crianças, sendo 3 do 

sexo femilnino e 3 do sexo masculino, com idade entre 1 e 8 anos, todas 

apresentavam antecedentes pessoais ou familiares de atopia, e as lesões cutâneas 

apresentavam características predominantemente subagudas. Todas as crianças, 

exceto uma, apresentavam complicações decorrentes da doença (Quadro 2). 

Apenas uma criança avaliada clinicamente, por meio da aplicação do SCORAD, 

apresentava DA grave e portanto não foi considerada para a análise dos dados de 

citometria. As demais, eram portadoras de DA moderada. Analisamos a expressão 

das mesmas moléculas de superfície e citocinas utilizadas na primeira fase do nosso 

estudo, onde foram comparados adultos e crianças saudáveis 
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Quadro 2 - Características dos pacientes com DA 

 

Identificação Sexo 

Idade 

(anos) 

Tempo de doença 
Antecedentes 

pessoais de atopia 

Antecedentes 

familiares de atopia 
Complicações Tipo de lesão 

DA1 masculino 3 Menos de 6 meses Sim Sim Distúrbios do sono Crostas e liquenificação 

DA2 feminino 2 Menos de 6 meses Não Sim Não Crostas e liquenificação 

DA3 masculino 7 Entre 6 meses e 3 anos Sim Sim Distúrbios do sono Crostas e liquenificação 

DA4 feminino 1 Entre 6 meses e 3 anos Não Sim Distúrbios do sono Liquenificação 

DA5 feminino 8 Entre 3 e 6 anos Sim Sim Ansiedade Crostas 

DA6 masculino 4 Entre 3 e 6 anos Sim Sim 

Distúrbios psicológico, do 

sono e infecções 

recorrentes 

Exudação e crostas 
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 Comparando os dois grupos estudados, observamos que há mais indivíduos 

do sexo masculino no grupo de crianças saudáveis, ao se comparar com o grupo de 

crianças portadoras de DA e a média de idade dos indivíduos nos dois grupos foi em 

torno de 4 anos (Quadro 3). 

Quadro 3 - Características das crianças saudáveis e portadoras de DA 

 

6.2.1 Crianças saudáveis e crianças portadoras de dermatite atópica, quando 

comparadas entre si, apresentam frequência dos subtipos de monócitos 

semelhante, com predomínio de monócitos clássicos  

Na figura 14 podemos observar a frequência de monócitos clássicos (barra 

preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra cinza) em crianças 

saudáveis e em crianças portadoras de DA. Verificamos, no grupo de crianças 

saudáveis, uma menor proporção de monócitos intermediários e não-clássicos em 

relação a monócitos clássicos, assim como maior frequência de monócitos não-

clássicos, quando comparados a monócitos intermediários. Já no grupo de crianças 

com DA, temos menor frequência de monócitos intermediários e não-clássicos em 

Indivíduo Crianças saudáveis  Crianças atópicas 

 Sexo Idade (anos) Sexo Idade (anos) 

1 feminino 6 masculino 3 

2 masculino 5 feminino 2 

3 masculino 2 masculino 7 

4 feminino 8 feminino 1 

5 masculino 3 feminino 8 

6 masculino 4 - - 

7 masculino 2 - - 
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comparação a monócitos clássicos, porém não há diferença estatisticamente 

significante quando se compara monócitos intermediários com não-clássicos. Ao 

compararmos entre os diferentes grupos não foram observadas diferenças entre os 

subtipos de monócitos. 

Figura 14 - Análise comparativa da frequência de monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos em 
crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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Frequência relativa de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) em crianças saudáveis (n=7) e crianças portadoras de dermatite atópica (n=5). Os dados foram obtidos 
através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido 
pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de cada grupo 
(crianças saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto 
aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos intermediários e não-
clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-clássicos e intermediários. 

6.2.2 Crianças portadoras de DA apresentam diferença significativa de 

expressão de HLA-DR quando comparadas ao grupo controle. 

Avaliando a MFI de HLA-DR (Figura 15) em crianças sadias e crianças com 

DA, observamos que, nos dois grupos  há menor expressão de HLA-DR nos 

monócitos não-clássicos em relação aos clássicos e intermediários. E, ao 

compararmos os grupos entre si, verificamos maior expressão de HLA-DR em 

monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças portadoras de 

dermatite atópica que nos mesmos subtipos celulares de crianças sadias. 
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Figura 15 - Análise comparativa da expressão do HLA-DR em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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Expressão de HLA-DR em monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) analisada nos grupos de crianças saudáveis (n=7) e doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de 
citometria de fluxo. A diferença foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste 
post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças 

saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto aos 
subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença entre monócitos não-clássicos e 
clássicos. 

6.2.3 Crianças portadoras de DA apresentam menor percentual de monócitos 

não-clássicos CCR5 positivos, quando comparadas às crianças 

saudáveis 

Analisou-se a frequência (Figura 16A) de monócitos clássicos, intermediários 

e não-clássicos CCR5+, e a expressão (Figura 16B) dessa molécula nos subtipos 

celulares de crianças saudáveis e crianças com DA. Observamos (Figura 16A), no 

grupo de crianças saudáveis menor frequência de monócitos clássicos expressando 

CCR5, quando comparado a intermediários e não-clássicos, e maior percentual de 

monócitos não-clássicos CCR5+, em relação aos monócitos intermediários . Ao 

passo que no grupo de crianças com DA identificamos menor proporção de 

monócitos clássicos expressando esta molécula, em relação a intermediários e não-

clássicos. Mas não constatamos diferença significante entre monócitos 
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intermediários e não-clássicos. Na análise comparativa da expressão (Figura 16B) 

tanto no grupo controle, quanto no grupo de crianças acometidas por DA, apenas 

evidenciamos maior expressão de CCR5 em monócitos intermediários em relação a 

monócitos clássicos. Não houve diferença na frequência de expressão dessa 

molécula entre o grupo sadio e o grupo doente. 

