1- CONSIDERACOES INICIAIS

Introducao

Os componentes do sistema imunitario sdo dindmicos quanto ao fenotipo
e gendtipo. Linfécitos sdo gerados aos milhdes e fadados a rigoroso processo de
selecdo, ao qual apenas uma exigua minoria sobrevive, ainda assim como células
intermediarias que sofrem amplo processo de transformacdo fenotipica (ex.
diferenciagdo em Thl, Th2, Thl7, Treg) € genotipica (ex. mutagdo somatica de
linfocitos B na maturagdo da resposta humoral) (1).

O primeiro conjunto de estratégias desenvolvido pelo sistema imunitario,
ao longo da evolugdo filogenética, foi a resposta imune ndo especifica, ou natural,
mediada por fagocitos, lisozima, sistema do complemento, foll-like receptors
(TLR), proteinas de fase aguda, PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) e
DAMPs (Damage-associated molecular patterns). Embora extremamente eficazes e
essenciais, esses mecanismos tém limitagdes, principalmente por ndo apresentarem um
potencial adaptavel a repetidos estimulos (2).

O desenvolvimento do sistema imunitario adaptativo foi uma aquisi¢ao
dos animais vertebrados, sendo mediado por linfécitos e seus produtos soluveis:
anticorpos e citocinas. Essa nova estratégia permite respostas amplificadas,
extremamente potentes e dirigidas especificamente contra alvos determinados.
Ademais, ¢ capaz de reter a informacdo de um estimulo prévio, processo denominado
memoria imunologica, resultando em resposta ainda mais eficaz quando de uma
reexposicdo. H4 ampla integracdo entre as vertentes inata e adaptativa do sistema

imunitario e eventuais alteracdes no sistema inato podem ser responsaveis por



distirbios do sistema adaptativo compativeis com algumas das enfermidades
denominadas autoimunes (1, 3).

Uma importante contribuicdo para elucidacdo do elo entre imunidade
inata e adquirida foi a descoberta dos toll-like receptors (TLR), que s3o receptores
especificos para sequéncias moleculares tipicas de microorganismos. Esses receptores
possibilitam ativacdo da imunidade inata ap6s contato com agentes exogenos e
viabilizam a integracdo de linfocitos T e B a resposta imunitaria. Varios TLR tém

especificidade para acidos nucléicos, incluindo autoantigenos como DNA e snRNAs

4.

Lipus Eritematoso Sistémico

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ doenga inflamatéria autoimune
em que varios orgaos e tecidos podem ser acometidos. A forma de apresentacdo clinica
¢ bastante heterogénea e caracteriza-se por periodos de exacerbagdo e remissdo. A
gravidade da doenga ¢ variavel: desde formas leves e intermitentes até quadros graves
e fulminantes (5).

O termo lupus (do latim, lobo) foi usado por Rogerius (Roggerio dei
Frugardi, cirurgido da Escola de Salerno), no século XIII, para descrever lesdes
erosivas da face. A palavra lapus passou da linguagem vulgar para a literatura médica,
gracas as investigacdes historicas de Virchow. Em 1846, Ferdinand Von Hebra
descreveu dois tipos de lesdes no lupus eritematoso: manchas em forma de disco e
outras menores e confluentes e introduziu a denominacdo de borboleta para o eritema
malar. O seu discipulo Moritz Kaposi (1837-1902) subdividiu o lipus em formas
discoides e formas disseminadas e introduziu o conceito de doenga sistémica com

progndstico potencialmente fatal (6, 7).



A prevaléncia ¢ estimada em 40 a 50 casos por 100 000 habitantes, ¢ a
incidéncia quase que triplicou nos ultimos 40 anos devido ao diagnostico das formas
mais leves da doenga. As taxas de incidéncia na América do Norte, América do Sul e
na Europa sdo estimadas em 2 a 8 por 100 000 habitantes por ano (8). Na cidade de
Natal-RN a incidéncia de LES foi de 8,7 casos novos por 100 000 habitantes por ano,

em estudo realizado em 2000 (9).

Embora a causa ndo seja conhecida, admite-se que a interagdo de fatores genéticos, hormonais e ambientais

participe do desencadeamento desta doenca (10). Evidéncias sugerem a importancia do papel da genética
na patogénese : 5 a 12% dos parentes de pacientes com LES desenvolvem a doenga, e
ha uma maior frequéncia de anticorpos anti-Clq e anti-cardiolipina, além de
anormalidades de C3 e C4 nos familiares destes pacientes. Os gémeos monozigdticos
apresentam maior concordancia da frequéncia de LES que os dizigéticos. Uma
combinagdo de genes de susceptibilidade ou a presenca de genes de susceptibilidade
associado com a auséncia de genes protetores sdo necessarios para "atingir"
susceptibilidade genética suficiente para permitir o desenvolvimento da doencga (11).

