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KEYWORDS Abstract

Eosinophilic Objective: To investigate the differential expression of the thymic stromal lymphopoietin
gastroenteritis; isoforms, short and long, and discern their biological implications under eosinophilic gastro-
Isoforms; enteritis.

Long thymic stromal Methods: The expression of thymic stromal lymphopoietin and its two isoforms in tissues was
lymphopoietin; assessed by quantitative RT-PCR in healthy controls (n=24) and patients with eosinophilic
Short thymic stromal gastroenteritis (n=17).

lymphopoietin; Results: Thymic stromal lymphopoietin mRNA was significantly reduced in eosinophilic gastro-
Thymic stromal enteritis when compared with healthy controls (p <0.0001). A significantly lower amount of
lymphopoietin short thymic stromal lymphopoietin mRNA was observed in eosinophilic gastroenteritis when

compared with controls (p <0.05), while a significantly higher amount of long thymic stromal
lymphopoietin mRNA was observed in eosinophilic gastroenteritis when compared with controls
(p <0.05). Peak eosinophilic count is significantly positively correlated with the expression
of long thymic stromal lymphopoietin mRNA in the gastrointestinal mucosal of patients with
eosinophilic gastroenteritis (r; =0.623,p <0.005), while peak eosinophilic count is significantly
negatively correlated with the expression of short thymic stromal lymphopoietin mRNA in the
gastrointestinal mucosal of patients with eosinophilic gastroenteritis (rs =-0.4474, p <0.05).
Conclusions: Abnormal mucosal thymic stromal lymphopoietin expression may contribute to
gastrointestinal mucosa damage in eosinophilic gastroenteritis.
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Expressao anormal da linfopoietina estromal timica na mucosa gastrointestinal
de pacientes com gastroenterite eosinofilica

Resumo

Objetivo: Investigar a expressao diferencial das isoformas da linfopoietina estromal timica,
curta e longa, e discernir suas implicagoes biologicas na gastroenterite eosinofilica.

Métodos: Avaliamos a expressao das isoformas da linfopoietina estromal timica e suas duas
isoformas através da técnica RT-PCR quantitativa em tecidos de controles saudaveis (n=24) e
pacientes com gastroenterite eosinofilica (n=17).

Resultados: Demonstramos que o RNAm das isoformas da linfopoietina estromal timica estava
significativamente reduzido na gastroenterite eosinofilica em comparacdo com os controles
saudaveis (p <0,0001). Também descobrimos uma quantidade significativamente menor de
RNAm das isoformas da linfopoietina estromal timica curta na gastroenterite eosinofilica em
comparacao com os controles (p < 0,05) e uma quantidade significativamente maior de RNAm das
isoformas da linfopoietina estromal timica longa na gastroenterite eosinofilica em comparacao
com os controles (p <0,05). O pico da contagem eosinofilica esta correlacionado positiva e sig-
nificativamente com a expressao do RNAm das isoformas da linfopoietina estromal timica longa
na mucosa gastrointestinal de pacientes com gastroenterite eosinofilica (rs=0,623, p <0,005),
enquanto o pico de contagem eosinofilica estd negativa e significativamente correlacionado
com a expressdao do RNAm das isoformas da linfopoietina estromal timica curta na mucosa
gastrointestinal de pacientes com gastroenterite eosinofilica (rs =-0,4474, p <0,05).
Conclusoes: A expressao anormal das isoformas da linfopoietina estromal timica na mucosa
pode contribuir para o dano da mucosa gastrointestinal na gastroenterite eosinofilica.

