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RESUMO

Na casuistica dos doentes portadores de Urticaria
Cronica Idiopatica da nossa consulta de Imuno-
-Alergologia, a Vasculite Urticariana, normo-
complementémica e com necrose e infiltrado da
parede do vaso por mononucleares linfdcitos,
apresenta uma prevaléncia de 20,9%. Considerou-
-se importante a caracterizacio laboratorial e
histol6gica nestes doentes, de modo a contribuir
parao esclarecimento fisiopatologico desta situacao.

Estudaram-se 14 doentes com Urticdria Cronica
Idiopatica, com diagndstico histolégico de vasculite
Linfocitaria, tendo sido submetidos a exame analitico
sanguineo (Leucograma, imunoglobulinas séricas
com IgE total, fraccoes do complemento e CH100,
marcadores reumatismais, ANA e estudo tiroideu),
testes cutaneos de alergia por "prick" teste para
alergéneos comuns e capilaroscopia peri-ungueal.
A partir de fragmento cutineo de reserva, em
parafina procedeu-se a fenotipagem linfocitaria pelo
método de Avidina Biotina/HRP (DAKO) para CD3,
CD45RO e CD20. Os resultados foram expressos
em nimero médio e percentual por limina e por
doente. O grupo controlo foi constituido por
5 doentes com o diagndstico de Urticaria Croénica
Idiopatica sem Vasculite.

Os resultados apresentam valores normais das
fraccoes de Complemento, determinacoes muito
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elevadas de IgE total (229+309,4KU/L), em doentes
nao atdpicos. O valor médio absoluto de linfocitos
por lamina foi significativamente superior ao grupo
controlo (43,3+25,2 e 15,3+6,2) respectivamente,
p=0,045). Na Vasculite Urticariana o valor
percentual médio de linfocitos CD3 (53,3+17,0%) e
CD45RO (53,1+19,4 %) foi coincidente e a presenca
de Linfécitos B activados de reduzida expressao
(6,8+4,3%). Emrelacao ao grupo controlo verificou-
-se que a valor percentual de CD3 ¢ significati-
vamente menor (25,6+2,9; p=0,0072), mas que sao
maioritariamente Linfécitos "primed", CD45RO
(91,2+12,9; p=0.0038), nao tendo sido observados
CD20+.

Considera-se que existem diferencas
significativas entre ambos os grupos, porém, nao
parece possivel, nesta fase, concluir pela existéncia
de entidades nosoldgicas distintas ou processos
evolutivos de uma mesma patologia.

PALAVRAS-CHAVE: Urticaria, Vasculite
urticariana, Linfocitos

SUMMARY

LYMPHOCITIC PHENOTYPING IN
URTICARIAL VASCULITES

Statistics concerning patients with Chronic
Idiopathic Urticariain our Immuno-Allergy outpatient
department show that urticarialvasculitis with normal
complement, necrosis and mononuclear infiltrate of
the vascular wall has a prevalence of 20%.
We considered the analytical and histological
characterization of these patients to be a valuable
contribution to the understanding of the
pathophysiollogy of this disorder.

The study group consisted of 14 patients with
Chronicldiopathic Urticaria, diagnosed histologically
as lymphocytic vasculitis. They were submitted to
blood tests (white blood count, serum
immunoglobulins, serum complement, CHI100,
Rheumatoid markers, ANA and thyroid studies), skin
prick tests and peri-ungueal cappilaroscopy.
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Lymphocitic phenotyping, using parafin embedded
skin fragments, was done by Avidin-Biotin-HRP
method for CD3, CD45R0O and CD20 (DAKO)

Results were expressed in mean number and mean
percentual values for each slide and patient. The
control group was made up of 5 patients with chronic
urticaria without vasculitis. Results show normal
values for serum complement and increase IgE,
without clinical or prick correlation. The mean
number of lymphocytes per slide was significantly
higher than the control group (43.3+ 25.2 and
15.3+ 6.2 respectively, p=0.045). In Urticarial
vasculitis, patients, the mean percentual of CD3
(53.3£16.95%) and CD45RO (53.7+19.42%)
coincided, while activated B lymphocytes were
decreased (6.8+4.29%). Control group results revealed
CD3 lymphocytesto be lower (25.57+2.91%, p=0.0072)
while priming Ilymphocytes predominated
(91.17+12.85,p=0.0038) and no CD20+ were observed.