 

Figura 16 - Análise comparativa da expressão de CCR5 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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No gráfico A, observamos a frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza) CCR5 positivos nos grupos de crianças saudáveis (n=7) e crianças com DA (n=5). Em B, 
observa-se a expressão de CCR5 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos em crianças saudáveis 
(n=7) e doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 
os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se 
comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) 
representa diferença de monócitos intermediários e não-clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela 
diferença entre monócitos não-clássicos e intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre 
monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos. 

6.2.4 A expressão das moléculas de CD80 e CD86 em monócitos clássicos de 

crianças portadoras de DA foi significativamente maior que no grupo de 

crianças saudáveis 

Ao caracterizar a frequência da molécula coestimulatória CD80 (Figura 17A) 

no grupo de crianças saudáveis e doentes encontramos maior proporção de 

monócitos intermediários e não-clássicos expressando CD80, que monócitos 

clássicos em ambos os grupos. Não detectamos diferença na porcentagem 

B A 
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monócitos CD80+ entre as populações de crianças saudáveis e portadoras de DA. 

Na figura 17B, temos maior expressão de CD80 em monócitos intermediários e não-

clássicos, comparativamente a monócitos clássicos no grupo controle. Há maior 

expressão de CD80 em monócitos clássicos de crianças com DA que na mesma 

população celular em crianças saudáveis. 

Figura 17 - Análise comparativa da expressão de CD80 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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Em A, frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) CD80 positivos nos grupos de crianças saudáveis (n=7) e crianças com DA (n=5). O gráfico B representa 
a expressão de CD80 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças saudáveis (n=7) e 
crianças doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 

os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se 
comparar os dois grupos quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de 
monócitos intermediários e não-clássicos em relação a monócitos clássicos. O traço acima das barras representa 
a diferença entre monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos. 

 

Na figura 18A, não observa-se diferença entre os monócitos clássicos, 

intermediários e não-clássicos quanto à porcentagem de células CD86 + dentro de 

cada grupo separadamente (controle e crianças com DA). Entretanto, notamos maior 

frequência de monócitos clássicos e não-clássicos de crianças sadias expressando 

CD86 que de crianças doentes, ao compararmos os dois grupos. Avaliando a MFI 

(B), percebemos maior expressão de CD86 em monócitos intermediários em relação 

a monócitos clássicos e não-clássicos no grupo de crianças saudáveis. Já na 

população de crianças portadoras de DA, temos menor expressão de CD86 em 

A 
B 
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monócitos intermediários e não-clássicos em comparação a monócitos clássicos. 

Encontramos, ao realizar análise comparativa entre o grupo sadio e o grupo de 

doentes, maior expressão de CD86 em monócitos clássicos de crianças com DA do 

que em crianças saudáveis, e menor expressão em monócitos intermediários e não-

clássicos de crianças doentes do que no grupo saudável. 

Figura 18 - Análise comparativa da expressão de CD86 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos de crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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No gráfico A está representada a frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e 
não-clássicos (barra cinza) CD86 positivos nos grupos de crianças saudáveis (n=7) e crianças portadoras de DA 
(n=5). Em B, a expressão de CD86 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças 
saudáveis (n=7) e crianças atópicas (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo e análise pelo 
Flowjo. A diferença foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de 
Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças saudáveis e 
doentes) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de 
monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos intermediários e não-clássicos em 
relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-clássicos e intermediários. O traço acima 
das barras representa a diferença entre monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos 

6.2.5 Há maior porcentagem de monócitos clássicos expressando PDL1 em 

crianças atópicas que no grupo de crianças saudáveis 

Ao avaliarmos a frequência de PDL1 (Figura 19A), nossos dados 

demonstraram maior proporção de monócitos intermediários do que clássicos e não-

clássicos expressando esta molécula no grupo de crianças saudáveis, enquanto no 

grupo de crianças atópicas, observa-se mais monócitos clássicos e intermediários 

PDL1 positivos, em relação aos não-clássicos. Não houve diferença após análise 

comparativa entre os grupos de doentes e sadios. Na figura 19B, não se evidencia 

A B 
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diferença de expressão de PDL1 entre os subtipos de monócitos, quando se avalia o 

grupo de crianças sadias, entretanto, no grupo de crianças portadoras de DA há 

aumento de expressão de PDL1 em monócitos intermediários, quando relacionado a 

monócitos clássicos e não-clássicos. Ao compararmos crianças saudáveis e 

crianças portadoras de DA, percebemos maior expressão de PDL1 em monócitos 

clássicos de crianças atópicas. 

Figura 19 - Análise comparativa da expressão de PD1L em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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O gráfico A representa a frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza) PDL1 positivos no grupo de crianças saudáveis (n=7) e crianças com DA (n=5). Em B, 
temos a expressão de PD1L em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças saudáveis (n=7) 
e atópicas (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 
os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se 
comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) 
representa diferença de monócitos intermediários e não-clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela 
diferença entre monócitos não-clássicos e intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre 
monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos. 

