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RESUMO

Os mondcitos e macrofagos representam componentes fundamentais da
resposta imune. Com base na expressao do co-receptor de LPS CD14 e na
expressdo do CD16, receptor FCylll, os mondcitos sdo classificados em 3 subtipos:
mondcitos classicos, que sdo CD14"CD167; mondcitos intermediarios, que s&o
CD14"D16"; e mondcitos nado-classicos, ou CD14°“CD16". A DA é uma doenca
inflamatoria cutanea cronica, de etiologia multifatorial. Nosso grupo realizou anélise
comparativa entre os subtipos monocitarios por meio do estudo da frequéncia e da
média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de moléculas de superficie (HLA-DR,
CCRS5, CD80, CD86, PD1L) e da producgao de citocinas (IL6, TNFa, IL10) em adultos
e criangas utilizando a citometria de fluxo. A pesquisa foi executada em duas etapas.
Primeiro comparamos os subtipos de mondcitos entre adultos e criancas saudaveis
e em seguida, entre criancas sadias e criancas portadoras de dermatite atOpica
(DA). O papel dos mondcitos na ativacdo e modulacéo do processo inflamatorio foi
objeto da nossa investigacdo. Os resultados desse estudo mostraram que: (1) a
frequéncia relativa dos subtipos de mondcitos foi similar em adultos, criancas
saudaveis e criancas portadoras de DA, com predominio de mondcitos classicos; (2)
monocitos classicos, intermediarios e nao-classicos de criancas atdpicas
apresentaram maior expressdo de HLA-DR que os mesmos subtipos em criancas
sadias e essas, que adultos sadios; (3) adultos, criancas saudaveis e criancas
doentes apresentaram maior frequéncia e expressdao de CCR5 em mondcitos
intermediarios e mondocitos ndo-classicos; (4) a frequéncia e expressdo do CD8O0 foi
maior em monadcitos intermediarios e ndo classicos tanto em criangas como em
adultos saudaveis e a expressao de CD86 foi maior em mondcitos intermediarios
desses dois grupos. Ja a expressao das moléculas de CD80 e CD86 em mondcitos
classicos de criancas portadoras de DA foi maior que em criangas saudaveis; (5) a
frequéncia de PDI1L nos subtipos de monécitos foi semelhante em adultos e
criancas, entretanto, houve maior expressdo dessa molécula em mondcitos
classicos de criancas que em adultos saudaveis e criancas atOpicas apresentaram
maior expressao desta molécula em mondcitos classicos que criancas saudaveis; (6)
monaocitos intermediarios e nao-classicos de adultos e criancas saudaveis
apresentaram maior atividade inflamatéria que mondcitos classicos ao se avaliar a
frequéncia e expressdo de IL-6 e TNF-a, ao contrario do que se observou em
criangcas com DA, que apresentaram maior frequéncia e expresséo de IL-6 e TNF-a
em mondcitos classicos que as criancas saudaveis; (7) mondcitos intermediarios e
nao-classicos demonstraram maior producdo de IL10 que mondcitos classicos em
adultos e criancas saudaveis. Nossos resultados mostraram, portanto que a
frequéncia relativa de mondcitos € constante nos trés grupos populacionais
estudados, mas a frequéncia e expressdo de moléculas de superficie e citocinas
apresentam particularidades significativas. Em resumo, criancas atopicas
apresentam maior expressdo de HLA-DR que criancas saudaveis e essas, que
adultos saudaveis. Os subtipos de mondécitos mais envolvidos na resposta
inflamatdria em adultos e criancas sadias sdo mondcitos intermediarios e néo-
classicos, enquanto mondcitos classicos de criancas atopicas sao mais inflamatérios
quando comparados ao mesmo subtipo em criancas saudaveis. Essas descobertas
revelam alteracbes na imunidade inata de criancas portadoras de dermatite atopica
de extrema importancia para a compreensao da fisiopatologia da doenca.

Palavras-chave: Mondcitos, Citometria, Subpopulacdes de Mondcitos, Resposta
Inflamatéria, 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,
FCy Il receptor, monocytes are classified into 3 subtypes: classical monocytes,
which are CD14"CD16; intermediate monocytes, which are CD14"D16"; and non-
classical monocytes, CD14°"CD16*. 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-a, contrary to what is observed in children with AD who
have greater frequency and expression of IL-6 and TNF-a 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
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1 INTRODUCAO

1.1 O sistemaimunologico e aimportancia do estudo dos monacitos

O termo imunidade (do latim immunitas) significa, historicamente, protecao
contra doencas, mais especificamente, enfermidades infecciosas. O sistema
imunologico, composto por células e moléculas envolvidas na imunidade, tem papel
essencial na sobrevivéncia dos organismos (McDADE, 2003), ndo apenas na defesa
contra antigenos, mas especialmente na manutencdo da homeostase, eliminacéo de
tecidos danificados, de células apoptéticas ou senescentes e na reparacéao tecidual.
A resposta coordenada do sistema imunoldgico a substancias estranhas, é dado o

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

Esta descrito na literatura que os mecanismos de resposta imunoldgica
variam bastante ao longo da vida de um individuo, desde a vida intra-uterina até a
senescéncia (SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 2015). Desta forma evidenciam-
se particularidades relevantes ao se comparar a resposta imune entre adultos e
criancas, especialmente em resposta a infec¢des 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
inflamatoria: iniciacdo, inflamacdo franca, resolugdo e restabelecimento da
integridade tecidual (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; McDADE, 2003; ITALIANI e
BORASCHI, 2014). Esse sistema confere mecanismos de defesa pouco especificos
e é composto pelas barreiras epiteliais, proteinas anti-microbianas sollveis, sistema
do complemento, fagdcitos (células dendriticas, mondcitos/macrofagos, neutrofilos)

e células natural killers (NK) (ABBAS, 2015).
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Os mondcitos representam componente fundamental da resposta imune inata,
desempenhando papel efetor e regulador critico nos processos inflamatérios
(GEISSMANN et al., 2010). Essas células exibem diferentes fun¢des imunoldgicas,
incluindo fagocitose e apresentacdo de antigenos, producdo de citocinas e
guimiocinas que estimulam neoformacdo vascular, sintese de colageno e fibrose.
Assim sendo, estdo envolvidas na hemostasia, inflamacéo, proliferacéo,
angiogénese, reepitelizacdo e remodelamento tecidual (KASRAIE e WERFEL,
2013). Tém origem do precursor de granuldcitos-macréfagos, que € derivado do
progenitor mieléide comum na medula éssea. Os mondcitos circulantes migram para
tecidos nao linféides e se diferenciam em macréfagos e células dendriticas
intersticiais. E ainda, diante de estimulo antigénico, monécitos humanos podem
originar células de Langerhans epidérmicas, assim como células dendriticas

inflamatérias (KASRAIE e WERFEL, 2013).

A apresentacdo antigénica, que ocorre via interacdo da molécula MHC (major
histocompatibility complex), presente na superficie da célula apresentadora de
antigeno (mondécito/macrofago, célula dendritica, linfécito B) com o receptor de
célula T (TCR), expresso na superficie dos linfécitos T ou receptor de célula B
(BCR), presente no linfocito B, é essencial para que ocorra geracdo de resposta
imune adaptativa. Trata-se de uma reacdo mais elaborada, que apresenta extrema
especificidade e capacidade de gerar memoria imunologica, sendo capaz de
responder mais rapida e efetivamente a uma segunda exposicdo ao antigeno
(McDADE et al., 2016) e culmina com producdo de anticorpos especificos pelos

linfécitos B e geracdo de células T efetoras e de memoria (ABBAS, 2015).

Para desempenharem papel efetor e modulador da resposta imune, 0s

monaocitos e macrofagos influenciam e respondem a outros componentes do sistema
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imune. Analogamente a dicotomia: células T helper 1 (Thl), na resposta imune
celular a infecgBes intracelulares; e células T helper 2 (Th2), na infeccdo por
parasitas extracelulares, surgiu o conceito de M1, macrofagos ativados
classicamente e M2, ativados alternativamente (MARTINEZ e GORDON, 2014).
Enquanto os mondcitos, células precursoras dos macréfagos teciduais, séo
caracterizados e classificados em trés subtipos: mondcitos classicos, mondcitos
intermediarios e mondcitos nao-classicos, baseado na expressédo em sua superficie
do co-receptor de lipopolissacarideos (LPS) CD14 (cluster of differentiation 14) e na
expressao do CD16, receptor de baixa afinidade para imunoglobulina G, o receptor
FC gama lll (RFCylll). O primeiro grupo representa 80% da populacdo de mondcitos
e caracteriza-se pela expressdo de CD14 e auséncia de CD16 em sua superficie,
sdo portanto, CD14++CD16- Os mondcitos CD16", podem ser subdivididos em dois
subgrupos, CD14++CD16+ ou intermediarios e CD14+CD16++, também
denominados ndao-classicos, em oposicdo aos mondcitos classicos (ZIEGLER-
HEITBROCK, et al., 2010; ZIEGLER-HEITBROCK, 2015). As diferencas entre os
subtipos de mondcitos ndo sdo apenas fenotipicas, uma vez que essas células
apresentam diferencas importantes com relacdo a capacidade de producdo de
citocinas e quimiocinas e expressdo de moléculas de superficie (PASSOS et
al.,2014). O papel fisiolégico dos subtipos de mondcitos ainda ndo é completamente
compreendido (ITALIANI e BORASCHI, 2014). Sabe-se que mondcitos classicos sao
produtores de citocinas pro-inflamatérias e espécies reativas de oxigénio (ROS) e
apresentam boa atividade fagocitica (ABELES et al., 2012) Os mondcitos
intermediarios sdo fagociticos por exceléncia, expressam altos niveis do receptor de
quimiocina CCR5 e de moléculas de MHC de classe Il e produzem grande

quantidade de citocinas pré e anti-inflamatdrias. Alguns autores descrevem
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monocitos nao-classicos como subtipo celular importante nas respostas
imunologicas a infeccbes virais e dotados de capacidade de "patrulha" tecidual
(ABELES et al.,, 2012; ITALIANI e BORASCHI, 2014), enquanto outros o0s
caracterizam como produtores primarios de citocinas inflamatérias como IL-1B8 e

TNF-a (MUKHERJEE et al., 2015).

Diferengas importantes sdo observadas em relagdo ao metabolismo dos
subtipos de macréfagos. Enquanto nos macréfagos M1 ocorre desvio do
metabolismo da arginina para Oxido nitrico (NO) e citrulina, com atividade
microbicida e capacidade de inibicdo da proliferacdo celular, assim como ativagcéo de
resposta Thl, nas células M2, o metabolismo é desviado para ornitina e poliamidas,
levando a proliferacdo celular, reparacéo tecidual, sintese de colageno e fibrose, e
ha promocéao de resposta Th2 (BARROS et al., 2013; GALVAN-PENA e O'NEILL.,
2014; ITALIANI e BORASCHI, 2014). Os macrofagos classicamente ativados (M1)
obtém energia através da glicolise e os alternativamente ativados (M2) usam o
metabolismo oxidativo para obter energia para suas fungdes. (GALVAN-PENA e
O'NEILL, 2014). Macrofagos M1 e M2 apresentam diferencas importantes no perfil
de producao de citocinas, assim como no metabolismo da glicose e do ferro e na
expressao de diversas moléculas como arginase, metaloproteinas e iINOS (BARROS

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

As vias de estimulagdo da polarizacdo dos macréfagos sdo bem
caracterizadas atualmente. Sabe-se que o interferon-y (IFN-y) é a principal citocina
associada com ativacao M1 e representa o principal sinalizador celular da via Thl
junto com lipopolissacarideos (LPS) ou fator de necrose tumoral-a (TNF-a), levando
a producdo de IL-12, IL-23, IL-1, TNFa e IL-6 e baixa producéo de IL-10. Ja a

ativacdo de M2 pode ocorrer por trés vias ligadas a respostas Th2: M2a (alternativa),
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estimulada por IL-4 e IL-13, com producéo de IL-10, receptor de interleucina 1 tipo Il
(IL-1RIl) e antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1ra); M2b (tipo II), estimulada
por imunocomplexos e ligantes de receptores semelhantes a Toll, que leva a
producao de TNFaq, IL-1 e IL-6, alta producéo de IL-10 e baixa producéo de IL-12; e
a terceira via, M2c (desativada), desencadeada por IL-10, com producédo de IL-10,
fator de transformacdo de crescimento-f (TGF-B) e componentes da matriz
extracelular, participando do remodelamento tecidual (MANTOVANI et al.,, 2014;

MARTINEZ e GORDON, 2014).

Essas importantes alteragcbes no metabolismo celular sdo possiveis em
decorréncia da capacidade de células imunoldgicas sofrerem mudancas no seu
programa transcricional. Esse processo possibilita a expresséo génica, diferenciacao
e ativacdo celular, otimizando a resposta imune inata e adaptativa. Exemplo disso &
a expressao de receptores semelhantes a toll especificos, assim como de moléculas
de sinalizacdo intracelular, citocinas e quimiocinas, pelos macrofagos e células

dendriticas apds contato com um patdgeno (FITZGERALD e CAFFREY, 2014).

O processo de diferenciacdo e plasticidade dos fagdcitos mononucleares,
assim como a relacdo entre os subtipos de mondcitos e a polarizacdo macrofagica,
ainda € pouco conhecida (MANTOVANI, GARLANDA e LOCATI, 2009). Sabe-se
gue a polarizacdo é transitoria, e 0s mondcitos sdo extremamente plasticos e
heterogéneos, assumindo fendtipos distintos na dependéncia do microambiente em

gue estdo inseridos (ITALIANI e BORASCHI, 2014; YANG et al., 2014).

Através do estudo da frequéncia e expressao de moléculas de superficie e
citocinas pré e anti-inflamatoria, € possivel definir o estado de ativacdo dos

mondcitos em diversos modelos de doenga em animais e em humanos.
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Moléculas do complexo principal de histocompatibilidade - MHC séo
essenciais para que ocorra a ativacao de linfécitos T helper. O HLA-DR (MHC de
classe 1) € expresso em células apresentadoras de antigeno como mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e linfocitos B e sua interacdo com os linfocitos T
ocorre via receptor de célula T (TCR). Um aumento em sua expressdo indica
aprimoramento na funcdo de apresentacdo antigénica. Entretanto, em inflamacdes
graves e pacientes politraumatizados, ocorre reducdo da expressdo de HLA-DR,
alguns autores sugerem que a diminuicdo na expressao dessa molécula ocorre em
decorréncia de aumento na monocitopoiese na medula 6ssea, com consequente
elevacdo no numero de células imaturas da linhagem monocitaria no sangue
periférico, que ndo expressam HLA-DR (ZHENG e MROWIETZ, 1997), enquanto
estudos mais recentes revelam reducédo global da resposta inflamatéria e alteracées
criticas na expressao de moléculas de superficie celular como parte da sindrome de
resposta anti-inflamatéria compensatéria (CARS), sendo considerado, nessas
situacdes, fator preditivo de gravidade (KIM et al., 2010; VESTER et al., 2015). A
expressdo da molécula de HLA-DR foi avaliada em diversos modelos de doenca e
trauma (doenca de Chagas, pancreatite, ruptura de aneurisma adrtico, cirurgia
cardiaca) 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 importancia do estudo dessa molécula devido
ao seu papel na apresentacdo de antigenos, em analises por citometria de fluxo, a
combinac¢ao dos marcadores de superficie CD14, CD16 e HLA-DR pode ser utilizada
como estratégia de exclusdo de células CD16" HLA-DR’, como neutrdfilos e células
natural killer (NK), diferenciando essas de mondcitos, que sdo, obrigatoriamente

HLA-DR* (ABELES et al., 2012).
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Para que haja recrutamento de mondcitos circulantes para os tecidos, faz-se
necessaria a interacao de receptores de quimiocinas expressos na superficie dessas
células com as quimicionas produzidas no microambiente. Receptores de quimiocina
tém sido amplamente estudados devido ao seu papel na patogénese de varias
doencas inflamatérias (aterosclerose, artrite reumatodide, esclerose mdltipla, doenca
inflamatoria intestinal) (GERARD e ROLLINS, 2001). Entre essas moléculas, o
receptor de quimiocina CC tipo 5 (CCR5), expresso em linfécitos T, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas imaturas e microglia tém demonstrado em modelos
animais e em humanos participacdo importante em processos inflamatorios e
infecciosos. Camundongos deficientes em CCR5 sdo mais susceptiveis a infeccdes
por Listeria monocytogenes, Cryptococcus neoformans e Toxoplasma e sabe-se da
participacdo dessa molécula como co-receptor para o virus da imunodeficiéncia
humana (MACK et al., 2001; WIERDA et al., 2012). Ademais, CCR5 funciona como
marcador adicional para caracterizacdo dos subtipos de mondcitos, uma vez que

monacitos intermediarios expressam mais CCR2 e CCR5 (ANCUTA et al., 2003.).