Although significant diferences between the two
groups were found, it does not seem possible to
conclude, at this point, if we are in the presence of two
distinct disorders or different stages of the same
disease.

KEY WORDS: Urticaria, Urticarial vasculitis,
Lymphocytes

INTRODUCAO

A urticdria € cuma situacao clinica caracterizada
por vasodilatacao e aumento da permeabilidade vascular
cutdnea***. A exuberincia clinica nio encontra
correlagao com as diferentes formas histopatoldgicas
que podem ser observadas': edema da derme superficial,
perivasculite, vasculite necrosante, e uma variedade de
diferentes formas de inflamacao cutidnea.

A Urticaria Crénica, segundo Kaplan', caracteriza-
-se por fenémenos de perivasculite ndo necrozante,
com infiltrado de linfécitos® e acumulacao de
mastdcitos'>®. Estudos recentes destacam o predominio
de linfocitos T helper neste infiltrado. Aceitando a
existéncia em humanos dos sub-tipos de células T
helper (Thl e Th2) observados em ratinho”®,
compreende-se a impregnagao de mastocitos
dependentes de IL-4, produzida e sintetisada por
Linfocitos T Helper, predominantes no tegumento destes
doentes'. O linfécito cutaneo parece, pois, pela
capacidade de sintese de citocinas de activacao, inibigao
ou modulagao de outras células implicadas no processo
inflamatério e pela capacidade de integracdo e
comunicagao celular, deter uma importancia decisiva,
que nao a de simples expectador passivo, de todo o
processo evolutivo da Urticdria Crénica’.

A prevaléncia de Vasculite Urticariana nos doentes
observados na nossa consulta de Imuno-Alergologia
dos HUC € de 21,19% do total de doentes com esta
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patologia®. Ao contrdrio do descrito na literatura?,
todos estes doentes apresentaram infiltrado
necrosamente da parede do vaso, com predominio
absoluto de mononucleares linfocitos e, em todos eles,
verificaram-se valores normais de Complemento sérico.

Considerou-se pertinente a reflexao detes resultados,
procurando caracterizar sumariamente, a populacdo
celular linfocitdria nestes doentes e contribuir de algum
modo, para o esclarecimento da fisiopatologia desta
entidade. O melhor conhecimento de todos os
intervenientes celulares e biologicos interessados neste
processo, terd obviamente implicagdes terapéuticas
futuras (com utilizagao de farmacos mais adequados ao
controlo clinico) que a fase inicial dos nossos estudos
nao permite neste momento.

MATERIAL E METODOS

Doentes

Seleccionaram-se aleatoriamente 14:14 doentes,
ambos o0s sexos, com média de idades de 35,6x12,1
anos, com diagndsticos histolégico de Vasculite
Urticariana, de uma série de 105 submetidos a estudo
clinico, histolégico e laboratorial de Urticéria Croénica,
da Consulta de Imuno-Alergologia dos Hospitais da
Universidade de Coimbra.

Em todos eles nao foram identificados factores
desencadeadores ou etioldgicos, as manifestacdes
clinicas foram sobreponiveis aos restantes doentes sem
diagnoéstico histoldgico de Vasculite e a duragao média
da doenca foi 23+26 meses.

Para grupo controlo, foram seleccionados
aleatoriamente 5 doentes com diagnéstico histolégico
de Urticdria Crénica Idiopatica sem lesdes de vasculite
cutanea no fragmento de bidpsia.