© 2019 Publicado por Elsevier Editora Ltda. em nome de Sociedade Brasileira de Pediatria. Este
€ um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A linfopoietina estromal timica (TSLP, do inglés Thymic
Stromal Lymphopoietin) é uma citocina produzida principal-
mente por células epiteliais e expressa na pele, pulmoes,
timo e mucosa intestinal." Recentemente, foram identi-
ficadas duas variantes de transcritos humanos da TSLP,
especificamente as isoformas longas e curtas da TSLP. ATSLP
curta é a principal isoforma da TSLP, expressa sob condicées
de estado estacionario, tem propriedades anti-inflamatoérias
e antimicrobianas, enquanto a TSLP longa é expressa em
nivel baixo/indetectavel no estado estacionario e upregu-
lada durante a inflamacdo em varios tecidos.? O receptor
para a isoforma longa da TSLP, chamado de TSLPR, esta bem
caracterizado. A isoforma longa exerce suas atividades bio-
logicas através da ligacdo com o TSLPR, leva a fosforilacdao
e ativacao do transdutor de sinal e ativador da transcricao
(STAT)5.3 No entanto, o receptor para a isoforma curta da
TSLP induz a fosforilacdo do supressor p38a, uma quinase
regulada pelo sinal extracelular 1/2 e Lyn, mas nao tem
efeito sobre a fosforilacao do STATS.

A gastroenterite eosinofilica (GEE) é um distrbio infla-
matorio raro, caracterizado por infiltracao eosinofilica da
parede gastrointestinal. Demonstrou-se que tanto o meca-
nismo dependente de imunoglobulina E (IgE) quanto o
mecanismo alérgico tardio mediado por células Th2 estao
envolvidos na patogénese da GEE.*> A via de sinalizacéo
desencadeada pela TSLP tem sido extensivamente estudada

e a up-regulacao da propria citocina esta ligada a pato-
génese de inimeras doencas relacionadas as células Th2,
inclusive dermatite atopica, asma e respostas alérgicas.®” A
presenca de uma acentuada up-regulacao da citocina relaci-
onada, observada na lamina prépria de pacientes com GEE,
levou-nos a hipdtese de que uma desregulacdo da expressao
da TSLP poderia estar implicada nessa condicao. Com base
nisso, exploramos a expressao e funcao da TSLP da mucosa
na GEE.

Métodos

Pacientes e tecidos

A mucosa foi biopsiada a partir do intestino ou célon de paci-
entes com GEE (n=17, com média de 7,4 + 0,97 anos, faixa
de um a 13 anos) no momento da endoscopia de rotina. Os
espécimes da bidpsia incluiram mucosa intestinal (n=15)
e mucosa do célon (n=13). Como controle, amostras da
mucosa do coélon (n =24) foram obtidas de tecido saudavel (a
pelo menos 7 cm de distancia do pdlipo) de pacientes (n=24,
média de 5,2 4 0,67 anos, variacao de dois a 12 anos) sub-
metidos a endoscopia para polipos cdlicos. O diagndstico foi
baseado em trés critérios, a saber: (1) presenca de sinto-
mas gastrointestinais; (2) evidéncia histoldgica de infiltracao
eosinofilica (eos > 20/HPF) em uma ou mais areas do trato
gastrointestinal; e (3) exclusao de outras causas de eosino-
filia tecidual. Todos os tecidos foram obtidos de pacientes
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que assinaram um termo de consentimento informado apro-
vado pelo Conselho de Etica Institucional e permitiram que o
material ndo necessario para o diagnéstico fosse usado para
fins de pesquisa.

Extracdao de RNA e analise da expressao de RNAm
por RT-PCR quantitativa

O RNA total foi isolado a partir de biopsia com o reagente
de RNA Trizol® (TaKaRa, Japao). A sintese de DNAc (DNA
complementar) foi feita com HiScript QRT SuperMix® + gDNA
wiper (Vazyme Biotech, China). A PCR quantitativa em
tempo real (RT-PCR) foi feita no sistema ABI 7500 Real-Time
PCR Detection System, com ChamQ SYBR gPCR Master Mix
(Vazyme Biotech, China). As sequéncias de primers foram as
seguintes: TSLP forward, 5’-CCCAGGCTATTCGGAAACTCAG-
3’ e reverse, 5’-CGCCACAATCCTTGTAATTGTG-3’ (esses
primers nao distinguem entre as duas isoformas da
TSLP); TSLP longa forward, 5’-CACCGTCTCTTGTAGCAATCG-
3’ e reverse, 5’-TAGCCTGGGCACCAGATAGC-3’; TSLP curta
forward, 5’-CCGCCTATGAGCAGCCAC-3’ e reverse, 5’-
-CCTGAGTAGCATTTATCTGAG-3’. Tipicamente, foram feitos
40 ciclos de 20s a 95 °c e 20s a 60 °c, seguido pelo pro-
tocolo de dissociacao térmica para o método de deteccao
Fast SYBR Green. As reacées da PCR foram normalizadas
pela analise da expressdao de GAPDH com os seguintes pri-
mers: GAPDH forward, 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ e
reverse, 5’-ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3’. A quantidade de
cada RNAm foi normalizada para a quantidade de GAPDH na
mesma amostra. Aumentos relativos na expressao de RNAm
foram calculados com o método 2-22¢T,

Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente com o software
SPSS versao 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, EUA), com o teste
U nao paramétrico de Mann-Whitney (para comparacao dos
dados in vivo obtidos em diferentes grupos de pacientes

para dados sem distribuicao normal). Os valores sao dados
como medianas e intervalos. Para a comparacao multigru-
pos, o teste de Kruskal-Wallis foi usado para analisar dados
sem distribuicao normal, respectivamente, e os valores
de P foram ajustados com a correcao de Bonferroni para
comparacdes multiplas. Os coeficientes de correlacao foram
obtidos pelo método de correlacdo de postos de Spearman
com correcdo para postos empatados. Os dados categoricos
sao resumidos com nimeros (porcentagem) e foram compa-
rados através do teste qui-quadrado. Para todos os testes,
p <0,05 foi considerado significativo.

Resultados

Manifestacées clinicas e achados endoscopicos
de pacientes com GEE

Dezessete pacientes (10 homens, sete mulheres) foram diag-
nosticados com GEE, de acordo com os critérios acima. Os
sintomas mais comuns e os achados endoscopicos em nossa
série sdo mostrados na tabela 1. Os achados endoscopi-
cos foram inespecificos, a maioria dos pacientes apresentou
apenas mucosa hiperémica e edematosa.

Doze pacientes com doenca da mucosa de grau leve foram
tratados com sucesso com uma dieta de eliminacao. Cinco
pacientes foram tratados com prednisolona, inicialmente
com uma dose de 0,5-1 mg/dia, gradualmente diminuindo ao
longo de quatro a seis semanas. Dos cinco pacientes, quatro
apresentaram alivio dos sintomas em uma semana, enquanto
um paciente com dor abdominal melhorou em duas semanas.
Quatro pacientes sofreram complicacdes devido ao histo-
rico de alergia alimentar, mas nenhum deles apresentou
complicacdes com asma bronquica ou esofagite eosinofilica.

Infiltrados eosinofilicos de pacientes com GEE

Em nosso estudo, o diagndstico definitivo foi estabelecido
por bidpsia endoscopica em 17 pacientes. Havia 28 amostras

Tabela 1  Caracteristicas clinicas dos pacientes com GEE (n=17) e controles saudaveis (n=24)
GEE Controles p
(n=17) (n=24)
Idade (média, anos) 7,40 + 0,97 5,24 + 0,67 0,06
Sexo (M F) 10/7 18/6 0,273
Alergia alimentar (n, porcentagem) 4 (23,53) 0 (0) 0,012
Contagem eosinofilica no sangue periférico (109/L) 0,87 + 0,49 0,25 + 0,05 0,05

Manifestacao clinica

Dor abdominal (n, porcentagem)
Diarreia (n, porcentagem)
Vomito (n, porcentagem)
Sangramento retal (n, porcentagem)
Achados endoscopicos
Mucosa hiperémica e edematosa
Mucosa friavel
Sangramento
Mucosa nodular

Erosao

13 (76,47%)

4 (23,53%)
4 (23,53%)
2 (11,76%)

15(88,24%)
4(23,53%)
3(17,65%)
2(11,76%)1(5,88%)
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Figura 1  TSLP, expressao da TSLP curta e TSLP longa na mucosa em GEE. Transcritos de TSLP, quantificados por qRT-PCR, no
intestino ou colon de 17 pacientes com GEE e 24 controles. As barras horizontais sao valores médios. A significancia estatistica foi
calculada com o teste de Mann-Whitney. As barras horizontais sao medianas com intervalos.

de biopsia, inclusive 15 do ileo proximal e 13 do célon. Os
infiltrados eosinofilicos geralmente apresentam distribuicao
desigual e podem ser necessarias multiplas biopsias pro-
fundas para estabelecer o diagnostico. O pico de contagem
eosinofilica foi maior do que 50/campo de alta poténcia
(HPF, do inglés High Power Field) em cinco amostras de
biopsia, inclusive trés amostras de biopsia do intestino e
duas amostras de bidpsia do célon (material suplementar).