6.2.6 Monócitos clássicos e intermediários de crianças portadoras de DA 

apresentam maior atividade inflamatória que os mesmos monócitos de 

crianças saudáveis ao se avaliar a expressão de IL-6 e TNF-α. 

Na figura 20A, no grupo controle observou-se maior porcentagem de 

monócitos intermediários e não-clássicos expressando IL-6, em relação aos 

clássicos. Já no grupo de crianças portadoras de DA, ocorreu menor porcentagem 

de monócitos não-clássicos expressando IL-6, quando comparado a intermediários, 

mas não mas não em relação aos clássicos e nem entre intermediários e clássicos. 

A B 
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Analisando as diferenças entre os dois grupos (crianças saudáveis e doentes), 

detectou-se menos monócitos não-clássicos expressando a citocina no grupo de 

crianças atópicas, não sendo identificadas outras diferenças estatisticamente 

significantes. Na figura 20B, notamos, no grupo de crianças sadias, maior expressão 

de IL6 em monócitos intermediários em relação a clássicos, e nenhuma diferença de 

expressão entre os subgrupos de monócitos na população de crianças doentes. 

Houve maior expressão de IL6 em monócitos clássicos e intermediários no grupo de 

portadores de DA, quando comparados ao grupo de crianças saudáveis. 

 

Figura 20 - Análise comparativa da expressão de IL6 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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Em A, a frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra 
cinza) IL-6 positivos em crianças saudáveis (n=7) e crianças portadoras de DA (n=5). O gráfico B mostra a 
expressão de IL6 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças saudáveis (n=7) e atópicas 
(n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e determinada por teste 
One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre os tipos de monócitos 
dentro de cada grupo (crianças saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os dois grupos 
populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença de monócitos 
intermediários e não-clássicos em relação a monócitos clássicos, (#) revela diferença entre monócitos não-
clássicos e intermediários. O traço acima das barras representa a diferença entre monócitos do mesmo subtipo 
em grupos distintos. 

Na figura 21A, evidenciamos no grupo controle, maior frequência de 

monócitos intermediários e não-clássicos expressando TNFα em comparação a 

monócitos clássicos. Não houve diferença entre os monócitos do grupo de crianças 

doentes. Comparando os dois grupos, observamos maior porcentagem de 

monócitos clássicos de crianças portadoras de DA produzindo TNFα que monócitos 

B A 



74 
 

clássicos de crianças saudáveis, e menor porcentagem de monócitos não-clássicos 

de crianças doentes produzindo a citocina em relação ao grupo saudável. 

Considerando-se a MFI (Figura 21B) dessa citocina, não detectamos diferença entre 

os grupos de monócitos comparados dentro de cada população isoladamente 

(crianças sadias e crianças doentes). Na análise comparativa entre esses dois 

grupos observa-se maior expressão de TNFα em monócitos clássicos de doentes do 

que em monócitos clássicos de crianças saudáveis. 

Figura 21 - Análise comparativa da expressão de TNFα em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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Frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-clássicos (barra cinza) 
expressando TNFα em crianças saudáveis (n=7) e crianças com DA (n=5) representada em A. No gráfico B, 
temos a expressão de TNFα em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças saudáveis (n=7) 
e atópicas (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi significativa e 
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferença entre 
os tipos de monócitos dentro de cada grupo (crianças sadias e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se 
comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos. Foi considerado p<0,05. (*) 
representa diferença de monócitos intermediários e não-clássicos em relação a monócitos clássicos. O traço 
acima das barras representa a diferença entre monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos. 

6.2.7 Crianças portadoras de DA não apresentam diferença de expressão de 

IL-10 entre os subtipos de monócitos 

Por fim, analisamos a produção de IL10 por essas células. Evidenciamos na 

figura 22A maior porcentagem de monócitos intermediários e não-clássicos 

expressando IL-10, quando comparados a monócitos clássicos no grupo controle, 

mas não observamos diferença na população de crianças portadoras de DA. Não 
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houve diferença entre os dois grupos estudados (crianças saudáveis e doentes). Em 

(B), avaliamos a média de intensidade de fluorescência de IL10 e não foi observada 

diferença significante entre os subtipos de monócitos dentro de cada grupo 

separadamente, nem ao se comparar monócitos entre a população sadia e doente. 

 

Figura 22 - Análise comparativa da expressão de IL10 em monócitos clássicos, intermediários e não-
clássicos em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA. 
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No gráfico A, temos a frequência de monócitos clássicos (barra preta), intermediários (barra branca) e não-
clássicos (barra cinza) expressando IL10 em crianças saudáveis (n=7) e em crianças portadoras de DA (n=5). 
Em B, observa-se a expressão de IL10 em monócitos clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças 
saudáveis (n=7) e doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferença foi 
significativa e determinada por teste One-Way ANOVA Tukey, considerando a diferença entre os tipos de 

monócitos dentro de cada grupo (crianças saudáveis e doentes) e pelo teste T não-pareado ao se comparar os 
dois grupos populacionais quanto aos subtipos de monócitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferença 
de monócitos intermediários e não-clássicos em relação a monócitos clássicos. O traço acima das barras 
representa a diferença entre monócitos do mesmo subtipo em grupos distintos. 