Metodologia

Todos os doentes em estudo, foram submetidos ao
seguinte estudo:

1- Exames sanguineos

Procedeu-se a exames analiticos de sangue venoso

periférico, em simultdneo a realizacdo da bidpsia
cutinea, para os seguintes parametros:
* Hemograma e leucograma
* Imunoglobulinas séricas
* Fracgoes do complemento: CE e C4 e
determinacao de CH100
e Marcadores reumatismais: PCR, Factor
Reumatoide e Waller Rose
* Anticorpos antinucleares (ANA)
* Estudo tiroideu: T3, T4 ¢ TSH e AC antitiroideus
(anti-TMS e anti-HTG)
2 -Testes cutdneos de alergia por "prick” teste para
dcarosdo pédoméstico, faneras de animais domésticos
e polens de gramineas e parietdria.
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3- Capilaroscopia peri-ungueal sob microscopia
optica (Zeiss) com fonte de luz obliqua em ampliag¢ao
de 300 vezes.
4 - Fenotipagem linfocitdria em fragmento cutineo
de biopsia.
Todos os doentes foram submetidos a biopsia cutanea
no mesmo local (superficie volar do brago esquerdo),
segundo a técnica habitual (desinfeccdo local, anestesia
com Xilocaina (2,5cc) a 2%, corte com Punch Skin
Biopsy-8-mm-). Uma porcao do material de bidpsia foi
submetida a ultracongelacao a -70° e a restante
submetida a fixacdo em formal a 5%, seguida de
manipulacdo em parafina, coloracao com hematoxilina-
-eosina e finalmente observacao sob microscopia dptica
(Zeiss, ampliagao de 300 vezes).
O fragmento de reserva parafinado, foi submetido a
cortes finos com marcacao linfocitdria com anticorpos
monoclonais (CD20 e CD45RO0) e policlonais (CD3)
do Laboratério DAKO (A-452; M-742; M-755), pelo
método de Avidina-Biotina-HRP %
1 - Desaparafinacao e hidratacao
2 - Digestaoenzimatica (s6 para CD3) com protese
a 0,1%: 10 minutos

3 - Lavagem em PBS

4 - Incubacdo em H202 a 3% em dgua destilada:
15 minutos

5 - Lavagem em PBS

6 - Bloqueio das ligagbes nao especificas com

soro de porco normal: 20 minutos

7 - Aplicacao do anticorpo: 30 minutos

CD3 (DAKO A-452) 1/100 em PBS
CD45RO (DAKO M742)1/70 em PBS
CD20 (DAKO M755) 1/70 em PBS
8 - Lavagem em PBS
9 - Incubagdoem soro de porco anti-cabra, coelho,
ratinho, biotinilado (DAKO E453) 1/120 em
PBS: 30 minutos
10 - Lavagem em PBS
11 - Incubacao com Avidina/HRP (DAKO P 364)
1/400: 30 minutos
12 - Lavagem em PBS
13 - Incubacao com solugcao de substrato
cromogénico DAB-3mg/5ml de PBS+100ul de
H202: 10 minutos
14 - Lavagem com dgua destilada
15 - Contrastacdo com Hematoxilina de Meyer:
10 minutos

16 - Lavagem em dgua corrente, deixando azular

17 - Desidratacdo e montagem em meio sintético

18 - Marcacao a castanho das ligacdes especificas.

O controlo de qualidade, da marcacao linfocitdria,
foi efectuado em cortes de amigdala para os mesmos
anticorpos.
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5 - Leitura e resultados

A leitura das laminas foi efectuada em microscopia
Optica (Zeiss), com ampliacdo de 400 vezes, com
contagem de linfocitos cutaneos, em 3 campos
consecutivos da direita para a esquerda, sob monitor de
TV, sempre com os mesmos dois observadores em
simultdneo. O resultado final foi expresso em nimero
absoluto por ldmina, por marcador e em valor percentual
para cada marcador e em cada doente.

RESULTADOS

O leucograma apresentou valores dentro dos
pardmetros de referéncia (leucécitos 6,5=1,3G7L e
linfécitos 35,4+7,7%).

As imunoglobulinas séricas: IgG, IgA e IgM
apresentaram-se dentro dos valores normais (Fig. 1).
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p=0,025

Fig. 1 - Imunoglobulinas séricas

A IgE sérica total apresentou-se elevada (229,0+309,4
KU/L) em relagao ao grupo controlo (73,5+30,8KU/L)
(Fig. 2).