Expressao das TSLPs da mucosa gastrointestinal
de pacientes com GEE

Existem trés variantes de transcritos (base de dados Ref-
Seq), mas apenas duas originam RNA codificadores: a
variante 1 do transcrito canénico da TSLP (NM_033035_hg19
160 chr5: 110407589-110411772) e a variante 2 do trans-
crito (NM_138551_hg19 64cr5: 110409281-110411772). Os
dois transcritos codificadores codificam para a isoforma
longa da TSLP de 159 aminoacidos (variante 1) e para a
TSLP curta (variante 2), que engloba os Ultimos 63 resi-
duos da TSLP longa e ¢ idéntica a sua por¢ao C-terminal.
Avaliamos os transcritos da TSLP da mucosa (total: iso-
formas da TSLP curta+longa) por gRT-PCR (fig. 1). Apos
normalizacdo para GAPDH, o RNAm da TSLP estava sig-
nificativamente reduzido na GEE em comparacao com os
controles saudaveis ??(p <0,0001). Também medimos os
transcritos das isoformas longas e curtas da TSLP na mucosa
gastrointestinal de pacientes com GEE e controles e desco-
brimos uma quantidade significativamente menor de RNAm
da TSLP curta na GEE em comparacdo com os contro-
les (p <0,05), e uma quantidade significativamente maior
de RNAm da TSLP longa na GEE em comparacdao com os

controles (p <0,05). Além disso, avaliamos os transcritos
da TSLP da mucosa nos pacientes com GEE e historico
de alergia alimentar (n=4) e os pacientes com GEE sem
histérico de alergia alimentar (n=13) e nao encontra-
mos significancia estatistica entre dois grupos (p > 0,05,
dados nao mostrados). Também avaliamos os transcritos da
TSLP da mucosa em diferentes grupos de manifestacoes
clinicas (dor abdominal, diarreia, vomitos e sangramento
retal) e observamos que nao houve significancia estatistica
(p > 0,05, dados nao mostrados). Avaliamos ainda os trans-
critos da TSLP da mucosa em pacientes com GEE tratados
com prednisolona (n=5) e pacientes com GEE tratados com
dieta de eliminacdo (n=12) e ndo encontramos significan-
cia estatistica entre os dois grupos (p > 0,05, dados nao
mostrados).

Razdes TSLP curta/longa estdao comprometidas em
pacientes com GEE

Considerando que a TSLP longa néo é expressa sob condicdes
de estado estacionario, sabemos agora que a reducao na
expressao da TSLP na mucosa gastrointestinal na GEE em
comparacao com os controles foi atribuida a falta de
expressao da TSLP curta, embora uma quantidade signifi-
cativamente maior de expressao do RNA da TSLP longa na
GEE ocorra, quando comparada com os controles. Analisa-
mos as razoes TSLP curta/longa na mucosa gastrointestinal
de pacientes com GEE e de pacientes com controles sauda-
veis. Descobrimos que as razdes TSLP curta/longa estavam
significativamente reduzidas nos tecidos de pacientes com
GEE em comparacao com as taxas observadas em controles
saudaveis (fig. 2).
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Figura 2  Analise quantitativa de PCR em tempo real e razdes do RNAm da TSLP curta/longa no tecido intestinal de pacientes com
GEE e controles saudaveis. A significancia estatistica foi calculada com o teste de Mann-Whitney. As barras horizontais sao medianas

com intervalos.
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Figura 3  Correlacdo entre a expressdo das TSLPs e o pico de contagem eosinofilica na mucosa gastrointestinal de pacientes com
GEE.