Membros da familia de moléculas de superficie B7 (B7-1 ou CD80, B7-2 ou
CD 86 e B7-H1 ou PDL-1) tém papel fundamental na regulacédo da ativacdo das
células T e imunotolerancia. Essas moléculas controlam a atividade de células T em
contextos diversos, desde o desenvolvimento de autoimunidade, perpassando pela
patogenia de doencas infecciosas, até o processo de imunidade tumoral (BUTTE et
al.,, 2008). O aumento da expressdo de CD86 em células apresentadoras de
antigeno antecede o de CD80. O CD86 apresenta maior afinidade pelo CD28,
apresentando primordialmente atividade estimulatéria, ao passo que o CD80
apresenta maior afinidade pela molécula de CTLA-4, exercendo, através dessa

interacéo, efeito inibitério. Entretanto, ambas as moléculas podem ligar-se ao CD28
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ou CTLA-4 da superficie da célula T exercendo atividade estimulatéria ou inibitoria
(SAID et al., 2016) (figura 1). O processo de ativagao/inibicao dos linfocitos T requer,
portanto, a ligacdo do TCR do linfécito T ao complexo MHC de classe 1l ligado ao
peptidio e a ligacéo adicional do CD28/CTLA-4 da superficie linfocitaria as moléculas
de CD80 ou CD86 presentes na superficie da célula apresentadora de antigeno.
Outro aspecto a ser ressaltado € a habilidade dessas moléculas em dirigir a resposta
dos linfocitos T para um perfil Thl (CD80) ou Th2 (CD86) (RUTKOWSKI et al., 2003,
SAID et al., 2016). A importancia dessas moléculas coestimulatérias na patogénese
de asma brénquica, pneumonite alérgica, doencas intersticiais pulmonares, rinite
alérgica e doenca de Crohn esta bem documentada na literatura (LIU et al., 1997,
NAKADA et al., 1999; DJUKANOVIC, 2000) uma vez que expressao e atividade de
CD80, CD86 e PD1L em células apresentadoras de antigenos modulam a

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

O PD1L (Programmed death-ligand 1), também denominado cluster de
diferenciacdo 274 (CD274) ou B7-H1 € uma proteina transmembrana, presente
constitutivamente nas APC, que tém sua expressdao aumentada apds ativacdo
dessas células (BUTTE et al., 2008). E membro da superfamilia B7, assim como o
CD80 e o CD86, e também apresenta efeito regulatorio na resposta de células T.
Sua acdo se da através da inducdo de apoptose e/ou anergia em células T ativadas
e inibicdo da producéo de citocinas (TAMAI et al., 2014). Assim sendo, o PD1L, por
meio de sua ligagdo com o PD1, presente na superficie das células T, apresenta
papel significativo na regulacdo da resposta inflamatoria infecciosa, tolerancia
imunologica e progressao tumoral (figura 1). Alguns estudos mostram importante

participacdo da molécula de PDL-1 na regulacdo do equilibrio entre a defesa imune
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contra o patdogeno e o dano tecidual imunomediado em infec¢des virais crbnicas

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

Figura 1 - Esquema representativo da interacdo entre células apresentadoras de antigenos e linfécitos T
ativados, através de moléculas de superficie coestimulatérias e seus receptores.

Linfocito T

ativado

B7-1 (CD80) >< CD28
B7-2 (CD86) CTLA-4
B7-H1 (PDL1) PD1

Na coluna da esquerda estao representadas moléculas de superficie presentes na superficie da APC e a direita,
as moléculas expressas na superficie do linfocito T ativado. As linhas vermelhas indicam interagcdes com efeito
estimulatério, enquanto as linhas azuis representam efeito inibitério

A interleucina 6 é uma citocina multifuncional, que apresenta uma série de
funcdes biologicas relevantes: participa da diferenciacdo terminal de células B,
resposta inflamatéria de fase aguda, hematopoiese, neurogénese e cicatrizacao de
feridas, assumindo papel importante na manutencdo da homeostase. Entretanto,
qguando cronicamente elevada, perde sua funcdo de manutencdo de integridade
tecidual, passando a apresentar efeitos deletérios de inflamacé&o crénica e fibrose.
Estudos em modelos animais e humanos de doencas inflamatérias como lupus
eritematoso sistémico, colite, encefalite e miocardite correlacionam a alta expressao
de IL-6 com maiores niveis de inflamacdo (FONTES, ROSE e CIHAKOVA, 2015;

JAIN et al., 2016).
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O fator de necrose tumoral a (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatoria
produzida por linfécitos, mondcitos, macréfagos, células epiteliais e endoteliais.
Aumento na producdo dessa citocina pode ser visto em varias doencas, como
aterosclerose, cancer, doenca inflamatéria intestinal, depressao, e esclerose multipla
(RAMSEYER e GARVIN, 2013; MA, ZHANG e BALOCH, 2016). LPS e outros
produtos bacterianos, citocinas, como IL-1, IL-2 e o préprio TNF-a, fator estimulador
de colbnia de granulécito-mondécito (GM-CSF), fator estimulador de colénia de
macrofago (M-CSF), glicocorticoides e ligante de CD40 sdo exemplos de indutores

de producéo de TNF-a (MOREIRA-TABAKA et al., 2012).

Outra citocina de extrema importancia a ser considerada no estudo de
mondcitos e macrofagos € a IL-10, citocina pleiomdrfica, com acéo regulatoria, que
executa sua funcéo através da inibicdo da producdo e atividade de citocinas pro-
inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL1-B), reducdo da produgdo de quimiocinas, controle da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, regulacdo da capacidade de
apresentacdo de antigenos e supressao da proliferacdo e atividade de células T
citotéxicas. Além disso, a IL-10 age em conjunto com outros mecanismos
imunorregulatérios como CTLA-4 e TGF-B, com o objetivo de suprimir funcdes

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

A caracterizacdo funcional dos diferentes tipos de mondcitos, através da
identificacdo de moléculas de superficie e producdo de citocinas, tem sido estudada
por pesquisadores em modelos de doencgas inflamatorias, infecciosas, alérgicas e
metabdlicas ao longo dos anos, na tentativa de melhor compreender a patogénese

dessas doencas.
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1.2 Dermatite atopica (DA)

A dermatite atépica (DA) € uma doenca inflamatéria cronica cutanea, de
etiologia multifatorial, que envolve fatores genéticos e ambientais, e apresenta
carater incapacitante para o paciente e seus familiares, prejudicando a rotina, o
padrdo de sono, ocasionando absenteismo escolar e no trabalho e causando, em
alguns casos, isolamento social (DARLENSKI et al., 2014). O termo Sindrome de
Eczema Dermatite Atopica (SEDA) foi introduzido pela European Academy of Allergy
and Clinical Immunology com o objetivo de ser mais abrangente que “dermatite
atdpica”, no que se refere aos mecanismos envolvidos nessa entidade nosoldgica,
considerando que, em alguns pacientes, ndo ha sensibilizacdo alérgica, apenas

eczema (OLIVEIRA et al., 2005).

A DA tem prevaléncia estimada de 279.889.120 casos no mundo e afeta em
torno de 20% da populacdo infantil, representando a doenca inflamatdria crénica
infantil mais comum. Cerca de 85% dos pacientes apresentam inicio da doenca
antes dos 5 anos de idade, com maior incidéncia no primeiro ano de vida. A despeito
da ocorréncia da DA de inicio tardio, a prevaléncia da doenca na populacéo 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 infancia, persistem na idade adulta
(BRANT e SIVAPRASAD, 2011; SILVERBERG, N. e SILVERBERG, J. 2015). Um
aumento importante da sua incidéncia nos paises industrializados tem sido

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

A doencga pode ser classificada em dois grandes grupos: DA alérgica ou
extrinseca, na qual os processos imunolégicos sdo considerados epifendmenos de

uma barreira cutdnea defeituosa e DA nédo-alérgica, em que o distarbio imunoldgico
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e a alteracdo de barreira cutadnea seriam consequéncia do processo inflamatorio
local, termo que substitui a denominacdo dermatite intrinseca ou criptogénica e
abrange os casos em que ndo é possivel detectar a existéncia de sensibilizacédo
alérgica. A DA alérgica pode ser subdividida em dois tipos: DA associada a IgE, nos
casos em que é identificada a presenca de sensibilizacdo 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;
SUAREZ-FARINAS et al., 2013). Quanto a idade de acometimento pode ser dividida
em: dermatite atopica infantil (trés meses a dois anos de idade), pré-puberal (dos
trés aos doze anos), e da adolescéncia e do adulto (maiores que 12 anos) (BELDA,

2010).

O diagnéstico da dermatite atdpica é essencialmente clinico e se caracteriza
por uma histéria sugestiva, com prurido, xerose cutanea e eczema crénico ou
recidivante em topografia caracteristica para a faixa etaria (DARLENSKI et al.,
2014). Para protocolos de estudo, séo utilizados os critérios diagnosticos de Hanifin
e Rajka (os mais conhecidos e utilizados no mundo) que consistem na presenca de
3 ou mais critérios maiores: prurido, morfologia e distribuicdo tipica das lesoes,
dermatite crénica e recidivante, historia pessoal ou familiar de atopia; associados a
trés ou mais critérios menores: xerose, inicio precoce da doenca, ceratose pilar,
dermatite de méos e pés, dermografismo branco, queilite, pregas na regiao cervical
anterior, escurecimento periorbital, sinal de Hertogue, elevacdo da IgE sérica,
conjuntivites recorrentes, evolucao influenciada por fatores ambientais e emocionais,
hipersensibilidade ao niquel, hiperlinearidade palmoplantar, tendéncia a infec¢des
cutaneas, prega infra-orbitaria de Dennie-Morgan, pitiriase alba, palidez ou eritema

facial, eczema dos mamilos, acentuacdo perifolicular, alopecia areata,
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hiperreatividade cutanea tipo ll, intolerancia alimentar, catarata, ceratocone, ictiose,
e urticaria (OLIVEIRA et al., 2005; TOTRI, DIAZ e EICHENFIELD, 2014). Alguns
individuos, atépicos na infancia, evoluem com o desenvolvimento de rinite alérgica e
asma na adolescéncia e idade adulta, essa progressédo é designada como marcha

atopica (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, ndo se utilizam rotineiramente os
questionarios de avaliacdo e escalas de gravidade na prética clinica. Entretanto,
para protocolos de pesquisa, pode-se utilizar o Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD),
que é preenchido pelo médico assistente e utiliza os parametros de extensdo e
intensidade das lesGes e sintomas subjetivos (sono e prurido) para avaliagdo do
impacto da doenca na vida dos pacientes (STALDER e TAIEB, 1993; BELDA et al.,
2010). O valor maximo do escore SCORAD é 103 ou 83, sem 0s 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 avaliacdo 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 doenca de etiologia multifatorial, na qual estdo envolvidos
genes de susceptibilidade, uma barreira cutdnea 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 apresentacao clinica da doenca.
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1.2.1 Imunologia da dermatite atopica

A DA é uma das doencas inflamatoérias cutaneas crénicas mais estudadas na
atualidade e muitos esforcos tém sido dispensados para melhor compreensao dos
complexos mecanismos imunolégicos envolvidos em sua patogénese (KASRAIE e
WERFEL, 2013). Alteracbes nos mecanismos de imunidade inata como barreira
cutanea, produtos antimicrobianos e sinalizacdes via citocinas e quimiocinas séo
identificadas, assim como de resposta adaptativa, em que ha principalmente uma
polarizacdo no sentido Th2 e Th22, mas também um aumento de Thl e Thl7
(LEUNG, 2013). Controvérsias permanecem acerca do inicio do processo
patogénico, se a doenca seria promovida por uma inflamacéo sistémica ocasionando
disfuncdo de barreira epidérmica (hipotese “inside-out"), ou se as alteracdes
estruturais na barreira cutanea levariam ao desequilibrio imunolégico (hipotese
"outside-in") (SILVERBERG, N. e SILVERBERG, J., 2015). Sabe-se ainda, que h&
na DA, grande predisposicdo a infeccdes cutaneas, com o Staphylococcus aureus
compondo 90% da flora microbiana da pele com lesdes de eczema e colonizando
também a area de pele sem lesdes (YU et al., 2015). Assim, a resposta inflamatéria
cutdnea na DA envolve ativacdo de queratinécitos, células dendriticas, macréfagos,
mastocitos e eosindéfilos, com expressdo de moléculas de superficie, producdo de
citocinas e quimiocinas por essas ceélulas. Apesar do avanco inquestionavel das
pesquisas na genética e imunologia, a DA permanece com patogénese enigmatica e
0S agentes intrinsecos e extrinsecos envolvidos no desencadeamento da doenga

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

Sabe-se que alteracOes genéticas podem levar a modificacdes significativas
na integridade da barreira epidérmica como, por exemplo, reducédo da expressao de

proteinas epiteliais estruturais (filagrina, loricrina, aquaporina e involucrina), reducao
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da producéo de lipidios (colesterol, acidos graxos livre e ceramidas), moléculas de
adeséao, fatores de crescimento epidérmico e peptideos antimicrobianos. Defeitos
diferentes estao relacionados diversos graus de dano a barreira cutanea, o que leva
a perda transepidérmica de agua, exposicdo a alérgenos/irritantes, inflamacéo e
suscetibilidade a infecgbes que estdo associados a DA (GHOSH et al., 2015). A
deficiéncia de filagrina, por exemplo, esta relacionada ao desenvolvimento da DA
extrinseca em que ha altos niveis de IgE total sérica, ou IgE especifica para
antigenos alimentares e aeroalérgenos, com maior risco de evolucdo para "marcha
atopica" no futuro (ONG e LEUNG, 2010). Participam ainda desse processo de
ruptura da integridade da barreira cutanea fatores ambientais como baixa umidade
relativa do ar, irritantes cutdneos, danos mecanicos através do prurido/co¢adura,
guantidade de agua ingerida e idade do paciente. Variagcdes genéticas envolvendo
inimeros genes relacionados a producdo de citocinas, quimiocinas, molécula de
MHC de classe I, receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) também tem
sido identificados em pacientes com DA em diferentes populacdes (AL-SHOBAILI et

al., 2016).