SEM YASCULITE

YASCULITE URTICARIANA

Fig. 2 - Imunoglobulina E, sérica, (CAP-System)
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As fraccoes de complemento (Fig. 3) sérico C4
(1,07+0,19g/dl) e C4 (0,24+0,02g/dl) apresentaram

g/L
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1,5 - Ne}
1,0
0,5

YASC. SIYASC. YASC.

SIYASC.

Fig. 3 - Complemento sérico

valores médios dentro dos valores de referéncia,
apresentando dois individuos valores no limite inferior
do normal (C3=0,7g/dl e C4=0,13g/dl). Todas as
determinacdes de Ch100 apresentaram valores normais.

Os testes cutaneos de alergia foram positivos
somente em 1 doente para gramineas, sem correlacao
clinica. O estudo tiroideu, marcadores reumatismais
revelou-se normal. A capilaroscopia peri-ungueal foi
condordante com o estudo histolégico em um doente.

Quanto ao valor total médio de linfécitos por Limina
(Fig. 4) verificou-se, como seria esperado, aumento
marcado (43,3+25,2) e com significado estatistico em
relacdo ao grupo controlo (15,25+6,2).
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Fig. 4 - Nimero médio de linfécitos por lamina

Quando comparados ambos os grupos: Vasculite e
histologia normal (Fig. 5), o nimero médio de linfécitos
marcados nao apresentou diferenca estatistica
(T student) apés marcacao delular especifica para CD3
(33,0+£33,5¢4,3+2,6)e CD45R0O(21,1+19,2¢e 13,5+4,2)
(Fig.5); porém obtem-se diferenga significativa quando
analisados os valores percentuais dos linfécitos
marcados  positivamente (respectivamente:
53,31£16,95% e 25,57+2,91% para CD3; e
53,07+19,42% e 91,17+12,88% para CD45RO
(Fig. 6).
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Fig. 5 - Fenotipagem linfocitaria: Nimero médio de linfécitos marcados
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Fig. 6 - Fenotipagem linfocitaria: Valor percentual de linfécitos marcados

Dos 14 doentes com Vasculite Urticariana, 5 foram
estudados em fase activa de lesdes de Urticaria, mas
nao se observaram diferencas na tipagem linfocitaria
cutdnea em relagao aos doentes em periodo de aparente
remissao clinica (Fig. 7).

M intercrise
MM crise

CD45R0

Fig. 7 - Fenotipagem linfocitaria na vasculite linfocitaria em doentes em
periodo de remissdo e lesdes activas de urticaria.

DISCUSSAO

Nestes doentes, ndo foram encontrados valores
reduzidos das fracgdes do complemento sérico, tal
como as descrigoes cldssicas dos fendmenos de
Vasculite associados a Urticaria Crénica®!*!, mas, é
actualmente aceite, ainda por vezes em descrigcoes
clinicas isoladas ***, mas em nimero progressivamente
crescente, quadros de Vasculite Urticariana
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normocomplementémicos. O ndo consumo de fraccoes
de complemento sérico doentes poderia significar que
a Vasculite observada nestes doentes, seria resultado
de fenoémenos locais, mas a associa¢ao frequente de
Urticdria a fendmenos e patologia sistémica auto-
-imune'®, contraria de algum modo esta interpretagao.

Observaram-se determinacoes de IgE sérica em
concentracdo elevada, com significado estatistico em
relagao ao grupo controlo; ainda que o valor médio
neste grupo seja ele proprio elevado. Este valor nio
encontra correlagdo com a existéncia de parasitose
intestinal ouatopia. Estes resultados parecem confirmar
a importancia da IgE como imunoglobulina de
inflamacao®; ou hipoteticamente realgar, o fenémeno
de sintese em resposta e inumogenos mal caracterizados,
eventualmente autélogos, sob condi¢oes particulares.