Correlacao entre a expressao das TSLPs
e a contagem eosinofilica na mucosa
gastrointestinal de pacientes com GEE

0 pico médio de contagem eosinofilica média na mucosa gas-
trointestinal de pacientes com GEE e controles saudaveis é,
respectivamente, 42,79 + 3,50/HPF e 4,33 £+ 0,57/HPF. O
pico da contagem eosinofilica esta correlacionado positiva e
significativamente com a expressao do RNAm da TSLP longa
na mucosa gastrointestinal de pacientes com GEE (rs=0,623,
p <0,005, fig. 3A), enquanto o pico de contagem eosinofi-
lica esta negativa e significativamente correlacionado com a
expressao do RNAm da TSLP curta na mucosa gastrointestinal
de pacientes com GEE (r,=-0,4474, p <0,05, fig. 3B).

Discussao

O distUrbio gastrointestinal eosinofilico foi descrito pela
primeira vez por Kaijer em 1937 e é caracterizado pela
infiltracdo de eosindfilos em diferentes camadas do trato
gastrointestinal na auséncia de causas secundarias. De
acordo com estudos anteriores, a incidéncia da GEE é esti-
mada em aproximadamente 1-30/100.000. Estudos recentes
e relatos de casos demonstraram que essa incidéncia tem
aumentado®. A TSLP, uma citocina imunorreguladora cons-
titutivamente expressa pelos enterécitos, desempenha um
papel importante na preservacao da tolerancia da mucosa
durante a homeostase no intestino. Em 2009, Harada et
al’. descreveram a existéncia de duas variantes diferen-
tes para TSLP em humanos, as isoformas longa e curta da
TSLP. Como a sequéncia dos 63 aminoacidos que compoem
a TSLP curta é completamente homoéloga ao C-terminal da
forma longa, anticorpos especificos para a forma curta nao
estdo disponiveis.>'® Assim, vimos que até aquele ponto a
expressao diferencial das duas isoformas tinha sido estu-
dada apenas através de analises quantitativas da reacao
em cadeia da polimerase, com pares de primers direciona-
dos especificamente a uma ou outra variante do transcrito.
Neste trabalho, detectamos o nivel do RNAm da TSLP, isofor-
mas longas e curtas da TSLP em pacientes com GEE ativa,
comparados com controles saudaveis. Observamos que os
transcritos da TSLP da mucosa estao reduzidos em pacien-
tes ativos com GEE em comparagao com controles saudaveis.
Quando analisamos a expressao das isoformas da TSLP na
GEE, observamos um quadro ainda mais complexo. Como
esperado pelo que foi visto na literatura, encontramos uma
up-regulacdo da isoforma longa da TSLP em amostras de
biopsia de lesoes da GEE em oposicdo aos controles sauda-
veis; inesperadamente, descobrimos que a TSLP curta estava
downregulada de forma significativa em amostras de biop-

sia de lesoes da GEE. Isso indica que temos um desequilibrio
adicional das duas isoformas em pacientes com GEE, porque
encontramos uma downregulacao da TSLP curta concomi-
tante com a up-regulacao da TSLP longa.