O meio ambiente provavelmente tem um papel na etiologia do LES, por
meio dos seus efeitos sobre o sistema imunoldgico. As infecgcdes podem intensificar
respostas imunologicas indesejaveis. Os virus, por exemplo, podem estimular células
especificas do sistema imunoldgico. Pacientes com LES apresentam frequentemente
altos titulos dos anticorpos antivirus Epstein-Barr, possuem carga viral circulante deste
virus aumentada e produzem anticorpos anti-retrovirus. Infec¢gdes por micobactérias e
tripanossoma podem induzir a formagdo de anticorpos anti-DNA ou mesmo sintomas
lupus-simile, e infecgdes bacterianas podem induzir ativacdo do LES (12). Cerca de
70% dos pacientes com LES apresentam ativagdo da doenca apods exposi¢do a luz
ultravioleta. Esta pode estimular queratindcitos a expressar mais RNP

(ribonucleoproteina) em suas células de superficie e a secretar mais IL-1, IL-3, IL-6,



GM-CSF (fator estimulador de granulécitos e macrofagos) e TNF-a (fator de necrose
tumor alfa), que estimulam as células B a produzir mais anticorpos. A exposicao a luz
ultravioleta também induz apoptose dos queratindcitos, o que possibilita exposi¢do de
automoléculas no sistema imunologico (13).

Os hormonios possivelmente interferem na incidéncia e na gravidade do
LES. Essa hipotese ¢ baseada nas fortes evidéncias demonstradas na literatura de que o
estradiol, a testosterona, a progesterona, a deidroepiandrosterona (DHEA) e a
prolactina apresentam importantes fungdes imunorregulatorias (14).

O estrogeno estimula timocitos, células T CD4+ e CD8+, células B,
macrofagos, a liberagdo de certas citocinas e a expressdo do HLA e moléculas de
adesdao (VCAM e ICAM). Ao contrério, androgenos tendem a ser imunossupressores.
A progesterona suprime a proliferacdo de células T e aumenta o numero de células
CDS8, enquanto a hiperprolactinemia estd associada a ativacdo do LES. Apesar dos
possiveis efeitos dos hormonios sexuais no LES, a expressdo clinica da doenca ¢ a
mesma no homem e na mulher (15).

O lupus € primariamente uma doenca com deficiéncias na regulagdo do
sistema imunologico. Essas anormalidades sdo secundarias a perda do mecanismo de
auto tolerancia, incluindo ativacdo desregulada de linfécitos B e T. Esta ativacdo
desencadeia subsequente ativacdo policlonal de linfocitos circulantes com produgdo de
grande quantidade de autoanticorpos reativos e formagdo de imunocomplexos que
causam dano tecidual e organico. Este ¢ um processo complexo que envolve interacao
de citocinas, quimiocinas, moléculas de sinalizacdo e receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs do inglés pattern recognition receptors) (16).

Perfil de citocinas do lipus eritematoso sistémico



As citocinas sdo moléculas proteicas pequenas soluveis que participam
da cascata inflamatoéria. Sdo produzidas principalmente por células autoimunes e
apresentam papel crucial na diferenciagdo, maturagdo e ativagdo de vdrias células do
sistema imunoldgico. Podem exercer fungdes pro-inflamatorias, anti-inflamatorias ou
ambas dependendo de fatores especificos e do microambiente local. Anormalidades na
funcdo e liberagdo de diversas citocinas t€m sido identificadas em pacientes com LES
(17).

Sabe-se que a ativagdo do sistema imunoldgico em individuos com
lupus, inicia-se com a presenca de autoantigenos resultantes, em parte, da perda da
auto tolerancia e de defeitos da apoptose. Estes antigenos, por meio das células
apresentadoras (magrofagos, monoécitos e células dentriticas), entram em contato com
os linfocitos T auxiliares CD4 + chamados de ThO, principalmente pelo estimulo do
interferon alfa (IFNa). Os linfécitos ThO diferenciam—se em Thl, Th2, Th17 e outros
fendtipos e produzem interleucinas com respostas funcionais diferentes (18).

As principais respostas funcionais conhecidas no LES sdo: Thl (IL2,
IL12, TNFa e IFNy), Th2 (IL4, IL5, IL25, IL10 e IL13), Th17 (IL17, IL21, IL22,
1L.24, 1L26) e a T reguladora (linfécito Treg) que libera mediadores inibitdrios como o
fator de crescimento B (TGF B) e a IL10. Os linfocitos T, por sua vez, liberam
determinadas citocinas e quimiocinas que vao interferir no processo inflamatério local.
Ao mesmo tempo as células apresentadoras de antigenos também estimulam os
linfocitos B, por meio do fator ativador de linfocitos (BAFF), a produzir
autoanticorpos que diretamente ou apds a formagdo de imunocomplexos vao iniciar
e/ou perpetuar o dano tecidual (17-19). O advento de novas e avangadas técnicas que
permitem a andlise intracelular e extracelular de citocinas, permitiu o melhor

entendimento do perfil e dos mecanismos celulares das citocinas em pacientes com



LES. Diante disso, acredita-se que haja aumento das respostas Thl, Th2 e Thl7 e

reducdo funcional dos linfocitos reguladores como ilustrado na figura 1 (19).
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Figura 1: Citocinas interligando o sistema imunoldgico no LES. TGF B e IL10 exibem
principalmente efeitos anti-inflamatdrios e IL6, BAAF (fator ativador de linfocitos), IFNa,
IFNy, IL17 e IL23 efeitos inflamatoérios.