 

A tabela 4 representa o resumo dos resultados encontrados ao se avaliar a 

expressão das moléculas de superfície e citocinas nos grupos de crianças saudáveis 

e crianças portadoras de dermatite atópica. 
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Tabela 4 - Expressão de moléculas de superfície e citocinas em crianças saudáveis e crianças portadoras de DA 

 
Crianças saudáveis Crianças com DA 

 
monócitos clássicos monócitos intermediários monócitos não-clássicos monócitos clássicos monócitos intermediários monócitos não-clássicos 

% 
Monócitos 

83,74 ± 5,47 2,36 ± 1,18 13,52 ± 4,57 68,01 ± 27,58 4,01 ± 1,79 15,78 ± 6,75 

MFI HLA-
DR 

1017,18 ± 740,32 1031,52 ± 786,87 473,24 ± 491,54 1616,74 ± 824,86 1606,4 ± 1313,69 763,48 ± 457 

 
% MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI 

CCR5 4,91 ± 2,51 
10,55 ± 

7,06 
58,16 ± 
32,89 

83,98 ± 
68,55 

90,24 ± 
5,82 

50,48 ± 
23,29 

5,79 ± 3,38 
17,14 ± 

5,16 
69,28 ± 
20,48 

81,52 ± 
33,14 

61,18 ± 
21,65 

39,8 ± 
18,35 

CD80 7,55 ± 3,65 
10,55 ± 

6,60 
56,46 ± 
23,36 

61,44 ± 
22,74 

65,98 ± 
22,40 

51,5 ± 
20,48 

15,13 ± 
13,92 

24,88 ± 
10,95 

77,4 ± 
15,42 

139,5 ± 
126,17 

60,92 ± 
29,80 

55,56 ± 
24,56 

CD86 
69,31 ± 
13,04 

24,06 ± 
4,31 

85,28 ± 
14,50 

47,21 ± 
13,75 

68,17 ± 
23,70 

33,68 ± 
7,25 

31,66 ± 
11,43 

84,00 ± 
13,80 

81,00 ± 
70,26 

2,95 ± 1,25 
31,56 ± 

9,11 
13,06 ± 
12,80 

PDL1 
74,22 ± 

8,09 
57,47 ± 
10,18 

94,76 ± 
5,41 

223,07 ± 
236,77 

62,61 ± 
15,79 

71,68 ± 
19,59 

80,36 ± 
17,47 

84,2 ± 
28,75 

83,12 ± 
17,12 

249,3 ± 
154,61 

43,08 ± 
22,32 

64,62 ± 
20,53 

IL6 
13,95 ± 

3,91 
33,76 ± 
16,43 

56,41 ± 
18,98 

70,53 ± 
35,68 

52,2 ± 
24,18 

58,11 ± 
23,62 

30,86 ± 
25,09 

148,38 ± 
93,40 

46,71 ± 
21,76 

166,82 ± 
41,55 

10,06 ± 
7,30 

91,04 ± 
41,23 

TNFα 
11,26 ± 

4,98 
28,96 ± 
15,58 

75,94 ± 
21,32 

75,17 ± 
58,14 

88,71 ± 
4,57 

55,56 ± 
29,43 

32,82 ± 
20,00 

96,00 ± 
58,60 

69,6 ± 
27,76 

117,44 ± 
24,86 

42,12 ± 
23,43 

100,56 ± 
49,17 

IL10 6,96 ± 3,29 
74,44 ± 
51,43 

63,3 ± 
31,62 

292,03 ± 
454,67 

56,62 ± 
36,21 

107,86 ± 
50,41 

20,31 ± 
27,12 

87,68 ± 
36,06 

28,88 ± 
21,30 

56,36 ± 
23,89 

39,33 ± 
32,79 

59,24 ± 
14,67 
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7 Discussão 

São conhecidas diferenças relevantes entre a resposta imune do adulto e da 

criança, tanto em condições fisiológicas (SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 

2015), quanto em doenças virais e respostas a vacinas (RITZ et al., 2012; 

MUENCHHOFF, PRENDERGAST e GOULDER, 2014). Considerando o papel 

fundamental dos monócitos no desenvolvimento da resposta imune inata e 

adquirida, a caracterização funcional e fenotípica dos subtipos dessas células em 

adultos e crianças saudáveis é fundamental para um melhor entendimento de 

processos fisiopatológicos em diversas enfermidades. Nosso trabalho permitiu a 

análise não apenas da frequência relativa dessas células, mas também do seu grau 

de ativação em adultos e crianças saudáveis, e comparação, inédita na literatura, 

deste perfil entre crianças saudáveis e crianças portadoras de dermatite atópica. 

Nossos resultados corroboram dados da literatura, nos quais é estabelecido 

que monócitos clássicos contribuem com cerca de 80% a 90% do total de monócitos 

circulantes, enquanto os demais subtipos compõem os 10% a 20% restantes 

(ABELES et al., 2012; MUKHERJEE et al., 2015). Comparando os subtipos de 

monócitos entre os grupos de adultos e crianças saudáveis, foi identificada maior 

frequência de monócitos não-clássicos em crianças que em adultos saudáveis. 