Atendendo a um conjunto vasto de estudos>*2?7 o
mecanismo etiopatogénio na Urticaria Crénica, nao
parece de modo algum namaioria dos doentes, associado
a um fendémeno alérgico classico, na dependéncia dos
principais agentes alergénicos comuns. Se aimportincia
terapéutica dos anti-histaminicos H1 é indesmentivel,
antagonizando a libertacdo de Histamina Mastocitaria,
validando o contributo, fundamental desta célula neste
processo®?”? o mecanismo pelo qual essa
desgranulagao € processada sugere alguma controvérsia.
Aceita-se a desgranulagao®®?’ dependente de estimulos
fisicos, quimicos ou farmacoldgicos e, fenémenos
alérgicos cldssicos dependentes de IgE. Embora a
presenca de IgE especificas, para um conjunto vasto de
alergénos (4dcaros, faneras, pélens e alimentos) tenha
sido pesquisada nestes doentes?, a produtividade deste
secreening foi na maioria dos casos insuficiente no
esclarecimento etioldgico, mas do mesmo modo a
concentracdo sé€rica da IgE total apresenta-se em valores
elevados permitindo a conceptualizacao descrita
anteriormente.

A associagdo de Urticdria Crénica com patologia
reumatismal auto-imune, confirmada em varios
trabalhos'*!7"*) poderia sumariamente relacionar-se
com as formas histoldgicas mais graves nestes doentes.
Seria assim de esperar uma maior prevaléncia desta
patologia nos doentes com Vasculite Urticariana, mas
a andlise dos dados clinicos e seroldgicos (RA Test,
PCR e Waller Rose) revelaram-se negativos nesta série.
A ocorréncia desta patologia foi por nds ja observada’
mas foi independente da histologia cuténea,
nomeadamente de fendmenos de Vasculite.

Do mesmo modo, a associagdo ou a maior
prevaléncia de Tiroidite auto-imune sub-clinica em
doentes com Urticdria® nao apresentou relagao com a
observacao histoldgica.

A capilaroscopia apresentou produtividade
diagndstica muito modesta s6 descrevendo fendmenos
de Vasculite em um doente, pelo que a sensibilidade
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diagnostica € muito modesta, ndo devendo constituir
um exame de abordagem ou de controlo clinico nestes
doentes.

Neste estudo pretendeu-se caracterizar
sumariamente as populacdes linfocitarias dependentes
neste processo. A escolha dos marcadores baseou-se
na destringa de duas populacdes linfocitdrias T e B.
O linfécito B*' quer pela capacidade de apresentagio
antigérnica quer pela capacidade de sintese de
imunoglobulinas e mediadores celulares, poderia ser
de facto uma célula fundamental neste processo,
optando-se deste modo pela marcagao de células B
activadas, atendendo as concentragoes séricas elevadas
de IgE.

A caracterizagdo T foi decidida, nesta primeira
fase, pela marcagao do receptor de superficie CD3,
comum a todas as expressoes fenotipicas, e dentro
deste grupo a marcagao CD45RO, para descriminar as
células T de memoria®*2. Considerou-se no decurso
desta fase nao alargar a marcagao celular, de modo a
permitir, subsquentemente, uma maior ponderagio e
fenotipagem mais criteriosa.

Analisando o niimero médio de linfGcitos por IAmina
em ambos os grupos verificou-se, como seria esperado
um aumento significativo de linfécitos nos fragmentos
de bidpsia. Porém, a observagio em nimero médio
absoluto porldmina em relagdo a cada um dos fenétipos
linfocitarios em estudo, nao foi encontrado significado
estatistico entre ambos os grupos. A dispersido de
resultados, com desvios padrdo necessariamente
elevados impede a validagao estatistica.

Quando se procedeu a andlise dos resultados em
fun¢do do seu valor percentual em fungio do nimero
absoluto em cada lamina e para cada marcador,
obtivemos significado estatistico entre os dois grupos
em analise. Na Vasculite Urticariana observou-se um
valor percentual mais elevado de CD3 positivos, mas
inferior de Linfécitos T (CD45R0) ja sujeitos a priming
em relagdo ao grupo sem Vasculite. A presencga de
Linfécitos B activados foi observado em valor muito
reduzido nao estando presentes nos doentes do grupo
controlo (tal como o descrito na literatura').