Além de alteracfes na imunidade inata, ocorre na DA desequilibrio importante
nas respostas Thl/Th2. Apesar de bem estabelecido o papel das alteracbes de
barreira cutdnea causando disfun¢cdes imunolégicas na DA, ha evidéncias
igualmente contundentes de que a doenca é causada primariamente por uma via
imune polarizada, levando a alteracfes na diferenciacéo terminal dos queratinécitos
com defeito de barreira cutanea secundario (LEUNG e GUTTMAN-YASSKY, 2014).
A DA caracteriza-se por ser uma doenca inflamatoria predominantemente Th2/Th22,
entretanto, tem seu desenvolvimento e progressdo modulados por citocinas do perfil

Thl e Th1l7 (KIM et al., 2016). Conforme ilustrado na figura 1, o inicio da fase aguda
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da doenca € caracterizado por um aumento de citocinas com perfil Th2 (IL4, IL5 e
IL13) e IL22 (perfil Th22) que acarreta varias alteracdes na barreira cutanea,
favorece a invasao microbiana, recruta eosinofilos e aumenta a sintese de IgE. Na
fase crbnica da doenca, observa-se intensificacdo dessa resposta Th2/Th22,
associada a uma contribuicdo importante de componente Thl, porém nao 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 - llustracdo esquematica da iniciacdo da dermatite atépica aguda e progressdo para lesbes
cronicas.
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A pele sem lesdes apresenta infiltrado inflamatdrio que contribui para ruptura da barreira cutanea. A alteragao da
barreira epitelial leva a penetragdo de antigenos, que encontram células de Langerhans na epiderme e células
dendriticas na derme, induzindo mais ativagao imune e recrutamento de células inflamatérias na fase aguda, na
gual ocorre ativacdo de citocinas com perfil Th2 e Th22. Pequena contribuicdo de resposta Thl e Thl7 é vista
nas lesdes agudas. Com a progressdo para a cronicidade, observa-se progressiva ativacdo de Th2 e Th22,
assim como um aumento da atividade de citocinas com perfil Thl. A inducdo de cada subtipo de linfécito T, de
acordo com o estagio da doenca, esta representada esquematicamente pela diferenca de tamanho em relagcéo a
outros subtipos. Células T e células dendriticas produzem citocinas e quimiocinas que ocasionam ativacédo e
recrutamento de outras células imunes. IL-22 , junto com IL-17 induzem hiperplasia epidérmica (via S100A7,
S100A8 e S100A9), na fase crdnica da doenca. Esse aumento nas proteinas da barreira cutanea contrasta com
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o defeito de barreira visualizado na pele sem lesBes e nas lesdes agudas que ocorre por alteragdo de proteinas
epiteliais estruturais (filagrina, loricrina, corneodesmosina) em resposta a citocinas Th2 e Th22. A IL-31 esta
elevada na fase aguda e representa forte mediador do prurido na DA. O retangulo preto destaca a importancia
dos mondécitos, enquanto precursores das células apresentadoras de antigeno. Fonte: Adaptado de Gittler, 2012.

Um fato interessante a ser ressaltado é que criangas com dermatite atopica
manifestam maior desequilibrio na relacdo Th2/Thl, com redugéo de resposta Thl
quando comparados a adultos com DA. Este achado justifica o fenétipo alérgico
mais observado em criancas e se correlaciona com producéo de IgE (vista em cerca
de 70% das criancas atopicas). Sabe-se também que adultos portadores de DA
apresentam resposta Th22 mais proeminente que criancas com a doenca.
Considerando o papel da IL-22 no desenvolvimento de hiperplasia epidérmica, isso
poderia justificar a predominancia de leses mais crbnicas e liquenificadas nessa
populacdo. Aproximadamente 75% das criancas atOpicas alcancam remissdo em
torno dos 10 anos de vida. Isso poderia ser justificado pelo desenvolvimento da
resposta Thl, suprimindo os efeitos das respostas Th2 e Th22 (CZARNOWICKI et

al., 2015).

Nesse denso panorama imunolégico, os macrofagos, enquanto células
fagociticas, apresentadoras de antigeno e imunorreguladoras, por causa do seu
carater multifacetado e sua capacidade de promover ou controlar manifestacfes de
doencas alérgicas, desempenham um papel central na inflamacdo e imunologia
(KASRAIE e WERFEL, 2013), e 0s mondcitos, como seus precursores na circulacéao

sistémica, tém papel relevante (figura 2).

A caracterizacao fenotipica dos subtipos de mondcitos na dermatite atopica,
considerando parametros de densidade e tamanho celular foi realizada por Zheng
Mrowietz em 1997 e, em 2002, Novak et al. realizaram o estudo das subpopulac¢des

de mondcitos em pacientes com a forma alérgica de dermatite atdpica, baseando-se
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na expressao do CD14, CD64 e CD16. Ambos os estudos avaliaram pacientes
adultos acometidos pela doenca Entretanto, ndo ha, desde entdo, outros estudos

que avaliem o perfil monocitario na doenca.

Diante da escassez de dados na literatura, surgiu o interesse em identificar e
as subpopulacdes de mondcitos, avaliando a expressédo de moléculas de superficie
e citocinas que potencialmente funcionem como marcadores prognésticos na
dermatite atopica. O presente estudo caracteriza essas populagcbes celulares, de

forma pioneira, na populacéao infantil, portadora da doenca.

Ao se considerar o estudo da DA em criancas, e conhecendo as
particularidades da resposta imunolégica em diferentes faixas etarias, sentimos a
necessidade de realizar previamente um estudo comparativo da caracterizacdo dos

subtipos de mondcitos entre criancas e adultos saudaveis
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2 HIPOTESE

A hipdtese que norteou a elaboracéo desse trabalho € a de que diferencas na
expressdo de moléculas de superficie e citocinas préo e anti-inflamatérias entre
mondacitos classicos, intermediarios e ndo-classicos estariam diretamente envolvidas

na patogénese e apresentacao clinica da dermatite atopica em criancas.
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3 JUSTIFICATIVA

Os mondcitos sao atores primordiais na iniciacdo, desenvolvimento e
resolucdo da resposta imunolégica (MILLS, LENZ, e LEY, 2015). A relevancia da
atuacdo monacitos classicos, monadcitos nao-classicos e monacitos intermediarios na
etiopatogénese de enfermidades inflamatorias, neoplasicas, parasitarias e alérgicas
tem sido objeto de estudo nas ultimas décadas, mas muito se tem a elucidar acerca
da participacdo da imunidade inata na resposta imune em individuos saudaveis e

nessas condi¢Bes patologicas.

A dermatite atopica é uma doenca inflamatéria cutanea crénica, de etiologia
multifatorial e patogenia complexa, envolvendo fatores genéticos e ambientais
(DARLENSKI et al., 2014; PENG e NOVAK, 2015). No entanto, algumas questdes

envolvendo a patogénese da dermatite atdpica permanecem obscuras

Estratégias experimentais refinadas de andlises citométricas de parametros
multiplos foram empregadas neste estudo. Nossa expectativa é que as informacdes
adquiridas pela realizacdo deste trabalho ampliem nossos conhecimentos acerca
das subpopulagdes de mondcitos em individuos saudaveis de diferentes faixas
etarias e em criancas portadoras de DA, contribuindo assim para um maior
conhecimento da imunopatologia dessa doenca incapacitante e gere novas
perspectivas para realizacdo de estudos imunologicos que possam beneficiar

diretamente a populacao de individuos acometidos pela doenca.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar as caracteristicas funcionais das subpopulacdes de mondcitos
classicos, nao-classicos e intermediarios, determinando sua caracterizacao
fenotipica e producéo de citocinas em individuos saudaveis (adultos e criangas) e

em criancas portadoras de dermatite atopica.

4.2 Objetivos especificos

Em relacdo a caracterizacdo de mondcitos circulantes de criancas e adultos

saudaveis, os objetivos especificos foram:

e Caracterizar fenotipicamente as subpopulacdes de mondcitos (classicos,
intermediarios e ndo classicos) através da analise da expressdo de CD14,

CD16 e HLA-DR.

e Avaliar a frequéncia relativa de mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em adultos e em criancas, e correlacionar a frequéncia de cada

subpopulacao celular entre os dois grupos estudados.

e Comparar a expressdo de HLA-DR dos subtipos de mondcitos dentro das

populacdes de adultos e criancas e entre essas populacdes.

e Analisar a frequéncia e expressdo de CCR5, CD80, CD86 E PDL-1 nos
subtipos de mondcitos na populacédo adulta e infantil e comparar os mesmos

parametros entre essas duas populacdes.
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e Comparar os diferentes subgrupos de monécitos no que diz respeito a
frequéncia e expressdo das citocinas IL-6, TNF-a e IL-10 dentro das
populacbes de adultos e criancas sadias, assim como entre essas

populacoes.

Em relacdo ao estudo comparativo das subpopulacdes de mondcitos de
criancas saudaveis e criancas portadoras de dermatite atdpica (DA), os objetivos

foram:

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

subpopulacdes de mondcitos.

e Quantificar a frequéncia relativa de mondcitos classicos, intermediarios e ndo-
classicos dentro dos grupos de criancas saudaveis e criancas com DA e

comparar os subtipos celulares entre esses dois grupos populacionais.

e Comparar a expressao de HLA-DR entre os subtipos de mondcitos dentro das

populacdes estudadas e entre essas populacdes.

e Avaliar a frequéncia e expressdo de CCR5, CD80, CD86, PDL-1 em
mondcitos classicos, intermediarios e nao-classicos, comparando esses

parametros em cada grupo e entre esses.

e Avaliar mondécitos classicos, intermediarios e nao-classicos de criancas
saudaveis e criancas com DA, no tocante a frequéncia e expressao das
citocinas IL-6, TNF-a e IL-10 e comparar os subtipos de mondcitos dos dois

grupos populacionais em relacdo a esses marcadores imunologicos
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5 MATERIAL E METODO

Essa pesquisa foi realizada em duas fases. Inicialmente, foi feito um estudo
comparativo das caracteristicas funcionais das subpopulacdes de mondcitos,
expressao de moléculas de superficie e citocinas entre criancas e adultos saudaveis.
Na segunda etapa, foram analisadas subpopulacdes de monécitos de criancas
portadoras de DA, avaliando o potencial de marcadores imunolégicos e expressao
de citocinas dessas células na etiopatogénese da doenca e identificando as

diferencas existentes entre criancas com DA e criancas saudaveis.

5.1 Amostras clinicas

Na primeira etapa do estudo, coletou-se amostras de sangue de voluntarios
adultos (n=7), que foram ao Centro de Biotecnologia na UFPB e criancas saudaveis
(n=7), de 0 a 12 anos de idade, que seriam submetidas a cirurgias eletivas no Bloco
Cirargico do HULW/UFPB. Esses voluntarios foram submetidos a anamnese
detalhada para excluir doencas alérgicas e/ou inflamatérias e exame fisico
cuidadoso e os responsaveis legais das criancas responderam um questionario,
contendo ficha de identificacdo e anamnese completa da crianca, assim como

autorizacao para participacao na pesquisa.

Na segunda fase da pesquisa, amostras de sangue periférico de criancas
(n=5) com historia e sinais clinicos compativeis com DA moderada e 1 crianga com
DA grave, foram colhidas no Ambulatério de Dermatologia Pediatrica do HULW e
encaminhadas para o Laboratério de Imunologia das Doencas Infecciosas da UFPB.
Todas as amostras foram acompanhadas de ficha de identificacdo e dados de coleta

e ainda de termo de consentimento preenchido pelos responsaveis legais e
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autorizacdo para realizacdo e utilizacdo de documentacédo fotografica das lesdes

cutaneas.

Foram considerados para a participacdo na pesquisa criancas entre zero e
doze anos, que preenchiam os critérios diagnésticos de Hanifin e Rajka para DA.
Nenhum dos pacientes tinha iniciado o tratamento clinico especifico para a doenca.
Esses pacientes foram classificados, de acordo com a idade de aparecimento da
doenca em portadores de dermatite atdpica infantil (trés meses a dois anos de
idade) e dermatite atépica pré-puberal (dos trés aos doze anos), quanto a 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 parametros de extensdo e intensidade das lesdes e
sintomas subjetivos, sono e prurido, para avaliacdo da gravidade (anexo B). O valor
méaximo do escore SCORAD ¢é 103 ou 83, sem 0s sintomas subjetivos. Notas abaixo
de 25 sugerem casos leves, de 25 a 50, moderados e acima de 50, graves.
Realizamos documentacdo fotografica das lesdes cutdneas para registrar a

gravidade do quadro clinico (Figura 3).



Figura 3 - Crianga, 4 anos, portadora de DA
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Tabela 1 - SCORAD dos pacientes portadores de DA

44

Identificacdo | A=Superficie total | Eritema | Edema | Crostas | Escoriagcdo | Liquenificagdo |Xerose| B=Intensidade |Prurido| Perda de sono | C=Sinais | SCORAD | SCORAD

com eczema subjetivos 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 71 6,8 13,9 47,3 334
DA5 34 1 0 2 1 3 3 10 2,3 0,0 2,3 44,1 41,8
DAG6 50 2 1 3 3 1 2 12 10,0 10,0 20,0 72,1 52,1
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Todos os individuos que contribuiram para a realizacdo deste trabalho
participaram da pesquisa com autorizacao voluntaria de seus representantes legais,
sendo estes esclarecidos sobre a importancia do trabalho, e orientados a assinar o
termo de consentimento esclarecido (TCLE), caso concordassem com a participacéo
da crianca no estudo. Esse projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba

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

A amostra utilizada é uma amostra de conveniéncia e é baseada em estudos
anteriores que utilizaram metodologia semelhante (Keesen et al., 2011). Devido a se
tratar de um estudo de identificacdo de marcadores celulares em humanos, que
envolve pacientes, os trabalhos de pesquisa em diferentes doencas optam pela
amostragem de conveniéncia, e também por causa do alto custo da técnica

imunoldgica (citometria de fluxo) para avaliagdo das amostras.

5.2 Obtencdao de leucdcitos para ensaios bioldgicos

Aproximadamente 10 mL de sangue heparinizado de individuos saudaveis
(adultos e criancas) e pacientes identificados como portadores de DA moderada
(n=5) foram processadas. A crianca portadora de dermatite atépica grave,
classificada através da aplicacdo do SCORAD, nao foi considerada para a avaliacéo
e analise através da citometria de fluxo. Os leucocitos dessas amostras, obtidos pela
lise de hemacias (Solucdo de Lise, BD Bioscience, CA, USA),foram lavados trés
vezes com tampéo salina-fosfato (PBS), sendo centrifugados a 200 x g, 4°C, 10 min.
Os leucacitos obtidos foram entdo resuspensos em um volume de 1 mL de PBS e

utilizados para analises bioldgicas.
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5.3 Imunofluorescéncia para analise de mondcitos classicos, intermediarios e

nao-classicos expressando marcadores de superficie e intracelulares

Utilizando-se placa estéril de 96 pocos, foram adicionadas 2,5 x 10° células
em cada poco, conjuntamente com 175 pL de RPMI suplementado com L-
Glutamina. Acrescentou-se, aos pocos, 10uL de brefeldina A (1 mg/ml) nos pocos
gue receberiam anticorpos para alvos intracelulares, deixando agir por quatro horas
em estufa de CO,. A brefeldina A age sobre a estrutura do complexo de Golgi
impedindo, deste modo, que haja exportacdo de proteinas para o meio extracelular.
Ao final das quatro horas, a placa foi retirada da estufa e centrifugada por 10
minutos (200 x g, 4°C). Ap6s desprezar o sobrenadante, as células foram suspensas
por agitacdo. Em seguida, adicionou-se o0s anticorpos antimarcadores de superficie
de isotipo marcados anti-CD14, anti-CD16, anti-CCR5, anti-PDL-1, anti-CD80, anti-
CD86 e anti-HLA-DR, ja diluidos, conforme titulacdo padronizada na fase de
padronizacao dos reagentes, num volume final de 40uL. Apés adi¢do dos anticorpos,
incubou-se a placa a 4°C por 15 minutos ao abrigo da luz. Terminado o periodo de
incubacéo, as células foram lavadas adicionando 150uL de PBS gelado em cada
poco. A placa foi entdo, centrifugada durante 10 minutos (200 x g, 4°C). Ao final da
centrifugacéo, verteu-se a placa para retirar o sobrenadante e, em seguida, foi
agitada a fim de suspender as células. De posse das células ja suspensas, foi
adicionado, finalmente, 100uL de PBS e 100uL de solucédo de formaldeido 4%, para

a fixagdo por 20 minutos a temperatura ambiente.