Considerando as funções de "patrulhamento", resposta a infecções virais e produção 

de citocinas inflamatórias deste subtipo de monócitos (ABELES et al., 2012; 

ITALIANI e BORASCHI, 2014; MUKHERJEE et al., 2015), a maior população de 

monócitos não-clássicos em crianças sadias pode estar associada à maior ativação 

imunológica observada nessa faixa etária quando comparadas aos adultos 

saudáveis (SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 2015). 
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Ao analisarmos a média de intensidade de fluorescência de HLA-DR, 

observamos expressão significativamente aumentada dessa molécula em monócitos 

clássicos, intermediários e não-clássicos de crianças saudáveis, quando 

comparadas à população adulta. É provável que esse dado seja uma evidência do 

estado de ativação imunológica inerente à criança nos primeiros anos de vida 

(SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 2015), quando ocorre geração de repertório 

imunológico, ou seja, à medida que a criança é exposta aos antígenos ambientais, 

são gerados linfócitos T de memória específicos para cada novo antígeno 

apresentado (McDADE, 2003). Além disso, pudemos observar maior expressão 

desta molécula em monócitos clássicos e intermediários em adultos e crianças 

saudáveis em relação aos monócitos não-clássicos, evidenciando a participação 

destes subtipos celulares no processo de apresentação antigênica (ABELES et al., 

2012; FLEMING e MOSSER, 2011; MUKHERJEE et al., 2015). A molécula de MHC 

de classe II HLA-DR está expressa em todos os monócitos e está relacionada a sua 

função de apresentação de antígenos às células T CD4+. Há relatos na literatura de 

diminuição da expressão de HLA-DR nos monócitos em condições de inflamação ou 

trauma graves (KIM et al., 2010; VESTER et al., 2015).  

No nosso estudo, a análise do receptor de quimiocina CCR5 evidenciou maior 

porcentagem de monócitos intermediários e não-clássicos CCR5+, quando 

comparados a monócitos clássicos, tanto em adultos quanto em crianças sadias. 

Entretanto, no grupo de adultos, não houve diferença percentual entre os monócitos 

intermediários e não-clássicos CCR5+, há apenas maior expressão desta molécula 

em monócitos intermediários, em relação a monócitos clássicos e monócitos não-

clássicos. A maior expressão da molécula de CCR5 em monócitos intermediários é 

descrita na literatura, permitindo seu uso como marcador adicional na caracterização 
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fenotípica deste subtipo de monócito (WONG et al., 2011; ABELES et al., 2012). Na 

população de crianças saudáveis, notamos maior porcentagem de monócitos não-

clássicos CCR5+, que nos demais subtipos. Apesar de maior número de monócitos 

não-clássicos CCR5 +, essa molécula permanece como um bom marcador adicional 

para monócitos intermediários, uma vez que sua expressão permanece mais alta 

nesse subtipo em comparação com os outros, pela análise da MFI. (ABELES et al., 

2012). 

Avaliando a expressão das moléculas de superfície coestimulatórias CD80 

(B7-1) e CD86 (B7-2), observamos que há maior porcentagem de monócitos 

intermediários e não-clássicos CD80+ que monócitos clássicos, enquanto monócitos 

intermediários apresentam maior expressão de CD86 que monócitos clássicos em 

adultos e que monócitos clássicos e não-clássicos em crianças. Esse dado está de 

acordo com dados recentes da literatura (MUKHERJEE et al., 2015) em estudo que 

utiliza sangue total na metodologia da citometria de fluxo para analisar sepse e lupus 

eritematoso sistêmico. Todavia, estudos anteriores, consideram os monócitos 

intermediários e monócitos não-clássicos como essencialmente envolvidos na 

imunorregulação, reparação tecidual e progressão tumoral. (DERLINDATI et al., 

2015). Utilizamos na nossa metodologia sangue total, mimetizando as condições 

fisiológicas, e acreditamos que essas discrepâncias ocorrem em decorrência do 

processo de purificação das células mononucleares fagocitárias, utilizado em outros 

trabalhos, uma vez que durante o processo de purificação dos monócitos com Ficol 

(CMSP) ocorrem alterações nas moléculas de superfície CD16, CD80, CD86, 

modificando o estado de ativação dos subtipos de monócitos e levando a 

interpretações equivocadas, possibilidade sugerida por outros investigadores 

(MUKHERJEE et al., 2015). Além disso, há maior porcentagem de monócitos 
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clássicos de crianças sadias expressando CD80 e menor porcentagem CD86+, que 

monócitos clássicos de adultos. Apesar de ambas as moléculas apresentarem efeito 

estimulatório ou inibitório, o CD86 tem, primordialmente, atividade estimulatória, ao 

passo que o CD80 apresenta, principalmente efeito inibitório (SAID et al., 2016). 

Nossos achados evidenciam maior participação de monócitos intermediários e não-

clássicos na co-estimulação em indivíduos saudáveis e podemos sugerir maior 

envolvimento da molécula de CD80 neste processo. Entretanto, estudos mais 

aprofundados na área se fazem necessários para melhor compreensão a cerca do 

papel desse receptor em diferentes faixas etárias, uma vez que há diminuição de 

percentual de monócitos clássicos CD86+ e aumento de monócitos clássicos CD80+ 

em crianças saudáveis em relação aos adultos. 

Verificamos, no nosso estudo, que crianças saudáveis apresentam maior 

porcentagem de monócitos intermediários PDL1+ que não-clássicos e clássicos, 

mas quando se avalia a expressão, essa mesma diferença só é significativa para o 

grupo de adultos sadios, indicando que apesar da frequência de monócitos 

expressando PD1L nesse grupo não ser relevante, há uma maior expressão dessa 

molécula nos monócitos intermediários que em monócitos clássicos e não-clássicos 

na população adulta. Nossos dados sugerem a participação importante de 

monócitos intermediários no processo de imunorregulação em pessoas sadias, uma 

vez que o PD1L, é uma proteína transmembrana, com função regulatória no 

processo inflamatório, que exerce suas funções através de co-estimulação negativa 

das células T, com inibição de produção de citocinas e facilitação de apoptose de 

células T ativadas (TAMAI et al., 2014). Também identificamos maior expressão 

desta molécula em monócitos clássicos de crianças que nos adultos sadios, 
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identificando assim, maior atividade imunorregulatória através deste subtipo celular 

em crianças. 