Apesar da clara evidéncia de uma dicotomia para as duas
isoformas da TSLP em humanos, o papel da isoforma curta
era pouco compreendido. In vivo, a TSLP longa é up-regulada
em condi¢des como dermatite atopica, asma, colite ulcera-
tiva e mucosa oral exposta ao tabaco sem fumaca, enquanto
esta ausente em tecidos saudaveis.’'"'2 Em contraste com
a TSLP longa, a TSLP curta é a forma predominante da TSLP
constitutivamente expressa em tecido saudavel. Tsilingiri
et al."? revelaram atividade imunomoduladora para a TSLP
curta. Eles descobriram que, na presenca da TSLP curta,
as células dendriticas (CDs) respondem mais levemente a
infeccao bacteriana. Dois relatérios recentes também mos-
traram uma atividade antimicrobiana de peptideos dentro
da sequéncia curta da TSLP, indicaram uma possivel ativi-
dade homeostatica adicional da TSLP curta in vivo.'"'? Sob
condicdes inflamatorias, a TSLP curta parece ser downre-
gulada, como a exposicdo a Salmonella typhimurium em
células Caco-2."? Curiosamente, foi observada uma signi-
ficativa downregulacao do transcrito da TSLP curta em
pacientes nao tratados com doenca celiaca,’? o que esta de
acordo com a observacoes anteriores para expressao redu-
zida da TSLP curta em outra patologia intestinal, a doenca
de Crohn.'" Isso contribui para a inflamacéao crénica devido
ao consequente comprometimento na diferenciacao de célu-
las dendriticas tolerogénicas. Por outro lado, quando a TSLP
longa é up-regulada, como em pacientes com dermatite
atopica e colite ulcerativa, presumivelmente através da
ativacao da proteina NF-«B, caracteristica da inflamacao
tanto na doenca inflamatoria intestinal quanto na dermatite
atépica,'®"'® um componente da Th2 ¢é induzido. A cocul-
tura de CDs estimuladas pela TSLP longa com células CD4+T
alogénicas resulta na geracao de células Th2 inflamatorias,
produzi citocinas Th2 classicas, inclusive IL-4, IL-5, e IL-13.
O padrao de expressao para as duas variantes da TSLP em
pacientes com GEE revela que a forma longa ¢ induzida pela
inflamacao gastrointestinal, enquanto a forma curta parece
ser downregulada pela inflamacao gastrointestinal.

Durante a eosinofilia, os eosinofilos sao regulados por
quimiocinas e citocinas. A TSLP promove a eosinofilia pela
inducao das citocinas Th2, inclusive a expressao de IL-4, IL-5
e IL-13." Camundongos transgénicos que superexpressam a
TSLP tém niveis séricos elevados de IL-5. Além disso, a qui-
miotaxia de eosinofilos induzida pela TSLP aumentou apos
a pré-incubacao com IL-3 e com o fator de necrose tumo-
ral alfa (TNFa) quando comparados com eosinofilos que nao
foram pré-incubados com IL-3 e TNFa. Estudos tém mos-
trado que a fosforilacdo da L-plastina induzida pela TSLP
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e a migracao de eosindfilos podem ser mediadas pela via
de sinalizacao da proteina-C quinase (PKC). Com base nes-
ses dados, avaliamos a correlacao entre a TSLP e o pico da
contagem eosinofilica na mucosa gastrointestinal de paci-
entes com GEE. Nossos dados mostraram que a expressao
do RNAm da TSLP longa esta positiva e significativamente
correlacionada com o pico de contagem eosinofilica na
mucosa gastrointestinal de pacientes com GEE. No entanto,
a expressdao do RNAm da TSLP curta estd negativa e sig-
nificativamente correlacionada com o pico de contagem
eosinofilica na mucosa gastrointestinal de pacientes com
GEE.

Tomadas em conjunto, existe uma downregulacao conco-
mitante da TSLP curta e uma up-regulacao da TSLP longa na
mucosa gastrointestinal de pacientes com GEE. A expressao
anormal das TSLPs na mucosa gastrointestinal de pacien-
tes com GEE pode estar envolvida na patogénese da GEE.
A acdo potente demonstrada pelas TSLPs na GEE sugere
que se deve levar em conta esses dois aspectos, pode, por
um lado, bloquear o potencial inflamatorio da TSLP longa
quando essa € up-regulada e, por outro lado, restabelecer a
homeostase imune através da administracdo da TSLP curta
ou drogas envolvidas na sua up-regulacao, quando a TSLP
curta é downregulada.

Houve algumas limitagcdes neste estudo. Primeiro, é de
centro Unico e o tamanho da amostra nao era grande, o que
restringe a generalizacao. No entanto, nossos dados foram
representativos o suficiente para observar a alteracao da
expressao da TSLP na mucosa com dano da mucosa gas-
trointestinal na GEE. Mais estudos com maior nimero de
pacientes sao necessarios para confirmar nossos achados. Em
segundo lugar, investigamos apenas as mudancas na mucosa
de dois locais em pacientes com GEE. Idealmente, mais
amostras devem ser obtidas do tecido gastrointestinal onde
os eventos inflamatorios estdo ocorrendo. No entanto, as
amostras obtidas por meio de bidpsias gastrointestinais sao
limitadas pela sua complexidade, especialmente em paci-
entes pediatricos.
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