Apoés remover a solucéo de fixagcdo por centrifugacéo e lavar as células com
150uL de PBS, procedeu-se a permeabilizacéo celular, incubando as células por 10

minutos com solucéo de saponina 0,5% a temperatura ambiente. Ao final do periodo
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de incubacéo, a placa foi centrifugada por 10 minutos (200 x g, 4°C), o sobrenadante
desprezado e a placa agitada. Em seguida, adicionou-se sobre as células, 40uL da
solucdo de anticorpos anticitocinas adequadamente diluidos em solucdo de
saponina 0,5% (anti-IL-10, anti-IL-6, anti-TNF-a). As amostras foram incubadas por
30 minutos a temperatura ambiente. Apos este periodo, as células foram lavadas,
por centrifugacdo adicionando a cada poc¢o, 150uL da solucéo de PBS. Repetiu-se
esse processo duas vezes. Finalmente, apds desprezar o sobrenadante e agitar a
placa, diluiu-se as células em 200uL de wash B. O volume final de solu¢édo contendo
as células marcadas foi transferido para tubos proprios para leitura no citbmetro de
fluxo FACSCANTO Il (Becton & Dickinson). As células foram mantidas a 4°C, ao
abrigo da luz para que as fluorescéncias ndo fossem perdidas até a leitura no

citbmetro, 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-a 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.

FITC PE PECy5 PECy7 APC
CD16 CD80 CD14 X HLA-DR
CD16 CCR5 CD14 X HLA-DR
CD16 TNF-a CD14 X HLA-DR
CD16 IL-6 CD14 X HLA-DR
X CD16 CcD14 CD274(PD1L) HLA-DR
CD16 HLADR CD14 X CD86
CD16 HLADR CD14 X IL10

5.5 Aquisicao e analise dos dados por citometria de fluxo

As preparagbes celulares marcadas com o0s anticorpos monoclonais
fluorescentes foram avaliadas em citdmetro de fluxo - FACSCANTOII (Becton &
Dickinson). Durante a aquisicdo dos dados coletou-se 50.000 eventos. Os dados

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

Inicialmente, para a identificacdo da populacao celular de interesse, utilizou-
se o perfil de tamanho e granulosidade das populacdes adquiridas e a expressao de
marcadores fenotipicos (Figura 3). A delimitacdo da regido onde se encontravam 0s
monaocitos foi feita baseando-se em conhecimento prévio da localizacdo dessas
células no grafico tamanho vs. granulosidade (Figura 3A). Em seguida, essas células
foram visualizadas no grafico CD14 vs. CD16 selecionando-se mais uma vez a
populacdo de mondcitos (Figura 3B). Consideramos como "mondcitos verdadeiros”
as células desse grupo que apresentavam positividade para a molécula MHC de
classe Il visualizada no grafico CD16 vs HLA-DR (Figura 3C). Esses ultimos foram

entdo visualizados novamente no grafico CD14 vs. CD16 e subdivididos em
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CD14'/CD16™ (mondcitos classicos), CD14"/CD16" (mondcitos intermediarios) e

CD14"/CD16" (mondcitos nao-classicos) (Figura 3D).

Figura 4. Estratégia de analise por citrometria de fluxo.
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(A) As células foram visualizadas no grafico tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC) e foi realizado um gate
amplo em torno da populagdo de mondcitos, excluindo a maioria dos debris e linfocitos. (B) Em seguida, essas
células foram visualizadas no grafico CD14 vs CD16 selecionando-se mais uma vez a popula¢do de mondcitos.
(C) Quando essa populacao selecionada foi colocada no gate CD16 vs HLA-DR, uma populacdo de células
contaminantes, "ndo-mondcitos" foi facilmente distinguida dos "mondcitos verdadeiros”. (D) Esses ultimos foram
entdo visualizados novamente no gréafico CD14 vs. CD16 e subdivididos em CD14'CD16 (mondcitos classicos),
CD14"CD16"*(mondcitos intermediarios) e CD14°CD16" (mondcitos ndo-classicos).

Uma vez identificados os subgrupos de mondcitos CD14+CD16- (mondcitos
classicos), CD14"CD16+ (mondcitos intermediarios) e CD14°"CD16+ (mondcitos

nao-classicos), procedeu-se as analises de fluorescéncia, identificando, dentro de
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cada populacdo celular os marcadores imunoldgicos de superficie (CCR5, CD80,

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

Caracterizadas as porcentagens de células positivas para cada marcador,
procedeu-se o célculo da intensidade média de fluorescéncia (MFI) para cada
molécula estudada, que indica 0 quanto a célula estd expressando determinado

marcador.

5.6 Analise estatistica

Para analise da frequéncia dos subtipos de mondcitos (classicos,
intermediarios e ndo-classicos), assim como da expressdao dos marcadores
extracelulares e citocinas (HLA-DR, CCR5, CD80, CD86, PD-1L, IL-6 e TNF-a, IL-
10) nesses subtipos celulares, dentro de cada grupo separadamente (criangas e
adultos saudaveis e criangas atopicas), foi aplicado o one-way analysis of variance
(ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Para a analise comparativa da
frequéncia das subpopulacdées de mondcitos e expressao das moléculas estudadas
entre 0s grupos de criancas e adultos saudaveis, assim como entre criancas
saudaveis e criancas doentes foi utilizado Teste t ndo pareado. Todas as anélises
foram realizadas utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5. As diferencas

estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0.05.
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6 RESULTADOS

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

objetivos especificos.

6.1 Caracterizacdo dos monécitos circulantes em adultos e criancgas

saudaveis.

O processo de polarizacdo dos mondcitos com expressdo de moléculas de
superficie e producdo de citocinas caracteriza-se por extrema plasticidade e esta
diretamente relacionado ao microambiente para o qual essas células séo recrutadas.
Considerando-se que diferencas relevantes sdo reconhecidas entre o sistema
imunologico do adulto e da criangca e que os mondcitos exercem papel fundamental
no desenvolvimento da resposta imune inata e adquirida, analisamos 0s mondcitos
de criancas e adultos saudaveis, caracterizando o0s 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 criangas, sendo 5 meninos e duas
meninas, com idade entre 2 e 8 anos, e nenhum dos voluntarios apresentava, no
momento da consulta, sinais de doencas inflamatérias, alérgicas ou infecciosas

(quadro 1)
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Quadro 1 - Caracteristicas dos voluntarios saudaveis

Individuo Adultos Criangas
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

6.1.1 Adultos e criancas saudaveis, quando comparados entre si, apresentam
frequéncia relativa dos subtipos de monoécitos semelhante, com
predominio de mondcitos classicos. Entretanto, as criancas apresentam

maior populacdo de mondcitos ndo-classicos que os adultos.

A figura 5 mostra a analise comparativa da frequéncia de mondcitos classicos,
intermediarios e ndo-classicos em adultos e criancas saudaveis. A analise revelou
uma maior quantidade de células com fenétipo classico (barra preta), seguida pelos
mondcitos nao-classicos (barra cinza) e uma menor propor¢do de mondcitos

intermediéarios (barra branca) nos dois grupos estudados.

Observamos que nédo houve diferenca significante na frequéncia de mondcitos
classicos e intermediarios comparando-se adultos e criangas, mas observa-se maior

proporcao de mondcitos ndo-classicos no grupo de criancas. (p=0,0356).
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Figura 5 - Analise comparativa da frequéncia de mondcitos classicos, intermediarios e néo-classicos
entre adultos e criangas saudaveis.
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Frequéncia relativa de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-classicos (barra
cinza) em adultos (n=7) e crian¢as saudaveis (n=7) avaliada por citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA Tukey, considerando a diferencga entre os tipos de mondcitos dentro de
cada grupo (adultos e criangas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto
aos subtipos de mondcitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenga significante de mondcitos
intermediarios e mondcitos ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela diferenca entre mondcitos
ndo-classicos e mondcitos intermediarios. O trago acima das barras representa a diferenca entre monécitos do
mesmo subtipo em grupos distintos.

6.1.2 Criancas saudaveis apresentam maior expressao de HLA-DR em
monocitos classicos, monocitos intermediarios e mondécitos néo-
classicos quando comparados aos adultos saudaveis e ha maior
expressdo de HLA-DR em mondcitos classicos e intermediérios que em

monaocitos ndo-classicos em ambos os grupos

Procedeu-se a avaliacdo da molécula de MHC de classe I, essencial para a
atividade de apresentacdo antigénica dos mondcitos. Verificou-se, na figura 6, que
mondcitos nao-classicos de adultos e criangas saudaveis apresentam menor
expressdo de HLA-DR que mondcitos classicos e intermediarios. Analisando
comparativamente os grupos de adultos e criancas, verifica-se maior expressdo em

monaocitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-classicos
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(barra cinza) de criancas do que de adultos saudaveis. A frequéncia de mondcitos
HLA-DR positivos nao foi avaliada, uma vez que se trata de molécula constitutiva
presente em todos os subtipos de mondcitos, utilizada na identificacdo dessas
células.

Figura 6 - Analise comparativa da expressao de HLADR em mondécitos classicos, intermediarios e nao-
classicos entre adultos e criangas saudaveis.

1500 . p=0,0008 .
I p<0,0001 i @ Classicos
I p=0.0001 i 3 Intermediarios
DQI: 1000+ T @ Nao-classicos
<
—
T -
L 500-
0- L]
Adultos Criancas

Expressdo de HLA-DR em mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-classicos (barra
cinza) de adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7) avaliada por citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenga entre
0s tipos de mondcitos dentro de cada grupo (adultos e criangas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar 0s
dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca
significante de mondcitos ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela diferenca entre monécitos
nao-classicos e mondcitos intermediarios O trago acima das barras representa a diferenca entre mondcitos do
mesmo subtipo em grupos distintos.

6.1.3 Adultos e criangas saudaveis apresentam maior frequéncia e expresséao
de CCR5 em mondécitos intermediarios e nao-classicos do que em

monaécitos classicos

Na figura 7A, observa-se a frequéncia de mondcitos classicos (barra preta),

intermediarios (barra branca) e nao-classicos (barra cinza) CCR5 positivos e a
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expressao (Figura 7B) dessa molécula nos subtipos celulares de adultos e criancas

saudaveis.

Figura 7 - Andlise comparativa da expressdo de CCR5 em mondcitos classicos, intermediarios e nao-
classicos em adultos e criangas saudaveis.
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O gréfico A representa o percentual de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-
classicos (barra cinza) CCR5+ nos grupos de adultos (n=7) e crian¢gas saudaveis (n=7). Em B, observa-se a
expressao de CCR5 em mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-classicos (barra
cinza) em adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A
diferenca foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey,
considerando a diferenca entre os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (adultos e criancas) e pelo teste T
ndo-pareado ao se comparar 0s dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos . Foi considerado
p<0,05. (*) representa diferenga de mondcitos intermediarios e mondcitos ndo-classicos em relacdo a mondcitos
classicos, (#) revela diferenca entre mondcitos ndo-classicos e mondcitos intermediérios.

Em (A), no grupo de adultos saudaveis, ha maior percentual de mondcitos
nao-classicos e intermediarios CCR5+, em relacdo a mondcitos classicos. No grafico
B, h4 maior expressdo de CCR5 € maior em mondcitos intermediarios, quando
comparado a mondcitos classicos e nao-classicos na populacdo adulta, enquanto,
na populacdo infantil, ocorre maior expressdo de CCR5 em mondcitos
intermediarios, comparativamente a mondcitos classicos, mas ndo em relagcédo a néo-
classicos. Nao se observou diferenca, quando se compara os subtipos de monécitos

quanto a frequéncia (A) ou MFI (B) de CCR5, entre os grupos de adultos e criangas.

6.1.4 A frequéncia e expressdo do CD80 foi maior em monocitos

intermediarios e nao-classicos de criancas e adultos saudaveis e a



56

expressdo de CD86 foi maior em mondcitos intermediarios dos dois

grupos

Analisou-se a frequéncia (A) e expressdo (B) de CD80, molécula
coestimulatoria, nos subtipos de mondcitos (Figura 8). Em (A) foi observada uma
maior porcentagem de mondcitos intermediarios (barra branca) e nao-classicos
(barra cinza) expressando CD80, em relacdo a monacitos classicos (barra preta) em
adultos, assim como em criancas saudaveis. Comparando-se 0s dois grupos,
observamos maior frequéncia de CD80 em mondcitos classicos de criancas que em
adultos. Ao considerar a média da intensidade de fluorescéncia, gréafico (B), na
populacdo adulta, observa-se maior expressdo de CD80 em mondcitos
intermediarios e nao-classicos em comparacdo a mondcitos classicos, e menor
expressao desta molécula em mondcitos ndo-classicos em relacéo a intermediarios.
Ja no grupo de criancas saudaveis, ha maior expressdo em monaocitos nao-classicos
e intermediarios, quando comparado a mondcitos classicos, mas nao ha diferenca
entre estas duas populacdes celulares. Também né&o ocorre diferenca na expresséo
da molécula entre as populac¢des de adultos e criancas.

Figura 8 - Andlise comparativa da expressdo de CD80 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em adultos e criangas saudaveis.
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Porcentagem de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e nao-classicos (barra cinza)
expressando CD80 nos grupos de adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7) (A). Em B, observa-se a expressdo
de CD80 em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7).
Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo.A diferenca foi significativa e determinada por teste One-
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Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenga entre os tipos de mondcitos dentro
de cada grupo (adultos e criangas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais
guanto aos subtipos de mondcitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de mondcitos intermediarios
e nao-classicos em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela diferenga entre mondcitos nao-classicos e
intermediarios. O trago acima das barras representa a diferenca entre monécitos do mesmo subtipo em grupos
distintos.

Avaliamos, na figura 9, a frequéncia (A) e a expresséo (B) de CD86, molécula
coestimulatéria com funcado semelhante ao CD80. Em (A), ndo ha diferenca entre os
mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e nao-classicos
(barra cinza) na populagdo adulta nem na infantil. Observa-se, entretanto, uma
menor frequéncia de mondcitos classicos de criangcas expressando CD86, quando
comparados com adultos. Quando se analisa a expresséao (Figura 9B), temos, em
ambos 0s grupos, adultos e criangas, maior expressdo de CD86 em mondcitos
intermediarios em relacdo aos classicos e, apenas no grupo de crian¢as, ha menor
expressdo em monocitos nao-classicos, quando comparados a mondcitos

intermediérios.

Figura 9 - Andlise comparativa da expressdo de CD86 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em adultos e criangas saudaveis.

A B
p=0,0429

- 80_.
< 10 @l Cléssicos
S i o
~ 804 i % [ Intermediarios
+ 604 o .
© © * 3 Néo-classicos
O 604 la)
O O 401 #
S 401 %
‘C
N 204
2 20
<}
=

0- T T 0-

, | , | L—| ]
Adultos Criancas Adultos Criangas

Em A, observamos o percentual de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-
classicos (barra cinza) CD86+ em adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7). Em B, temos a expressdo de CD86
em monacitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de adultos (n=7) e crian¢as saudaveis (n=7). Os dados
foram obtidos através de citometria de fluxo e analise pelo Flowjo. A diferenca foi significativa e determinada por
teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre os tipos de
mondécitos dentro de cada grupo (adultos e criancas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar 0os dois grupos
populacionais quanto aos subtipos de monécitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de mondcitos
intermediarios em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela diferenga entre mondcitos nao-classicos e mondcitos
intermediarios. O trago acima das barras representa a diferenga entre monécitos do mesmo subtipo em grupos
distintos.
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6.1.5 O percentual de monocitos expressando PDL-1 em subtipos de
monocitos é semelhante em adultos e criancgas, entretanto, ha maior

expressdo dessa molécula em monaocitos classicos de criancas

Ao realizarmos a andlise comparativa da frequéncia dessa molécula (Figura
10A) entre os dois grupos (adultos e criancas), ndo observamos diferenca
significante entre as populacbes de mondcitos estudadas. No grupo de criancas,
visualizamos maior percentual de mondcitos intermediarios expressando PDL-1 em
comparacao a mondcitos classicos e nao-classicos. Na figura 10B, considerando a
populacdo adulta, evidencia-se maior expressdo de PDL-1 nos mondcitos
intermediarios comparativamente a monaocitos classicos e nao-classicos. Avaliando-
se 0 grupo de criancas, ndo ha diferenca entre as populacbes de mondcitos
analisadas. Constata-se, ainda, ao se comparar 0s grupos de adultos e criancas,
maior expressado de PDL1 em mondcitos classicos de criancas que no mesmo grupo
celular em adultos.