A andlise dos resultados, na Vasculite Urticariana,
revela que aproximadamente 53% do nimero total de
Linfocitos presente no fragmento sdo células CD3+,
sendo de igual modo esse valor de células T de memoria.
Estes valores permitem suspeitar do envolvimento no
infiltrado de células naiff, ainda nao sensibilizadas a
antigénios dérmicos, endoteliais ou do suporte
conjuntivo do tegumento cutdneo. Considera-se ainda
possivel o contributo patogénio de células NK e LAK
quer pela capacidade intrinseca de lesdo vascular®?
quer pelo diferencial absoluto de mononucleares

linfécitos ndo marcados positivamente por
CD3 e CD20.
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Em doentes sem Vasculite a maioria de Linfocitos
T sao células de memoéria CD45R0 (91,2+12,9%).
Addiferenca percentual de Linfécitos CD3+ no infiltrado
peri-vascular € indiscutivel em relagdo ao grupo em
estudo, permitindo uma vez mais inferir da
responsabilidade de outras células na patogénese da
Urticaria. No inicio deste trabalho, e em ambos os
grupos, era esperado um valor mais significativo de
Linfécitos CD3 positivos; o resultado encontrado podera
justificar-se pelo emprego de um anticorpo policional,
devendo por isso submeter-se a confirmagio, em
marcagOes subsequentes.

O sistema imune cutdneo representa um local
preferencial ao estabelecimento da populacao
linfocitaria priiming, resultante da recirculagdo de
linfécitos, em consicoes fisioldgicas e de homeostasia®,
tendo-se observado esse predominio em doentes do
grupo controlo.

No conjunto estes resultados sugerem a contribuicao
indiscutivel do Linfécito T na fisipatogenia da Urticaria
Crénica com ou sem fendémenos de Vasculite
cutdnea**. Considera-se deste modo que a lesdo
vascular serd provavelmente resultante de
citotoxicidade celular, na dependéncia de Linfécitos
(T e eventualmente NK e LAK), dado o indiscutivel
predominio em 4reas lesadas e a capacidade de
desencadear e perpectuar este tipo de fendmenos.

Refere-se ainda que, num doente observamos
Linfécitos T, CD3 positivos entre os queratindcitos dos
extractos basais da epiderme. Esta observagao ainda
que necessitando de confirmagao posterior, podera
realgar o contributo do queratinécito* na fisiopatologia
da Urticaria, sabendo que se trata do maior pool
fisioloégico de IL1, de importincia fundamental na
amplificacao do fendmeno inflamatdrio e recrutamento
de outras c€lulas elas proprias também implicadas na
inflamacao.

Este estudo confirma a importancia da realizagao
do estudo histolégico em doentes portadores de Urticaria
Cronica, pois que as altera¢des neles encontradas, sdo
efectivamente em ndmero e expressao significativa,
nomeadamente a Vasculite Urticariana, com
repercussdo clinica sobreponivel aos restantes doentes.
Porém, mesmo no estudo histolégico de doentes sem
fenémenos de Vasculite (infiltado e necrose da parede
do vaso), os fendmenos de Peri-Vasculite foram uma
observagao quase constante, com predominancia pelos
pequenos vasos da derme superficial e em dreas peri-
-anexiais. Este facto, sugere de algum modo, que todo
e qualquer processo clinico de Urticaria Crénica
Idiopética € de alguma forma um processo evolutivo de
vasculite cutanea®*, mas que a propria evolugdo clinica
e celular dindmica cursard, eventualmente,com periodo
de estabilizacao vascular dependente de mecanismos e
factores nao caracterizados e mal defenidos. Porém, a
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populagio celular nos dois grupos em estudo apresentam
diferencgas reais e estatisticamente significativas, pelo
que fisiopatologicamente poderao constituir duas
entidades distintas, ainda que com expressao clinica
sobreponivel.

Considera-se relevante a persecucdo de novos estudos,
abordando a vertente celular na Urticaria Crénica, de
modo a uma melhor caracterizagao fisiopatolgica que
permitird  seguramente novas abordagens
terapéuticas?®*7%,
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