Analisando a produção de IL-6 e TNF-α, citocinas pró-inflamatórias em 

adultos e crianças saudáveis, constatamos maior porcentagem de monócitos 

intermediários e não-clássicos produtores de ambas quando comparados a 

monócitos clássicos. Avaliando a MFI, percebemos que os adultos apresentam 

maior expressão de IL-6 e TNF-α em monócitos intermediários e não clássicos, 

enquanto nas crianças há apenas maior expressão de IL-6 em monócitos 

intermediários. MUKHERJEE e colaboradores descrevem resultados semelhantes, 

nos quais monócitos não-clássicos aparecem como produtores primários de TNF-α e 

IL1β, exibindo perfil "inflamatório". Observamos ainda, maior atividade inflamatória 

no grupo de crianças saudáveis quando se compara a expressão de TNF-α, em que 

há maior porcentagem de monócitos clássicos produtores de TNF-α , assim como 

maior expressão dessa citocina nos monócitos clássicos de crianças que nos 

adultos saudáveis.  

Analizando o perfil de expressão de IL-10, identificamos maior frequência de 

monócitos intermediários e não-clássicos de adultos e crianças produtores de IL-10, 

mas não maior expressão de IL-10 nestas células. Esses dados reforçam achados 

na literatura que caracterizam monócitos intermediários como os principais 

produtores de IL-10, porém, vão de encontro a achados prévios, nos quais os 

monócitos não-clássicos aparecem com perfil predominantemente inflamatório. 

Apesar de estar descrito na literatura que monócitos intermediários apresentam 

função inflamatória (ITALIANI e BORASCHI, 2014), nossos achados caracterizam 

esses últimos em uma posição transicional ora com atividade inflamatória, ora 

imunorreguladora, reforçando achados de outros autores (ABELES et al., 2012; 
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MUKHERJEE et al., 2015). A IL-10 é uma citocina que apresenta papel central na 

imunorregulação e limitação da resposta inflamatória. Sua função decorre da 

inibição de citocinas inflamatórias (IL-6, TNF-α, IL1-β), controle da liberação de 

espécies reativas de oxigênio, regulação da capacidade de apresentação de 

antígenos e imunotolerância e supressão da proliferação e atividade de células T 

citotóxicas (XIE et al., 2014), daí a necessidade de caracterização de sua atividade 

em indivíduos saudáveis. Percebemos nestes indivíduos que os mesmos subtipos 

celulares envolvidos na produção de citocinas inflamatórias, são produtores de IL-

10, fato importante na manutenção da homeostase. 

Conhecendo o perfil monocitário de crianças sadias e suas particularidades 

em relação aos adultos, nosso grupo deu seguimento ao estudo, pioneiro na área, 

comparando monócitos de crianças sadias e crianças portadoras de dermatite 

atópica, com o intuito de identificar características e disfunções nessas células que 

pudessem contribuir com o processo patogênico da DA. 

Ao avaliarmos a frequência de monócitos em crianças saudáveis e doentes, 

não observamos diferença significativa entre os dois grupos. Apenas percebemos 

que enquanto no grupo de crianças saudáveis há menor frequência de monócitos 

intermediários e monócitos não-clássicos, em relação a monócitos clássicos e maior 

frequência de monócitos não-clássicos quando comparado a monócitos 

intermediários, no grupo de crianças com DA, não há diferença entre monócitos 

intermediários e monócitos não-clássicos e ambos apresentam-se em menor 

proporção em comparação a monócitos clássicos. Portanto, ainda que haja atividade 

exacerbada de monócitos/macrófagos envolvidos na patogênese da doença, 

considerando que é conhecido acúmulo de macrófagos na pele de doentes tanto na 

fase aguda como na crônica (KASRAIE e WERFEL, 2013), não parece ocorrer 
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aumento na frequência relativa dessas células na circulação. Dados publicados 

anteriormente, em relação à proporção das subpopulações de monócitos em adultos 

atópicos, descrevem aumento de monócitos não-clássicos em pacientes doentes 

quando comparados ao grupo controle (ZHENG e MROWIETZ, 1997; NOVAK et al, 

2002). Provavelmente, não observamos o mesmo no nosso trabalho pelo fato de 

crianças saudáveis já apresentarem um aumento dessa população celular ao se 

comparar a adultos saudáveis, conforme evidenciamos. 

Na análise da MFI de HLA-DR nos monócitos constatamos maior expressão 

desta molécula em monócitos clássicos e intermediários em crianças saudáveis e 

em crianças atópicas em relação aos monócitos não-clássicos. Além disso, crianças 

com DA apresentam expressão aumentada dessa molécula em monócitos clássicos, 

intermediários e não-clássicos em relação às crianças saudáveis. Considerando as 

alterações de barreira epidérmica existentes na dermatite atópica, com maior 

penetração de antígenos e necessidade de apresentação destes aos linfócitos T 

pelas APC (GITTLER et al., 2012; KASRAIE e WERFEL, 2013 SILVERBERG, N. e 

SILVERBERG, J., 2015), compreende-se a expressão aumentada de moléculas de 

HLA-DR nos monócitos de crianças atópicas em comparação às crianças sadias. 