Figura 10 - Analise comparativa da expressdo de PDL1 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em adultos e criangas saudaveis.
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Em A, percentual de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-classicos (barra
cinza) expressando PDL1 em adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7). Em B, observa-se a expressao de PDL1
em mondcitos classicos, mondcitos intermediarios e mondcitos ndo-classicos de adultos (n=7) e criancas
saudaveis (n=7). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferencga entre
0s tipos de mondcitos dentro de cada grupo (adultos e criangas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar 0s
dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenga
de mondcitos intermediarios em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela diferenca entre mondcitos nao-
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classicos e mondcitos intermediarios. O trago acima das barras representa a diferenga entre monécitos do
mesmo subtipo em grupos distintos.

6.1.6 Mondcitos intermediarios e nao-classicos de adultos e criancas
saudaveis apresentam maior atividade inflamatoria que mondcitos

classicos ao se avaliar a frequéncia e expresséao de IL-6 e TNF-a.

Uma vez caracterizadas as moléculas de superficie, prosseguiu-se com a
analise das citocinas produzidas por cada grupo de mondcitos nos individuos

adultos e nas criangas.

Na figura 11A, evidenciamos tanto no grupo de adultos como no de criancas
saudaveis, maior percentual de mondcitos intermediarios e nao-classicos
expressando IL6, citocina de carater inflamatério. Nao houve diferenca entre a
populagdo adulta e a infantil. Considerando-se a média de intensidade de
fluorescéncia (Figura 11B) dessa molécula, observa-se, na populacdo adulta, maior
expressdo de IL6 em mondcitos intermediarios e nao-classicos, em relagdo a
mondcitos classicos, enquanto no grupo de criangas, apenas mondcitos
intermediarios apresenta-se com maior expressdo em comparacdo a mondcitos
classicos. Nao ha diferenca estatisticamente significante entre os grupos de adultos

e criancas para MIF de IL6.

Figura 11 - Analise comparativa da expressdo de IL6 em mondcitos classicos, intermediérios e néo-
classicos em adultos e criangas saudaveis.
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Em A, percentual de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e nao-classicos (barra
cinza) expressando IL6 em adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7). No gréafico B, observamos a expresséo de
IL6 em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de adultos (n=7) e criancas saudaveis (n=7) Os
dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenga foi significativa e determinada por teste One-Way
ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre os tipos de mondcitos dentro de
cada grupo (adultos e criancas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto
aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de mondcitos intermediarios e
mondcitos ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos.

Prosseguindo com a investigacdo da atividade inflamatéria dos subtipos de
mondcitos, estudamos a producdo de TNFa por essas células. Na figura 12A,
identifica-se, tanto em adultos quanto em criancas saudaveis, quando comparado a
mondcitos classicos, maior percentual de mondcitos intermediarios e nao-classicos
expressando TNFa. Observamos também, maior frequéncia de TNFa em mondcitos
classicos de criangcas que em mondcitos classicos de adultos. Dando seguimento,
temos, na Figura 12B, maior expressdo de TNFa em mondcitos intermediarios e
nao-classicos que em mondcitos classicos na populagdo adulta, mas néao
evidenciamos diferenca desse pardmetro entre os subtipos de mondcitos de
criancas saudaveis. Ao fazermos a andlise comparativa entre a popula¢cédo adulta e

infantil quanto & MFI, identificamos maior expressdo de TNFa nos mondcitos

classicos de criancas que nos mondcitos classicos de adultos.

Figura 12 - Analise comparativa da expressdo de TNFa em mondcitos classicos, intermediarios e nao-
classicos em adultos e criangas saudaveis.
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Na figura A, temos o percentual de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-
classicos (barra cinza)expressando TNFa em adultos (n=7) e criangas saudaveis (n=7). Em B, a expressao de
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TNFa em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de adultos (n=7) e criangas saudaveis (n=7). Os
dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenga foi significativa e determinada por teste One-Way
ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre os tipos de mondcitos dentro de
cada grupo (adultos e criangas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto
aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenga de mondcitos intermediarios e
mondcitos ndo-classicos em relacdo a mondcitos classicos. O traco acima das barras representa a diferenca
entre mondcitos do mesmo subtipo em grupos distintos.

6.1.7 Ha maior percentual de mondcitos intermediarios e ndao-classicos

expressando IL-10 que monaocitos classicos.

Com o objetivo de investigar a funcdo regulatoria, de controle de resposta
imune e de estimulo ao processo de reparacao tecidual pelos mondcitos, analisamos
a producéo de IL10 por essas células. Evidenciamos maior frequéncia mondcitos
intermediarios e ndo-classicos expressando IL-10, quando comparados a mondcitos
classicos tanto no grupo de adultos quanto no grupo de crian¢as saudaveis (Figura
13A). Nao houve diferenca entre os dois grupos estudados. Em (B), avaliamos a
expressdo de IL10 e n&o foi observada diferenca significante entre os subtipos de
mondcitos dentro de cada grupo separadamente, assim como nao observamos

diferenca ao comparar mondcitos entre as popula¢des adulta e infantil.

Figura 13 - Analise comparativa da expressdo de IL10 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em adultos e criangas saudaveis.
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O gréfico A representa o percentual de a mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-
classicos (barra cinza) produtores de IL-10 nos grupos de adultos (n=7) e crian¢as saudaveis (n=7). No grafico B,
temos a expressao de IL10 em mondcitos classicos, intermediarios e nao-classicos de adultos (n=7) e criangcas
saudaveis (n=7). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenga entre
os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criangas) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois
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grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de
mondcitos intermediarios e mondcitos ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos.

A tabela 3 representa o resumo dos resultados encontrados ao se avaliar a
frequéncia e expressdo das moléculas de superficie e citocinas nos grupos de

adultos e criancas saudaveis.



Tabela 3 - Frequéncia e expressao de moléculas de superficie e citocinas em adultos e criangas saudaveis
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Adultos saudaveis

Criancas saudaveis

mondcitos classicos

mondcitos intermediarios

mondcitos ndo-classicos

mondcitos classicos

mondcitos intermediarios

mondcitos ndo-classicos

% Mondécitos

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+ 11,40 = 79,30 + 73,81 + 68,44 + 48,50 + 491 + 10,55 + 58,16 + 83,98 + 90,24 50,48 +
1,74 1,91 15,8 24,62 27,14 5,89 2,51 7,06 32,89 68,55 5,82 23,29
cD80 33= 11,20 = 70,26 61,71 66,14 + 42,50 7,55 * 10,55 + 56,46 + 61,44 = 65,98 = 51,50 +
0,85 1,59 23,82 13,38 30,10 2,71 3,65 6,60 23,36 22,74 22,40 20,48
cD86 80,64 + 27,36 + 81,84 + 50,98 + 69,91 + 34,18 + 69,31 + 24,06 * 85,28 + 47,21 + 68,17 33,68 +
2,27 2,86 16,37 24,78 20,60 11,04 13,04 4,31 14,50 13,75 23,70 7,25
PDL1 60,20 + 46,04 + 91,16 + 147,00 £ 64,31 + 84,90 + 74,22 + 57,47 94,76 + 223,07 = 62,61 + 71,68 +
30,36 7,51 15,16 70,37 20,56 14,39 8,09 10,18 541 236,77 15,79 19,59
IL6 10,43 = 22,91 + 54,20 + 52,36 + 59,97 + 44,68 + 13,95+ 33,76 + 56,41 + 70,53 = 52,20 + 58,11 +
3,62 5,93 15,23 15,73 27,09 7,44 3,91 16,43 18,98 35,68 24,18 23,62
TNFa 4,55+ 15,21 + 63,27 + 52,50 + 71,47 + 41,66 + 11,26 + 28,96 * 75,94 + 75,17 88,71 55,56 +
1,85 2,80 16,94 12,43 24,01 5,28 4,98 15,58 21,32 58,14 4,57 29,43
IL10 5,80 + 64,97 + 57,40 + 183,48 + 64,43 + 100,86 + 6,96 + 74,44 + 63,30 + 292,03 £ 56,62 + 107,86 +
2,90 28,51 22,79 188,47 10,35 31,91 3,29 51,43 31,62 454,67 36,21 50,41
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6.2 Andlise do perfil monocitario de criancas saudaveis e criangas portadoras

de dermatite atopica:

Considerando que a dermatite atdpica é uma doenca inflamatoria cronica, na
qual estédo envolvidos complexos mecanismos imunoldgicos. Nosso grupo investigou
o perfil de mondcitos envolvidos na etiopatogénese dessa doenca. Para essa
analise, realizamos estudo comparativo entre mondcitos de criancas saudaveis e
criancas portadoras de DA. Nossa amostra foi composta por 6 criancas, 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 lesdes cutaneas
apresentavam caracteristicas predominantemente subagudas. Todas as criancas,
exceto uma, apresentavam complicacbes decorrentes da doenca (Quadro 2).
Apenas uma crian¢a avaliada clinicamente, por meio da aplicacdo do SCORAD,
apresentava DA grave e portanto ndo foi considerada para a analise dos dados de
citometria. As demais, eram portadoras de DA moderada. Analisamos a expressao
das mesmas moléculas de superficie e citocinas utilizadas na primeira fase do nosso

estudo, onde foram comparados adultos e criancas saudaveis



Quadro 2 - Caracteristicas dos pacientes com DA
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Idade Antecedentes Antecedentes
Identificagéo Sexo Tempo de doenca Complicacdes Tipo de lesado
(anos) pessoais de atopia familiares de atopia
DAl masculino 3 Menos de 6 meses Sim Sim Disturbios do sono Crostas e liguenificagdo
DA2 feminino 2 Menos de 6 meses Né&o Sim Né&o Crostas e liquenificacéo
DA3 masculino 7 Entre 6 meses e 3 anos Sim Sim Disturbios do sono Crostas e liguenificagdo
DA4 feminino 1 Entre 6 meses e 3 anos N&o Sim Distdrbios do sono Liquenificagéo
DAS feminino 8 Entre 3 e 6 anos Sim Sim Ansiedade Crostas
Disturbios psicolégico, do
DA6 masculino 4 Entre 3 e 6 anos Sim Sim sono e infeccdes Exudacao e crostas

recorrentes
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Comparando os dois grupos estudados, observamos que ha mais individuos

do sexo masculino no grupo de criancas saudaveis, ao se comparar com o grupo de

criancas portadoras de DA e a média de idade dos individuos nos dois grupos foi em

torno de 4 anos (Quadro 3).

Quadro 3 - Caracteristicas das criangas saudaveis e portadoras de DA

Individuo

Criancas saudaveis

Criancas at6picas

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

masculino

masculino

6.2.1 Criancas saudaveis e criancas portadoras de dermatite atépica, quando

comparadas entre si, apresentam frequéncia dos subtipos de mondécitos

semelhante, com predominio de mondcitos classicos

Na figura 14 podemos observar a frequéncia de mondcitos classicos (barra

preta), intermediarios (barra branca) e n&o-classicos (barra cinza) em criancas

saudaveis e em criancas portadoras de DA. Verificamos, no grupo de criangas

saudaveis, uma menor propor¢cdo de mondcitos intermediarios e ndo-classicos em

relacdo a mondcitos classicos, assim como maior frequéncia de mondcitos néo-

classicos, quando comparados a mondcitos intermediarios. J& no grupo de criancas

com DA, temos menor frequéncia de mondcitos intermediarios e nao-classicos em
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comparacdo a mondocitos classicos, porem ndo ha diferenca estatisticamente
significante quando se compara mondcitos intermediarios com néo-classicos. Ao
compararmos entre os diferentes grupos nao foram observadas diferencas entre os

subtipos de mondcitos.

Figura 14 - Analise comparativa da frequéncia de mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos em
criangas saudaveis e criangas portadoras de DA.
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Frequéncia relativa de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-classicos (barra
cinza) em criancas saudaveis (n=7) e criancas portadoras de dermatite atépica (n=5). Os dados foram obtidos
através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido
pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre os tipos de mondcitos dentro de cada grupo
(criangas saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar 0s dois grupos populacionais quanto
aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de mondcitos intermediarios e ndo-
classicos em relacéo a mondcitos classicos, (#) revela diferenca entre mondcitos ndo-classicos e intermediarios.

6.2.2 Criancas portadoras de DA apresentam diferenca significativa de

expressdo de HLA-DR quando comparadas ao grupo controle.

Avaliando a MFI de HLA-DR (Figura 15) em criangas sadias e criangas com
DA, observamos que, nos dois grupos ha menor expressdo de HLA-DR nos
mondcitos ndo-classicos em relacdo aos classicos e intermediarios. E, ao
compararmos 0S grupos entre si, verificamos maior expressdao de HLA-DR em
mondcitos classicos, intermediarios e ndo-cldssicos de criancas portadoras de

dermatite atdépica que nos mesmos subtipos celulares de criancas sadias.
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Figura 15 - Analise comparativa da expressdo do HLA-DR em mondcitos classicos, intermediarios e nao-
classicos em criancgas saudaveis e criangas portadoras de DA.

. p=0,0074 .
2000 , p=0,0143 , '
} p=0,0008 i T @l Classicos
3 Intermediarios
X 1500 L
D. B Nao-classicos
5 T
T 1000+ *H
L
= ii;
5004
O' T T
Criancas saudaveis DA

Expressédo de HLA-DR em mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-classicos (barra
cinza) analisada nos grupos de criangas saudaveis (n=7) e doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de
citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste
post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre 0s tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criancas
saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar 0s dois grupos populacionais quanto aos
subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca entre mondcitos ndo-classicos e
cléssicos.

6.2.3 Criancas portadoras de DA apresentam menor percentual de mondécitos
ndo-classicos CCR5 positivos, quando comparadas as criangas

saudaveis

Analisou-se a frequéncia (Figura 16A) de mondcitos classicos, intermediarios
e nao-classicos CCR5+, e a expressao (Figura 16B) dessa molécula nos subtipos
celulares de criancas saudaveis e criangcas com DA. Observamos (Figura 16A), no
grupo de criancas saudaveis menor frequéncia de monacitos classicos expressando
CCRS5, quando comparado a intermediarios e nao-classicos, e maior percentual de
monocitos nao-classicos CCR5+, em relacdo aos mondcitos intermediarios . Ao
passo que no grupo de criangas com DA identificamos menor proporcdo de
monaocitos classicos expressando esta molécula, em relacéo a intermediarios e ndo-

classicos. Mas nao constatamos diferenca significante entre mondcitos



69

intermediarios e ndo-classicos. Na analise comparativa da expressao (Figura 16B)
tanto no grupo controle, quanto no grupo de criancas acometidas por DA, apenas
evidenciamos maior expressdo de CCR5 em mondcitos intermediarios em relacéo a
monocitos classicos. Ndo houve diferenca na frequéncia de expressdo dessa

molécula entre o grupo sadio e o grupo doente.

Figura 16 - Analise comparativa da expressdo de CCR5 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em criancas saudaveis e criangas portadoras de DA.
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No gréafico A, observamos a frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-
classicos (barra cinza) CCR5 positivos nos grupos de criangas saudaveis (n=7) e criangas com DA (n=5). Em B,
observa-se a expressao de CCR5 em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos em criancas saudaveis
(n=7) e doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenga foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenga entre
os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criangas saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se
comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*)
representa diferenca de mondcitos intermediarios e ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela
diferenca entre mondcitos ndo-classicos e intermediarios. O traco acima das barras representa a diferenca entre
monacitos do mesmo subtipo em grupos distintos.

6.2.4 A expressdo das moléculas de CD80 e CD86 em mondcitos classicos de
criancas portadoras de DA foi significativamente maior que no grupo de

criancas saudéaveis

Ao caracterizar a frequéncia da molécula coestimulatéria CD80 (Figura 17A)
no grupo de criancas saudaveis e doentes encontramos maior propor¢do de
monaocitos intermediarios e nao-classicos expressando CD80, que mondcitos

cladssicos em ambos os grupos. Ndo detectamos diferenca na porcentagem
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monocitos CD80+ entre as populacdes de criancas saudaveis e portadoras de DA.
Na figura 17B, temos maior expressao de CD80 em mondcitos intermediarios e ndo-
classicos, comparativamente a mondcitos classicos no grupo controle. Ha maior
expressdo de CD80 em mondcitos classicos de criancas com DA que na mesma

populacdo celular em criancas saudaveis.

Figura 17 - Analise comparativa da expressdo de CD80 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos em criangas saudéaveis e criancas portadoras de DA.
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Em A, frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-classicos (barra
cinza) CD80 positivos nos grupos de criancas saudaveis (n=7) e criangas com DA (n=5). O gréfico B representa
a expressdo de CD80 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-classicos de criangas saudaveis (n=7) e
criancas doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre
os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criangas saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se
comparar os dois grupos quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de
mondcitos intermediarios e ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos. O trago acima das barras representa
a diferenca entre mondcitos do mesmo subtipo em grupos distintos.

Na figura 18A, ndo observa-se diferenca entre os mondcitos classicos,
intermediarios e nao-classicos quanto a porcentagem de células CD86 + dentro de
cada grupo separadamente (controle e criangas com DA). Entretanto, notamos maior
frequéncia de mondcitos classicos e ndo-classicos de criancas sadias expressando
CD86 que de criancas doentes, ao compararmos o0s dois grupos. Avaliando a MFI
(B), percebemos maior expressao de CD86 em mondcitos intermediarios em relacao
a monaocitos classicos e ndo-classicos no grupo de criangas saudaveis. Ja na

populacdo de criancas portadoras de DA, temos menor expressdo de CD86 em
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monaocitos intermediarios e nao-classicos em comparacdo a mondcitos classicos.
Encontramos, ao realizar analise comparativa entre o0 grupo sadio e o grupo de
doentes, maior expressdo de CD86 em mondcitos classicos de criancas com DA do
gue em criancas saudaveis, e menor expressao em monacitos intermediarios e nao-

classicos de criancas doentes do que no grupo saudavel.

Figura 18 - Analise comparativa da expressdo de CD86 em mondcitos classicos, intermediarios e néo-
classicos de criangas saudaveis e criangas portadoras de DA.
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No gréfico A esté representada a frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e
ndo-classicos (barra cinza) CD86 positivos nos grupos de criancas saudaveis (n=7) e criangas portadoras de DA
(n=5). Em B, a expressdo de CD86 em mondcitos classicos, intermediarios e nédo-classicos de criangas
saudaveis (n=7) e criancas atopicas (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo e analise pelo
Flowjo. A diferenca foi significativa e determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de
Tukey, considerando a diferenca entre os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criangas saudaveis e
doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de
monacitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferengca de mondcitos intermediarios e ndo-classicos em
relagdo a monacitos classicos, (#) revela diferenga entre mondcitos nao-classicos e intermediarios. O traco acima
das barras representa a diferenca entre monécitos do mesmo subtipo em grupos distintos

6.2.5 Ha maior porcentagem de mondécitos classicos expressando PDL1 em

criancas atopicas que no grupo de criancas saudaveis

Ao avaliarmos a frequéncia de PDL1 (Figura 19A), nossos dados
demonstraram maior propor¢do de mondcitos intermediarios do que classicos e ndo-
classicos expressando esta molécula no grupo de criancas saudaveis, enquanto no
grupo de criangas atopicas, observa-se mais mondcitos classicos e intermediarios
PDL1 positivos, em relacdo aos ndo-classicos. Nao houve diferenca apds andlise

comparativa entre os grupos de doentes e sadios. Na figura 19B, ndo se evidencia
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diferenca de expresséo de PDL1 entre os subtipos de mondcitos, quando se avalia o
grupo de criancas sadias, entretanto, no grupo de criancas portadoras de DA ha
aumento de expressdo de PDL1 em mondcitos intermediarios, quando relacionado a
monaocitos classicos e nao-classicos. Ao compararmos criancas saudaveis e
criancas portadoras de DA, percebemos maior expressdao de PDL1 em mondcitos

classicos de criangas atopicas.

Figura 19 - Andlise comparativa da expressédo de PD1L em mondcitos cléssicos, intermediarios e nédo-
classicos em criangas saudaveis e criangas portadoras de DA.
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O gréfico A representa a frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e ndo-
classicos (barra cinza) PDL1 positivos no grupo de criangas saudaveis (n=7) e criangcas com DA (n=5). Em B,
temos a expressdo de PD1L em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de criancas saudaveis (n=7)
e atdpicas (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenga entre
os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criangas saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se
comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (¥)
representa diferenca de mondcitos intermediarios e ndo-classicos em relagdo a mondécitos classicos, (#) revela
diferenca entre mondcitos ndo-classicos e intermediarios. O traco acima das barras representa a diferenca entre
mondécitos do mesmo subtipo em grupos distintos.

6.2.6 Mondcitos classicos e intermediarios de criancas portadoras de DA
apresentam maior atividade inflamatéria que os mesmos monocitos de

criancas saudaveis ao se avaliar a expressao de IL-6 e TNF-a.

Na figura 20A, no grupo controle observou-se maior porcentagem de
monaocitos intermediarios e nao-classicos expressando IL-6, em relagcdo aos
classicos. Ja no grupo de criancas portadoras de DA, ocorreu menor porcentagem
de mondcitos nao-classicos expressando IL-6, quando comparado a intermediarios,

mas ndo mas nao em relacdo aos classicos e nem entre intermediarios e classicos.
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Analisando as diferencas entre os dois grupos (criancas saudaveis e doentes),
detectou-se menos monaocitos nao-classicos expressando a citocina no grupo de
criancas atopicas, ndo sendo identificadas outras diferencas estatisticamente
significantes. Na figura 20B, notamos, no grupo de criancas sadias, maior expressao
de IL6 em mondcitos intermediarios em relacao a classicos, e nenhuma diferenca de
expressao entre os subgrupos de mondcitos na populacdo de criancas doentes.
Houve maior expressdo de IL6 em mondcitos classicos e intermediarios no grupo de

portadores de DA, quando comparados ao grupo de criangas saudaveis.

Figura 20 - Analise comparativa da expressdo de IL6 em mondécitos classicos, intermediérios e néo-
classicos em criancas saudaveis e criangas portadoras de DA.
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Em A, a frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-classicos (barra
cinza) IL-6 positivos em criancas saudaveis (n=7) e criancas portadoras de DA (n=5). O grafico B mostra a
expressao de IL6 em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de criangas saudaveis (n=7) e atépicas
(n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e determinada por teste
One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenca entre os tipos de mondcitos
dentro de cada grupo (criancas saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar os dois grupos
populacionais quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca de mondcitos
intermediarios e ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos, (#) revela diferenca entre mondcitos néao-
classicos e intermediarios. O trago acima das barras representa a diferenga entre monécitos do mesmo subtipo
em grupos distintos.

Na figura 21A, evidenciamos no grupo controle, maior frequéncia de
mondcitos intermediarios e néo-classicos expressando TNFa em comparagcdo a
mondcitos classicos. Nao houve diferenca entre os mondcitos do grupo de criancas
doentes. Comparando os dois grupos, observamos maior porcentagem de

mondcitos classicos de criancas portadoras de DA produzindo TNFa que mondcitos
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classicos de criancas saudaveis, e menor porcentagem de mondcitos ndo-classicos
de criancas doentes produzindo a citocina em relacdo ao grupo saudavel.
Considerando-se a MFI (Figura 21B) dessa citocina, ndo detectamos diferenca entre
0s grupos de mondcitos comparados dentro de cada populacdo isoladamente
(criancas sadias e criancas doentes). Na andlise comparativa entre esses dois
grupos observa-se maior expressdo de TNFa em mondcitos classicos de doentes do

que em mondcitos classicos de criangas saudaveis.

Figura 21 - Andlise comparativa da expressdo de TNFa em mondécitos cléassicos, intermediarios e néo-
classicos em criangas saudaveis e criangas portadoras de DA.
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Frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-classicos (barra cinza)
expressando TNFa em criangas saudaveis (n=7) e criangas com DA (n=5) representada em A. No grafico B,
temos a expressdo de TNFa em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de criangas saudaveis (n=7)
e atopicas (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi significativa e
determinada por teste One-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey, considerando a diferenga entre
os tipos de mondcitos dentro de cada grupo (criancas sadias e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se
comparar os dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos. Foi considerado p<0,05. (*)
representa diferengca de mondcitos intermediarios e ndo-classicos em relagdo a mondcitos classicos. O trago
acima das barras representa a diferenca entre mondcitos do mesmo subtipo em grupos distintos.

6.2.7 Criancas portadoras de DA nao apresentam diferenca de expressao de

IL-10 entre os subtipos de mondcitos

Por fim, analisamos a producédo de IL10 por essas células. Evidenciamos na
figura 22A maior porcentagem de monécitos intermediarios e nao-classicos
expressando IL-10, quando comparados a mondcitos classicos no grupo controle,

mas ndo observamos diferenca na populacéo de criancas portadoras de DA. Nao



75

houve diferenca entre os dois grupos estudados (criancas saudaveis e doentes). Em
(B), avaliamos a média de intensidade de fluorescéncia de IL10 e n&o foi observada
diferenca significante entre os subtipos de mondcitos dentro de cada grupo

separadamente, nem ao se comparar mondcitos entre a populagdo sadia e doente.

Figura 22 - Analise comparativa da expressao de IL10 em monécitos classicos, intermediarios e nao-
classicos em criangas saudéaveis e criancas portadoras de DA.
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No grafico A, temos a frequéncia de mondcitos classicos (barra preta), intermediarios (barra branca) e néo-
classicos (barra cinza) expressando IL10 em criancas saudaveis (n=7) e em criancas portadoras de DA (n=5).
Em B, observa-se a expressdo de IL10 em mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos de criancas
saudaveis (n=7) e doentes (n=5). Os dados foram obtidos através de citometria de fluxo. A diferenca foi
significativa e determinada por teste One-Way ANOVA Tukey, considerando a diferenga entre os tipos de
mondécitos dentro de cada grupo (criangas saudaveis e doentes) e pelo teste T ndo-pareado ao se comparar 0s
dois grupos populacionais quanto aos subtipos de mondcitos . Foi considerado p<0,05. (*) representa diferenca
de mondcitos intermediarios e nao-classicos em relacdo a mondcitos classicos. O trago acima das barras
representa a diferenca entre mondcitos do mesmo subtipo em grupos distintos.

A tabela 4 representa o resumo dos resultados encontrados ao se avaliar a
expressao das moléculas de superficie e citocinas nos grupos de criancas saudaveis

e criancas portadoras de dermatite atdpica.



Tabela 4 - Expresséo de moléculas de superficie e citocinas em criangas saudaveis e criancas portadoras de DA
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Criancas saudaveis Criancas com DA
mondcitos classicos mondcitos intermediarios | monécitos ndo-classicos mondcitos classicos mondcitos intermediarios | mondécitos nado-classicos
O,A) . 83,74 £ 5,47 2,36 +1,18 13,52 £+ 4,57 68,01 + 27,58 401+1,79 15,78 + 6,75
Mondcitos
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

10,55 58,16 + 83,98 + 90,24 + 50,48 + 17,14 + 69,28 + 81,52 + 61,18 + 39,8+
CCRS 149122511 "706 32,89 68,55 5,82 2329 |279%338| g4 20,48 33,14 21,65 18,35
cD80 755+365 10,55 + 56,46 + 61,44 + 65,98 + 515+ 15,13 + 24,88 + 77,4 + 139,5 + 60,92 + 55,56 +
e 6,60 23,36 22,74 22,40 20,48 13,92 10,95 15,42 126,17 29,80 24,56

cD86 69,31 + 24,06 + 85,28 + 47,21 + 68,17 + 33,68 + 31,66 + 84,00 + 81,00 + 295+ 125 31,56 + 13,06 +
13,04 4,31 14,50 13,75 23,70 7,25 11,43 13,80 70,26 e 9,11 12,80

PDL1 74,22 + 57,47 + 94,76 + 223,07 £ 62,61 + 71,68 + 80,36 + 84,2 + 83,12 + 249,3 + 43,08 + 64,62 +
8,09 10,18 5,41 236,77 15,79 19,59 17,47 28,75 17,12 154,61 22,32 20,53

IL6 13,95 + 33,76 56,41 + 70,53 + 52,2 + 58,11 + 30,86 + 148,38 + 46,71 + 166,82 + 10,06 + 91,04 +
3,91 16,43 18,98 35,68 24,18 23,62 25,09 93,40 21,76 41,55 7,30 41,23

TNFa 11,26 + 28,96 + 75,94 + 75,17 + 88,71 + 55,56 + 32,82 + 96,00 + 69,6 + 117,44 + 42,12 + 100,56 +
4,98 15,58 21,32 58,14 457 29,43 20,00 58,60 27,76 24,86 23,43 49,17

IL10 6.96 + 3.29 74,44 + 63,3 292,03 + 56,62 + 107,86 + 20,31 + 87,68 + 28,88 + 56,36 + 39,33 + 59,24 +
e 51,43 31,62 454,67 36,21 50,41 27,12 36,06 21,30 23,89 32,79 14,67
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7 Discussao

Sao conhecidas diferencas relevantes entre a resposta imune do adulto e da
crianga, tanto em condic¢des fisiologicas (SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL,
2015), quanto em doencas virais e respostas a vacinas (RITZ et al., 2012;
MUENCHHOFF, PRENDERGAST e GOULDER, 2014). Considerando o papel
fundamental dos mondcitos no desenvolvimento da resposta imune inata e
adquirida, a caracterizacao funcional e fenotipica dos subtipos dessas células em
adultos e criancas saudaveis é fundamental para um melhor entendimento de
processos fisiopatologicos em diversas enfermidades. Nosso trabalho permitiu a
andlise ndo apenas da frequéncia relativa dessas células, mas também do seu grau
de ativacdo em adultos e criancas saudaveis, e comparacdo, inédita na literatura,

deste perfil entre criancas saudaveis e criancas portadoras de dermatite atépica.