Fato curioso é que estudo anterior em adultos atópicos descreve redução da 

expressão da molécula de HLA-DR nos monócitos, na fase de exacerbação da 

doença (ZHENG e MROWIETZ, 1997). Acreditamos que este dado está diretamente 

relacionado à gravidade dos pacientes avaliados, uma vez que a nossa amostra é 

composta apenas de pacientes com dermatite atópica moderada, e à faixa etária 

estudada, visto que, conforme constatamos ao compararmos adultos e crianças 

saudáveis, a população infantil apresenta expressão significativamente aumentada 

desta molécula. 
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Na análise comparativa da frequência de CCR5 em monócitos, notamos 

maior porcentagem de monócitos intermediários e não-clássicos expressando essa 

molécula nos dois grupos. Observa-se ainda maior expressão de CCR5 em 

monócitos intermediários que em monócitos clássicos e não clássicos, conforme 

descrito na literatura (ABELES et al., 2012). Estudos com modelos animais e 

humanos caracterizaram variações na expressão do gene de CCR5 em diversas 

enfermidades, tais como doenças auto-imunes, rejeição de enxertos, infecções 

bacterianas e virais, doenças alérgicas, neoplasias e doenças vasculares. Em 

algumas situações, há amplificação e em outras, inibição do gene do CCR5, com 

implicações fisiopatológicas diversas na dependência do modelo estudado. 

(GERARD e ROLLINS, 2001; MACK et al., 2001; RAMAN, SOBOLIK-DELMAIRE e 

RICHMOND, 2011). Em nosso trabalho, verificamos padrão semelhante de 

expressão de CCR5 em monócitos de crianças saudáveis e crianças portadoras de 

dermatite atópica. Entretanto há uma redução na população de monócitos não-

clássicos CCR5+ na população atópica quando comparados ao mesmo subtipo 

celular de crianças sadias. Essa redução do pool de monócitos não-clássicos 

CCR5+ na circulação pode indicar, maior recrutamento destes para os tecidos. 

Como sabemos, CD80 e CD86 são moléculas coestimulatórias importantes 

na geração de resposta imune adaptativa. É importante ressaltar que essas 

moléculas apresentam papéis distintos no processo de ativação de linfócitos T 

helper . Enquanto a expressão de CD80 em células apresentadoras de antígenos 

normalmente elicita uma resposta Th1, a presença da molécula CD86 está mais 

relacionada ao desenvolvimento do perfil Th2 (SAID et al., 2016). No nosso estudo 

não identificamos diferença significativa ao comparar as populações de crianças 

sadias e doentes no que diz respeito à frequência de monócitos CD80+. Entretanto, 
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monócitos clássicos de crianças atópicas apresentam maior expressão de CD80 que 

monócitos clássicos de crianças sadias. Ao se analisar a molécula de CD86, 

evidenciamos menor porcentagem de monócitos clássicos e não-clássicos 

expressando CD86 em crianças atópicas que em crianças sadias, porém, maior 

expressão dessa molécula em monócitos clássicos de atópicos e menor, em 

monócitos intermediários e não-clássicos, quando se compara ao grupo sadio. Os 

dados sugerem maior atividade coestimulatória na apresentação antigênica dos 

monócitos clássicos no grupo de crianças doentes, com participação tanto da 

molécula de CD80 quanto da molécula de CD86, sendo mais expressiva a 

participação do CD86, o que pode estar associado ao desenvolvimento de resposta 

imune mista Th2/Th1 na patogênese da doença, com maior participação da 

polarização Th2. Esses dados concordam com a literatura, no que concerne à 

patogênese da doença (GITTLER et al., 2012; LEUNG e GUTTMAN-YASSKY, 2014; 

KIM et al., 2016), entretanto, há relato de atividade defeituosa da resposta Th1 em 

crianças portadoras de DA em relação a adultos atópicos (CZARNOWICKI et al., 

2015). Estudos posteriores são necessários para analisar se a expressão da 

molécula de CD80 pode ser importante na avaliação indireta da atividade Th1 em 

adultos para se comparar com nossas observações. 

A molécula de PD1L (CD274) amplamente expressa em células fagocíticas 

mononucleares participa ativamente dos processos inflamatórios por apresentar 

atividade imunomoduladora (HUANG et al, 2009; RIELLA et al., 2012). No nosso 

trabalho observa-se maior expressão dessa molécula em monócitos clássicos de 

crianças doentes quando comparadas ao grupo saudável. Considerando a atividade 

inflamatória exacerbada deste subtipo celular em crianças portadoras de dermatite 

atópica, provavelmente a ativação da via de PD1L funciona modulando essa 
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resposta. Alguns estudos têm avaliado o papel da molécula de PD1L na patogênese 

de doenças neoplásicas e rejeição de transplantes (AL-CHAQMAQCHI et al, 2013; 

TAMAI et al., 2014). Os sinais inibitórios decorrentes da ativação do PD1L vão 

orquestrar o equilíbrio entre ativação de células T, imunotolerância e dano tecidual 

imunomediado (FRANCISCO, SAGE e SHARPE, 2010). Um exemplo disso é o 

modelo animal de colangiocarcinoma, no qual animais com baixa expressão desta 

molécula apresentam progressão mais desfavorável da neoplasia (TAMAI et al., 

2014). 