Nossos resultados corroboram dados da literatura, nos quais € estabelecido
gue mondcitos classicos contribuem com cerca de 80% a 90% do total de mondcitos
circulantes, enquanto os demais subtipos compdem os 10% a 20% restantes
(ABELES et al., 2012; MUKHERJEE et al., 2015). Comparando os subtipos de
monaocitos entre 0s grupos de adultos e criancas saudaveis, foi identificada maior
frequéncia de mondcitos nédo-classicos em criancas que em adultos saudaveis.
Considerando as funcdes de "patrulhamento”, resposta a infec¢des virais e produgao
de citocinas inflamatérias deste subtipo de mondcitos (ABELES et al.,, 2012;
ITALIANI e BORASCHI, 2014; MUKHERJEE et al., 2015), a maior populacédo de
mondcitos ndo-classicos em criancas sadias pode estar associada a maior ativacédo
imunologica observada nessa faixa etaria quando comparadas aos adultos

saudaveis (SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 2015).
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Ao analisarmos a média de intensidade de fluorescéncia de HLA-DR,
observamos expressao significativamente aumentada dessa molécula em mondcitos
classicos, intermediarios e ndo-classicos de criancas saudaveis, quando
comparadas a populacéo adulta. E provavel que esse dado seja uma evidéncia do
estado de ativacdo imunoldgica inerente a criangca nos primeiros anos de vida
(SIMON, HOLLANDER e McMICHAEL, 2015), quando ocorre geracdo de repertorio
imunologico, ou seja, a medida que a criangca € exposta aos antigenos ambientais,
sdo gerados linfocitos T de memoria especificos para cada novo antigeno
apresentado (McDADE, 2003). Além disso, pudemos observar maior expressao
desta molécula em mondcitos classicos e intermediarios em adultos e criancas
saudaveis em relacdo aos mondcitos ndo-classicos, evidenciando a participacéo
destes subtipos celulares no processo de apresentacdo antigénica (ABELES et al.,
2012; FLEMING e MOSSER, 2011; MUKHERJEE et al., 2015). A molécula de MHC
de classe Il HLA-DR esta expressa em todos 0s mondcitos e esta relacionada a sua
funcdo de apresentacdo de antigenos as células T CD4+. Ha relatos na literatura de
diminuicdo da expressdo de HLA-DR nos mondcitos em condi¢des de inflamacao ou

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

No nosso estudo, a analise do receptor de quimiocina CCR5 evidenciou maior
porcentagem de mondcitos intermediarios e nédo-classicos CCR5+, quando
comparados a mondocitos classicos, tanto em adultos quanto em criancas sadias.
Entretanto, no grupo de adultos, ndo houve diferenga percentual entre os mondcitos
intermediarios e nao-classicos CCR5+, ha apenas maior expressédo desta molécula
em monaocitos intermediarios, em relacdo a mondcitos classicos e monaocitos néo-
classicos. A maior expressédo da molécula de CCR5 em mondcitos intermediarios é

descrita na literatura, permitindo seu uso como marcador adicional na caracterizagcao
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fenotipica deste subtipo de mondcito (WONG et al., 2011; ABELES et al., 2012). Na
populacdo de criancas saudaveis, notamos maior porcentagem de mondcitos nao-
classicos CCR5+, que nos demais subtipos. Apesar de maior numero de mondcitos
nao-classicos CCR5 +, essa molécula permanece como um bom marcador adicional
para mondcitos intermediarios, uma vez que sua expressao permanece mais alta
nesse subtipo em comparacdo com os outros, pela analise da MFI. (ABELES et al.,

2012).

Avaliando a expressdo das moléculas de superficie coestimulatérias CD80
(B7-1) e CD86 (B7-2), observamos que h& maior porcentagem de mondcitos
intermediarios e ndo-classicos CD80+ que mondcitos classicos, enquanto mondcitos
intermediarios apresentam maior expressdo de CD86 que mondcitos classicos em
adultos e que mondcitos classicos e ndo-classicos em criangas. Esse dado esta 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 sistémico. Todavia, estudos anteriores, consideram 0s mondcitos
intermediarios e mondcitos ndo-classicos como essencialmente envolvidos na
imunorregulacdo, reparacdo tecidual e progressao tumoral. (DERLINDATI et al.,
2015). Utilizamos na nossa metodologia sangue total, mimetizando as condi¢cbes
fisiologicas, e acreditamos que essas discrepancias ocorrem em decorréncia do
processo de purificagdo das células mononucleares fagocitarias, utilizado em outros
trabalhos, uma vez que durante o processo de purificacdo dos mondcitos com Ficol
(CMSP) ocorrem alteragbes nas moléculas de superficie CD16, CD80, CD86,
modificando o estado de ativacdo dos subtipos de mondcitos e levando a
interpretacbes equivocadas, possibilidade sugerida por outros investigadores

(MUKHERJEE et al.,, 2015). Além disso, h4 maior porcentagem de mondcitos
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classicos de criancas sadias expressando CD80 e menor porcentagem CD86+, que
monaocitos classicos de adultos. Apesar de ambas as moléculas apresentarem efeito
estimulatério ou inibitério, o CD86 tem, primordialmente, atividade estimulatéria, ao
passo que o CD80 apresenta, principalmente efeito inibitério (SAID et al., 2016).
Nossos achados evidenciam maior participagcdo de mondcitos intermediarios e nao-
classicos na co-estimulacdo em individuos saudaveis e podemos sugerir maior
envolvimento da molécula de CD80 neste processo. Entretanto, estudos mais
aprofundados na area se fazem necessarios para melhor compreenséo a cerca do
papel desse receptor em diferentes faixas etarias, uma vez que ha diminuicdo de
percentual de mondcitos classicos CD86+ e aumento de mondcitos classicos CD80+

em criangas saudaveis em relagcdo aos adultos.

Verificamos, no nosso estudo, que criancas saudaveis apresentam maior
porcentagem de mondcitos intermediarios PDL1+ que ndo-classicos e classicos,
mas quando se avalia a expressdo, essa mesma diferenca sé € significativa para o
grupo de adultos sadios, indicando que apesar da frequéncia de mondcitos
expressando PD1L nesse grupo ndo ser relevante, ha uma maior expressdo dessa
molécula nos mondcitos intermediarios que em mondcitos classicos e nao-classicos
na populacdo adulta. Nossos dados sugerem a participacdo importante de
mondcitos intermediarios no processo de imunorregulacdo em pessoas sadias, uma
vez que o PDIL, € uma proteina transmembrana, com funcdo regulatéria no
processo inflamatorio, que exerce suas funcdes através de co-estimulacdo negativa
das células T, com inibicdo de producdo de citocinas e facilitacdo de apoptose de

células T ativadas (TAMAI et al., 2014). Também identificamos maior expressao

desta molécula em mondcitos classicos de criangas que nos adultos sadios,
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identificando assim, maior atividade imunorregulatoria através deste subtipo celular

em criangas.

Analisando a producdo de IL-6 e TNF-a, citocinas pro-inflamatorias em
adultos e criancas saudaveis, constatamos maior porcentagem de mondcitos
intermediarios e ndo-classicos produtores de ambas quando comparados a
mondcitos classicos. Avaliando a MFI, percebemos que os adultos apresentam
maior expressdo de IL-6 e TNF-a em mondcitos intermediérios e ndo classicos,
enquanto nas criangcas ha apenas maior expressdo de IL-6 em mondcitos
intermediarios. MUKHERJEE e colaboradores descrevem resultados semelhantes,
nos quais mondcitos ndo-classicos aparecem como produtores primarios de TNF-a e
IL1B, exibindo perfil "inflamatorio”. Observamos ainda, maior atividade inflamatéria
no grupo de criangas saudaveis quando se compara a expressao de TNF-a, em que
h& maior porcentagem de mondcitos classicos produtores de TNF-a , assim como
maior expressdo dessa citocina nos mondcitos classicos de criancas que nos

adultos saudaveis.

Analizando o perfil de expressédo de IL-10, identificamos maior frequéncia de
monaocitos intermediarios e ndo-classicos de adultos e criancas produtores de IL-10,
mas nao maior expressao de IL-10 nestas células. Esses dados reforcam achados
na literatura que caracterizam mondcitos intermediarios como 0s principais
produtores de IL-10, porém, vao de encontro a achados prévios, nos quais 0s
monaocitos ndo-classicos aparecem com perfil predominantemente inflamatério.
Apesar de estar descrito na literatura que mondcitos intermediarios apresentam
funcdo inflamatoria (ITALIANI e BORASCHI, 2014), nossos achados caracterizam
esses ultimos em uma posicdo transicional ora com atividade inflamatoria, ora

imunorreguladora, reforcando achados de outros autores (ABELES et al.,, 2012;
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MUKHERJEE et al., 2015). A IL-10 € uma citocina que apresenta papel central na
imunorregulacdo e limitacdo da resposta inflamatéria. Sua funcdo decorre da
inibicdo de citocinas inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL1-B), controle da liberagdo de
espécies reativas de oxigénio, regulacdo da capacidade de apresentacdo de
antigenos e imunotolerancia e supressdo da proliferacdo e atividade de células T
citotéxicas (XIE et al., 2014), dai a necessidade de caracterizacdo de sua atividade
em individuos saudaveis. Percebemos nestes individuos que os mesmos subtipos
celulares envolvidos na producédo de citocinas inflamatérias, sdo produtores de IL-

10, fato importante na manutencdo da homeostase.

Conhecendo o perfil monocitario de criancas sadias e suas particularidades
em relacdo aos adultos, nosso grupo deu seguimento ao estudo, pioneiro na area,
comparando mondcitos de criancas sadias e criangcas portadoras de dermatite
atopica, com o intuito de identificar caracteristicas e disfuncbes nessas células que

pudessem contribuir com o processo patogénico da DA.

Ao avaliarmos a frequéncia de mondcitos em criancas saudaveis e doentes,
nao observamos diferenca significativa entre os dois grupos. Apenas percebemos
gue enquanto no grupo de criancas saudaveis ha menor frequéncia de mondcitos
intermediarios e mondcitos ndo-classicos, em relacdo a mondcitos classicos e maior
frequéncia de mondcitos néo-classicos quando comparado a mondocitos
intermediarios, no grupo de criancas com DA, ndo ha diferenca entre mondcitos
intermediarios e mondcitos nédo-classicos e ambos apresentam-se em menor
propor¢cdo em comparacao a monaocitos classicos. Portanto, ainda que haja atividade
exacerbada de mondcitos/macrofagos envolvidos na patogénese da doenca,
considerando que é conhecido acumulo de macrofagos na pele de doentes tanto na

fase aguda como na crénica (KASRAIE e WERFEL, 2013), ndo parece ocorrer
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aumento na frequéncia relativa dessas células na circulacdo. Dados publicados
anteriormente, em relacédo a proporcdo das subpopulacdes de mondcitos em adultos
atopicos, descrevem aumento de mondcitos nao-classicos em pacientes doentes
guando comparados ao grupo controle (ZHENG e MROWIETZ, 1997; NOVAK et al,
2002). Provavelmente, ndo observamos o mesmo no nosso trabalho pelo fato de
criancas saudaveis ja apresentarem um aumento dessa populacdo celular ao se

comparar a adultos saudaveis, conforme evidenciamos.

Na analise da MFI de HLA-DR nos mondcitos constatamos maior expressao
desta molécula em mondcitos classicos e intermediarios em criancas saudaveis e
em criancas atépicas em relacdo aos mondcitos ndo-classicos. Além disso, criancas
com DA apresentam expressdo aumentada dessa molécula em mondcitos classicos,
intermediarios e ndo-classicos em relacdo as criancas saudaveis. Considerando as
alteracbes de barreira epidérmica existentes na dermatite atdpica, com maior
penetracdo de antigenos e necessidade de apresentacdo destes aos linfécitos T
pelas APC (GITTLER et al., 2012; KASRAIE e WERFEL, 2013 SILVERBERG, N. e
SILVERBERG, J., 2015), compreende-se a expressao aumentada de moléculas de
HLA-DR nos mondcitos de criancas atOpicas em comparacdo as criancas sadias.
Fato curioso é que estudo anterior em adultos atopicos descreve reducao da
expressdo da molécula de HLA-DR nos mondcitos, na fase de exacerbacdo da
doenca (ZHENG e MROWIETZ, 1997). Acreditamos que este dado esta diretamente
relacionado a gravidade dos pacientes avaliados, uma vez que a nossa amostra é
composta apenas de pacientes com dermatite atépica moderada, e a faixa etaria
estudada, visto que, conforme constatamos ao compararmos adultos e criancas
saudaveis, a populagao infantil apresenta expresséo significativamente aumentada

desta molécula.
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Na analise comparativa da frequéncia de CCR5 em mondcitos, notamos
maior porcentagem de mondcitos intermediarios e ndo-classicos expressando essa
molécula nos dois grupos. Observa-se ainda maior expressdo de CCR5 em
monaocitos intermediarios que em mondcitos classicos e ndo classicos, conforme
descrito na literatura (ABELES et al.,, 2012). Estudos com modelos animais e
humanos caracterizaram variacbes na expressdao do gene de CCR5 em diversas
enfermidades, tais como doencas auto-imunes, rejeicdo de enxertos, infeccdes
bacterianas e virais, doencas alérgicas, neoplasias e doencas vasculares. Em
algumas situacdes, ha amplificacdo e em outras, inibicdo do gene do CCR5, com
implicacdes fisiopatoldgicas diversas na dependéncia do modelo estudado.
(GERARD e ROLLINS, 2001; MACK et al., 2001; RAMAN, SOBOLIK-DELMAIRE e
RICHMOND, 2011). Em nosso trabalho, verificamos padrdo semelhante de
expressdo de CCR5 em mondcitos de criancas saudaveis e criangas portadoras de
dermatite atopica. Entretanto ha uma reducdo na populagdo de mondcitos nao-
classicos CCR5+ na populagdo atopica quando comparados ao mesmo subtipo
celular de criancas sadias. Essa reducdo do pool de mondcitos nédo-classicos

CCR5+ na circulacao pode indicar, maior recrutamento destes para os tecidos.

Como sabemos, CD80 e CD86 sdo moléculas coestimulatérias importantes
na geracdo de resposta imune adaptativa. E importante ressaltar que essas
moléculas apresentam papéis distintos no processo de ativacdo de linfécitos T
helper . Enquanto a expressdo de CD80 em células apresentadoras de antigenos
normalmente elicita uma resposta Thl, a presenca da molécula CD86 esta mais
relacionada ao desenvolvimento do perfil Th2 (SAID et al., 2016). No nosso estudo
nao identificamos diferenca significativa ao comparar as populacdes de criancas

sadias e doentes no que diz respeito a frequéncia de monécitos CD80+. Entretanto,
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monaocitos classicos de criancas atopicas apresentam maior expressao de CD80 que
monaocitos classicos de criancas sadias. Ao se analisar a molécula de CD86,
evidenciamos menor porcentagem de mondocitos classicos e nao-classicos
expressando CD86 em criancas atdpicas que em criancas sadias, porém, maior
expressdo dessa molécula em mondcitos classicos de atopicos e menor, em
monaocitos intermediarios e nao-classicos, quando se compara ao grupo sadio. Os
dados sugerem maior atividade coestimulatéria na apresentacdo antigénica dos
monaocitos classicos no grupo de criancas doentes, com participacdo tanto da
molécula de CD80 quanto da molécula de CD86, sendo mais expressiva a
participacdo do CD86, o que pode estar associado ao desenvolvimento de resposta
imune mista Th2/Thl na patogénese da doenca, com maior participacdo da
polarizacdo Th2. Esses dados concordam com a literatura, no que concerne a
patogénese da doenca (GITTLER et al., 2012; LEUNG e GUTTMAN-YASSKY, 2014,
KIM et al., 2016), entretanto, ha relato de atividade defeituosa da resposta Thl em
criancas portadoras de DA em relacdo a adultos atdépicos (CZARNOWICKI et al.,
2015). Estudos posteriores sd0 necessarios para analisar se a expressdo da
molécula de CD80 pode ser importante na avaliacdo indireta da atividade Thl em

adultos para se comparar com nossas observacoes.

A molécula de PD1L (CD274) amplamente expressa em células fagociticas
mononucleares participa ativamente dos processos inflamatérios por apresentar
atividade imunomoduladora (HUANG et al, 2009; RIELLA et al., 2012). No nosso
trabalho observa-se maior expressao dessa molécula em mondcitos classicos de
criancas doentes quando comparadas ao grupo saudavel. Considerando a atividade
inflamatoria exacerbada deste subtipo celular em criancas portadoras de dermatite

atopica, provavelmente a ativacdo da via de PDI1L funciona modulando essa
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resposta. Alguns estudos tém avaliado o papel da molécula de PD1L na patogénese
de doencas neoplasicas e rejeicao de transplantes (AL-CHAQMAQCHI et al, 2013;
TAMAI et al., 2014). Os sinais inibitérios decorrentes da ativacdo do PD1L véo
orquestrar o equilibrio entre ativacdo de células T, imunotolerancia e dano tecidual
imunomediado (FRANCISCO, SAGE e SHARPE, 2010). Um exemplo disso € o
modelo animal de colangiocarcinoma, no qual animais com baixa expressédo desta
molécula apresentam progressao mais desfavoravel da neoplasia (TAMAI et al.,

2014).

Analisando a expressdo de citocinas inflamatérias encontramos menor
porcentagem de mondcitos nao-classicos produtores de IL-6 e TNF-a e maior
expressdo de expressao dessas citocinas em mondcitos classicos de criangas
portadoras de DA em comparacdo a criancas saudaveis. Também observamos
maior expressédo de IL6 em mondcitos intermediarios de criancas doentes do que no
grupo sadio. Esses elementos sinalizam atividade inflamatéria exacerbada em
mondcitos classicos e intermediarios de criancas atépicas. Enquanto a resposta
inflamatéria aguda via IL-6 é altamente benéfica, uma resposta exacerbada e
persistente leva a inflamacdo cronica 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 doenca renal
experimental autoimune (FONTES, ROSE, e CIHAKOVA, 2015). Observa-se ainda,
em pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico, correlacdo dos altos niveis
séricos de IL-6 com periodos de piora da condicao clinica (JAIN et al., 2016). Outra
citocina com papel bem estabelecido em processos inflamatérios € o TNF-a. Ha na

literatura evidéncias da atividade dessa citocina na patogénese de varias doencas,
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entre elas, esclerose mdultipla, depressdo e doencas neoplasicas (MOREIRA-
TABAKA et al.,, 2012; VALENTIN-TORRES et al., 2016; MA, ZHANG e BALOCH,
2016) A maior expressao de IL-6 e TNF-a em mondcitos classicos e intermediarios
de criancas atOpicas em relacdo ao grupo controle esta diretamente envolvida com a

atividade inflamatoria cronica observada na doenca.

Ao avaliar a producédo de IL10, citocina de carater modulador da resposta
inflamatéria, ndo verificamos diferencas em sua expressdo em mondcitos de
criancas atdpicas em relagdo ao grupo controle. Trata-se de uma molécula
importante no controle da producéo de citocinas inflamatoérias como IL6, TNFa, IL1j3,
com atividade na inibicdo da apresentacdo antigénica pelos fagdcitos
mononucleares, por reduzir a expressdo de MHC classe 1l e moléculas
coestimulatorias (XIE et al.,, 2014). Ha relatos na literatura de participacdo de
polimorfismos nos genes envolvidos na producdo de IL10 na patogénese de
doencas imunomediadas, como a dermatite atopica (RAEDLER et al., 2013). No
nosso trabalho, ha atividade inflamatéria exacerbada sem mudanca no padrao de
expressao de IL-10, ou seja, a participacdo dessa citocina no controle da atividade

inflamatoria na DA é pouco expressiva.
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8 Concluséao

Nosso grupo, por meio deste estudo, analisou as subpopulacbes de
mondcitos em individuos saudaveis de diferentes faixas etarias, assim como de
criancas portadoras de dermatite atopica. Observamos que a frequéncia relativa de
monacitos foi constante nos trés grupos populacionais estudados (adultos e criancas
saudaveis e criancas com dermatite atdpica), mas a expressao de moléculas de
superficie e citocinas apresentaram particularidades significativas. Uma analise
global dos resultados encontrados nas duas etapas da nossa pesquisa, nos permite
fazer observacfes importantes: ha maior expressdao de moléculas envolvidas na
apresentacdo antigénica encontra-se mais exacerbada no grupo de criancas
atopicas, seguido pelo grupo de criancas saudaveis, quando comparados aos
adultos saudaveis; enquanto a molécula de CD80 é expressa de forma semelhante
nos trés grupos populacionais estudados, o CD86 apresenta maior expressao em
monaocitos classicos de criancas atépicas que em adultos e criancas saudaveis,
destacando sua importancia como molécula coestimulatéria; ademais, avaliando
individuos saudaveis, percebemos um perfil similar de expressdo de moléculas de
superficie e citocinas, e, curiosamente, observa-se maior producdo de citocinas
inflamatorias e reguladoras por mondcitos intermediarios e nao-classicos de
individuos saudaveis, enquanto individuos com DA apresentam maior producédo de

citocinas inflamatérias em mondcitos classicos.

A figura 22 mostra a representacdo esquematica dos dados obtidos neste

trabalho.
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Figura 23 - Representacdo esquemédtica da expressdo de moléculas de superficie e citocinas em
monécitos classicos, mondcitos intermediarios e monécitos ndo-classicos de adultos saudaveis,
criangas saudaveis e criangcas com dermatite atdpica.

A. Adultos saudaveis

CD86 a "% CD86 0CD30 cose lCD30
CCRS ay » HADR CCR5a ® HLA-DR CCR5y WHLADR
© PDL1
s " PDL1
o) T (e

L

B. Criancas saudaveis

coss  CD80 CcD8o
HLA-DR CCRS,
CCRS o ¢ # HLA-DR
PDL1 e’ POL1
e IL-6 g K|

q
v

C. Criancas DA

CcDs86 D80

com  CD8O
'H LA-DR

HLA-DR
®

CCR5 W CCRSa

J “ pout
‘PDL1 £

=] ™ 2

"

F q
| IL-6 v

TNF-a l

Criangas saudaveis (B) apresentam maior expressdao de HLA-DR, demonstrando maior capacidade de
apresentacdo antigénica que adultos saudaveis (A) e os subtipos de mondécitos mais envolvidos na resposta
inflamatoéria nos grupos de adultos e criangas saudaveis sdo mondcitos intermediarios e mondcitos néo-
classicos. Mondcitos classicos de criancas atdpicas (C) se mostraram mais inflamatérios quando comparados ao
mesmo subtipo em criangas saudaveis (B) . A expressdo das moléculas de superficie e citocinas nos subtipos
de mondcitos esta representada esquematicamente pela diferenca de tamanho e destaque na figura.
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10.1 ANEXO A — PARECER DE APROVACAO DO PROJETO NO COMITE DE

ETICA EM PESQUISA (UFPB)

| )\J

HOSPITAL UNIVERSITARIO
LAURO WANDERLEY/UFPB

~ PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DERMATITE ATOPICA: RELAGAO ENTRE A GRAVIDADE DA DOENGA E ALGUMAS
ALTERAGCOES PRESENTES NO SANGUE

Pesquisador: Tatjana Keesen de Souza Lima

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 47324115.4.0000.5183

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.217.205

Apresentacao do Projeto:

Trata-se da segunda versédo da submissédo de projeto de pesquisa de mestrado do Centro de Biotecnologia,
do Departamento de Biologia Celular e Molecular, de autoria da discente Renata da Silveira Rodrigues
Paiva, sob a orientagdo da Dra. Tatjana Keesen de Souza Lima.

O presente projeto de pesquisa tem como objetivo central identificar e validar moléculas que potencialmente
funcionem como marcadores prognésticos de apresentagéo clinica e gravidade da Sindrome de Eczema e
Dermatite Atopica -SEDA, pelo estudo dos mecanismos associados a evolugdo da doenga, além de
identificar subpopulagdes de mondécitos / macréfagos e o seu mecanismo de agdo nos diferentes fenétipos
encontrados. Para isso, seréa realizada identificagdo de marcadores de mondcitos / macréfagos além de
citocinas e moléculas sinalizadoras envolvidas nessa complexa patogénese. A hipotese que norteou esse
projeto é que fatores imunolégicos e celulares associados as diferentes formas de SEDA possam ser
utilizados como marcadores de gravidade na doenga.

Serédo estudadas amostras provenientes de pacientes com histéria e sinais clinicos compativeis com
SEDA,colhidas no Ambulatério de Dermatologia Pediatrica do Hospital Universitario Lauro Wanderley, na
Universidade Federal da Paraiba, e encaminhadas para o Laboratério de Imunologia das Doengas
Infecciosas do centro de biotecnologia da UFPB. Todas as amostras serdo
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acompanhadas de ficha de identificagdo e dados de coleta. Além disso, amostras de individuos néao
afetados seréo coletadas e analisadas.

A amostra sera por conveniéncia e serd composta por 11 pacientes com SEDA e 7 saudaveis, provenientes
do ambulatério de dermatologia pediatrica do HULW. Ser&o obtidos dados demograficos, anamnese, exame
fisico, questionario para avaliagdo da gravidade da doenga e também coleta de sangue para analise
laboratorial de IgE e de marcadores imunoldgicos e expressdo de citocinas relacionadas a prognéstico.
Critério de Incluséo:

Pacientes entre zero e (doze) anos, de ambos os sexos, com histéria e sinais clinicos compativeis com
SEDA, provenientes do Ambulatério de Dermatologia Pediatrica do Hospital Universitario Lauro Wanderley,
na Universidade Federal da Paraiba, no periodo de julho de 2015 a junho de 2016.

Critério de Excluséo:

Pacientes portadores de doengas infecciosas, inflamatérias ou imunolégicas.

A amostra utilizada nesse projeto € uma amostra de conveniéncia e &€ baseada em estudos anteriores que
utilizaram metodologia semelhante (Keesen et al., 2011). Devido a ser um estudo de identificagéo de
marcadores celulares em humanos, que envolve pacientes, os trabalhos de pesquisa em diferentes
doengas, optam pela amostragem de conveniéncia, também por causa do alto custo da técnica imunolégica
(citometria de fluxo) para avaliagdo das amostras.

Os controles seréo criangas atendidas no ambulatério de pediatria e que seriam submetidos a coleta de
sangue de rotina por outras patologias.

Foram apresentados os TCLE de pacientes e controles, Termos de anuéncia de pacientes e controles com
as recomendagdes feitas, bem como a planiiha de custos e sua responsabilidade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

Identificar criangas com dermatite atdpica, fazendo uma criteriosa avaliagéo clinica e laboratorial, e
correlacionar com subpopulagées de mondcitos/macréfagos e citocinas envolvidas no processo inflamatério
com a gravidade da doenga.

Objetivo especifico 1: Avaliar clinicamente as criangas com SEDA, usando ferramentas semiologicas para
classificar o quadro segundo sua gravidade e realizar dosagem de IgE sérica para, junto com critérios
clinicos, classificar a crianga como portadora de SEDA alérgica ou SEDA n&o-alérgica

Objetivo especifico 2: Caracterizar subpopulagdes de monécitos (M1 e M2 envolvidos no

]
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estabelecimento do quadro clinico da SEDA, além de avaliar o potencial de diferentes marcadores
imunolégicos e expressao de citocinas (CD14, CD16, , CCR2, CCR5, CX3CR1, CD163, HLA-DR, LFA-1,
IL1RA, PD-1, IL-10, IL-6, TNF- IL-1) dessas células para o progndstico do desenvolvimento ou controle da
doenga.

Objetivo especifico 3: Correlacionar dados clinicos com os achados imunolégicos, objetivando o estudo de
grau de desenvolvimento de gravidade da doenca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisadora ressalta que os riscos e desconfortos decorrentes desse estudo sdo minimos previsiveis,
decorrentes da coleta: podera ocorrer desmaio, sangramentos, equimoses ou infecgéo no local da coleta.
Entretanto afirma que ird minimizar estes riscos com cuidados na realizagéo deste procedimento, que sdo a
limpeza no local da coleta através da utilizagdo de alcool e pressionando a regido do brago onde foi feita a
coleta com algod&o por alguns minutos, apds a retirada da agulha.

Também foram devidamente acrescentados no TCLE a realizagéo da entrevista e exame fisico no paciente.
Beneficios:

Os pacientes e responsaveis legais destes serao informados sobre os resultados dos testes que serdo
realizados com o sangue coletado. E uma melhor caracterizagio das células e citocinas inflamatérias
envolvidas nas diversas formas da doenga poder&o contribuir com a melhoria das estratégias terapéuticas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

As pesquisadoras responsaveis atenderam todas as pendéncias apontadas no parecer anterior (n°
1.169.470). Portanto, o projeto apresenta-se bem delineado metodologicamente,e provavelmente trara
dados relevantes sobre a patologia e consequente melhora terapéutica, com contribui¢des para comunidade
académica, cientifica e pacientes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgéio obrigatéria:

Foram apresentados: projeto, folha de rosto, TCLE (paciente e controle), Termo de Anuéncia (paciente e
controle) e planilha de custos.

Recomendagoées:

Recomenda-se que o pesquisador responsavel e demais colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS
FASES DO ESTUDO, A METODOLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW. Caso ocorram
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Plataforma Brasil, para emisséo da Certiddo Definitiva por este CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagado
Outros FICHA DO PACIENTE.docx 18/05/2015 Aceito
12:13:52
Outros SCORAD.docx 25/05/2015 Aceito
11:48:47
Outros PO Scorad.pdf 26/05/2015 Aceito
05:55:12
Folha de Rosto 001.jpg 16/06/2015 Aceito
12:43:13
Declaragédo de Ficha de cadastro do projeto 1.jpg 30/06/2015 Aceito
Instituicdo e 11:39:22
Infraestrutura
Declaragéao de Ficha de cadastro do projeto 2.jpg 30/06/2015 Aceito
Instituicao e 11:39:39
Infraestrutura
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 06/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 515303.pdf 10:31:13
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 14/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 515303.pdf 10:23:58
TCLE / Termos de | TCLE DA controles .doc 09/08/2015 Aceito
Assentimento / 17:09:59
Justificativa de
| Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE DA modificado.doc 11/08/2015 Aceito
Assentimento / 10:20:15
Justificativa de
Auséncia
Outros ORCAMENTO DETALHADO.doc 11/08/2015 Aceito
10:20:48
Outros TERMO DE ANUENCIA.doc 11/08/2015 Aceito
10:21:11
Outros TERMO DE ANUENCIA controles.doc 11/08/2015 Aceito
10:21:32
Projeto Detalhado / | Projeto completo modificado.pdf 16/08/2015 Aceito
Brochura 22:01:28
Investigador
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 16/08/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 515303.pdf 22:03:51

Situagao do Parecer:

Enderego: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar- Campus | - UFPB.

Bairro: Cidade Universita
UF: PB Muni
Telefone:

(83)3216-7964

ria CEP: 58.059-900
cipio: JOAO PESSOA
Fax: (83)3216-7522

E-mail:

comitedeetica@hulw.ufpb.br
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- INSTITUICAO
SCORAD A
EUROPEAN TASK FORCE
OMN ATOPIC DERMATITIS ]
MEDICO
ULTIMO NOME PRIMEIRO NOME USO DE ESTEROIDE TOPICO
POTENCIA (MARCA): | |
DATA DE NASCIMENTO dd/mm/aa QUANTIDADE / MES: (2)
DATA DA VISITA dd/mm/aa ) A
NUMERO DE CRISES/MES| |

Figuras entre parénteses para
criangas abaixo de 2 anos

A: EXTENSAO (por favor, indique a drea envolvida) |

B: INTENSIDADE |

C: SINTOMAS SUBJETIVOS
PRURIDO + PERDA DE SONO

CRITERIO INTENSIDADE

MODO DE CALCULAR

Eritema

Edema / papula

Secrecdo / crosta

Escoriagdo

Liguenificagdo

Xerose *

Intensidade dos itens
{média da drea representativa)
0=ausente

1=médio

SCORAD Af5+7Bf2+C

2=moderado |

3=severo

*xerose avaliada nas dreas ndo

acor

ESCALA ANALOGICA VISUAL

. L . . PERDA
{média dos tltimos 3 dias ou noites)

0

PRURIDO (0 a 10) T T T

DE SONO({0 a 10)4 TR i

10

TRATAMENTO

OBSERVACOES
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