Analisando a expressão de citocinas inflamatórias encontramos menor 

porcentagem de monócitos não-clássicos produtores de IL-6 e TNF-α e maior 

expressão de expressão dessas citocinas em monócitos clássicos de crianças 

portadoras de DA em comparação a crianças saudáveis. Também observamos 

maior expressão de IL6 em monócitos intermediários de crianças doentes do que no 

grupo sadio. Esses elementos sinalizam atividade inflamatória exacerbada em 

monócitos clássicos e intermediários de crianças atópicas. Enquanto a resposta 

inflamatória aguda via IL-6 é altamente benéfica, uma resposta exacerbada e 

persistente leva a inflamação crônica e auto-imunidade, com efeitos deletérios 

importantes. Isso pode ser observado em modelos animais, nos quais camundongos 

KO para IL-6 apresentam-se resistentes ao desenvolvimento de colite, encefalite 

experimental autoimune, miocardite experimental autoimune e doença renal 

experimental autoimune (FONTES, ROSE, e ČIHÁKOVÁ, 2015). Observa-se ainda, 

em pacientes portadores de lupus eritematoso sistêmico, correlação dos altos níveis 

séricos de IL-6 com períodos de piora da condição clínica (JAIN et al., 2016). Outra 

citocina com papel bem estabelecido em processos inflamatórios é o TNF-α. Há na 

literatura evidências da atividade dessa citocina na patogênese de várias doenças, 
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entre elas, esclerose múltipla, depressão e doenças neoplásicas (MOREIRA-

TABAKA et al., 2012; VALENTIN-TORRES et al., 2016; MA, ZHANG e BALOCH, 

2016) A maior expressão de IL-6 e TNF-α em monócitos clássicos e intermediários 

de crianças atópicas em relação ao grupo controle está diretamente envolvida com a 

atividade inflamatória crônica observada na doença. 

Ao avaliar a produção de IL10, citocina de caráter modulador da resposta 

inflamatória, não verificamos diferenças em sua expressão em monócitos de 

crianças atópicas em relação ao grupo controle. Trata-se de uma molécula 

importante no controle da produção de citocinas inflamatórias como IL6, TNFα, IL1β, 

com atividade na inibição da apresentação antigênica pelos fagócitos 

mononucleares, por reduzir a expressão de MHC classe II e moléculas 

coestimulatórias (XIE et al., 2014). Há relatos na literatura de participação de 

polimorfismos nos genes envolvidos na produção de IL10 na patogênese de 

doenças imunomediadas, como a dermatite atópica (RAEDLER et al., 2013). No 

nosso trabalho, há atividade inflamatória exacerbada sem mudança no padrão de 

expressão de IL-10, ou seja, a participação dessa citocina no controle da atividade 

inflamatória na DA é pouco expressiva.  
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8 Conclusão 

Nosso grupo, por meio deste estudo, analisou as subpopulações de 

monócitos em indivíduos saudáveis de diferentes faixas etárias, assim como de 

crianças portadoras de dermatite atópica. Observamos que a frequência relativa de 

monócitos foi constante nos três grupos populacionais estudados (adultos e crianças 

saudáveis e crianças com dermatite atópica), mas a expressão de moléculas de 

superfície e citocinas apresentaram particularidades significativas. Uma análise 

global dos resultados encontrados nas duas etapas da nossa pesquisa, nos permite 

fazer observações importantes: há maior expressão de moléculas envolvidas na 

apresentação antigênica encontra-se mais exacerbada no grupo de crianças 

atópicas, seguido pelo grupo de crianças saudáveis, quando comparados aos 

adultos saudáveis; enquanto a molécula de CD80 é expressa de forma semelhante 

nos três grupos populacionais estudados, o CD86 apresenta maior expressão em 

monócitos clássicos de crianças atópicas que em adultos e crianças saudáveis, 

destacando sua importância como molécula coestimulatória; ademais, avaliando 

indivíduos saudáveis, percebemos um perfil similar de expressão de moléculas de 

superfície e citocinas, e, curiosamente, observa-se maior produção de citocinas 

inflamatórias e reguladoras por monócitos intermediários e não-clássicos de 

indivíduos saudáveis, enquanto indivíduos com DA apresentam maior produção de 

citocinas inflamatórias em monócitos clássicos.  

A figura 22 mostra a representação esquemática dos dados obtidos neste 

trabalho. 
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Figura 23 - Representação esquemática da expressão de moléculas de superfície e citocinas em 
monócitos clássicos, monócitos intermediários e monócitos não-clássicos de adultos saudáveis, 
crianças saudáveis e crianças com dermatite atópica. 

 

Crianças saudáveis (B) apresentam maior expressão de HLA-DR, demonstrando maior capacidade de 
apresentação antigênica que adultos saudáveis (A) e os subtipos de monócitos mais envolvidos na resposta 
inflamatória nos grupos de adultos e crianças saudáveis são monócitos intermediários e monócitos não-
clássicos. Monócitos clássicos de crianças atópicas (C) se mostraram mais inflamatórios quando comparados ao 
mesmo subtipo em crianças saudáveis (B) . A expressão das moléculas de superfície e citocinas nos subtipos 
de monócitos está representada esquematicamente pela diferença de tamanho e destaque na figura. 
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10 ANEXOS 

10.1 ANEXO A – PARECER DE APROVAÇÃO DO PROJETO NO COMITÊ DE 

ÉTICA EM PESQUISA (UFPB) 
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ANEXO B - SCORAD 
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