Serdo descritas a seguir as citocinas IL17, IL10, IL6, TNFa e os
receptores soltveis 1 (STNFR1) e 2 (sTNFR2) que fazem parte das respostas
funcionais dos linfécitos Th17, Th2 e Thl, respectivamente.

Os linfocitos Th17 produzem vérias citocinas como a IL17 e ILS,
quimiocinas e metaloproteinases. A IL17 estimula o recrutamento de mondcitos,
neutrofilos e linfocitos para os tecidos inflamados, a expressdo de moléculas de adesdo,
as interleucinas IL6, IL1P e IL21 e a diferenciacao de células B. Por estar envolvida na
diferenciagdo de linfocitos B e T e por estimular a produgdo de autoanticorpos
Nalandian e colaboradores sugeriram que esta citocina poderia participar da

patogénese do lupus eritematoso sistémico (20-23).




Varios estudos descreveram concentragoes elevadas de IL17 em
pacientes com LES quando comparadas as concentragdes dos individuos sem a doenca
(24-28). Alguns autores também registraram correlacdo desta citocina com a atividade
da doenca e associa¢dao da IL17 ao acometimento renal de pacientes lipicos (29-31).
Tanasescu e colaboradores observaram a presenca de IL17 em lesdes cutineas
discoides e subagudas de pacientes que ndo preencheram os quatro critérios de
classificagdo do LES, bem como em pele de individuos com diagnostico de LES sem
lesdes cutaneas. Todos estes grupos de pacientes apresentaram maiores niveis séricos
desta citocina quando comparados aos individuos controles, sugerindo que ela poderia
estar envolvida na patogénese das lesdes cutaneas do lupus (32).

A interleucina 6 ¢ produzida primariamente por macréfagos e em menor
quantidade por outros tipos celulares como linfocitos, células mesangiais e endoteliais.
E capaz de ativar macréfagos e linfocitos B, estimular a secre¢do de imunoglobulinas e
autoanticorpos e estd envolvida na diferenciacdo de linfocitos T para resposta Th17
(18). Promove também a maturagdo de células mieloides, estimulando a produgdo de
plaquetas e diferenciacdo de osteoclastos, além de estimular os hepatdcitos a produzir
proteinas de fase aguda (33, 34).

Estudos em individuos com LES identificaram niveis séricos elevados
da IL6 tanto em criangas (35) quanto em adultos (31, 34, 35, 36, 37). Pacientes adultos
com doenga ativa apresentaram niveis séricos de IL6 elevados e se correlacionaram
com atividade da doenga (34) e com presenca de anticorpos anti-DNA nativo (33, 36,
37). A IL6 esta associada a nefrite lupica e, nestes pacientes, evidenciam-se também
elevados niveis urindrios desta citocina (38). Estd aumentada em pacientes com
complicac¢des cardiopulmonares (39) e articulares (40), assim como estd elevada no

liquor de pacientes com manifestagdes neuropsiquiatricas (41).



A interleucina 10 (IL10), produzida principalmente pelas células T,
monocitos, macrofagos e linfocitos B, tem importante funcdo imunorreguladora.
Aumenta a sobrevida e estimula a diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos B com
consequente producdo de autoanticorpos. A desregulacdo da IL10 e de seus receptores
¢ associada a maior susceptibilidade a infecgdes e a doengas autoimunes incluindo o
LES (20, 42).

Alguns autores, ao analisar as dosagens séricas de IL10 em pacientes
com LES, observaram elevados niveis séricos desta citocina e correlagdo com
atividade da doenca (43) e com a producdo do anticorpo anti-DNA nativo (44). Zhi-
Chun e colaboradores descreveram elevadas concentragdes de IL10 em pacientes com
nefrite lapica (45) e Llorente e colaboradores evidenciaram que ao inibir a IL10, as
lesdes cutineas e os sintomas articulares melhoraram (46).

O fator de necrose tumoral o ¢ uma citocina que produz estimulos
diferentes em varias condigdes fisiologicas e patoldgicas. Participa da ativacdo e
desenvolvimento de células dendriticas, e de linfocitos T e B, além de ser um mediador
inflamatorio e indutor de apoptose (47). O estimulo para producdo de receptores de
membrana de TNF ¢ feito pelo proprio TNFa (48). Os receptores entdo sdo clivados da
membrana e tornam-se receptores soliveis com propriedade de se ligar ao TNFa sérico
podendo assim protegé-lo da inativacdo realizada por outras citocinas inibitdrias (49).
Concomitantemente a esta func¢ao estimulatéria os receptores soliveis podem reduzir a
producdo de TNFa pelos monocitos e macrofagos e participar na regulagdo funcional
desta citocina (50).

O TNFa estd envolvido na patogénese do LES com agdes tanto
inflamatorias quanto de regulagdo imunologica (51). Nao esta claro, até o momento, se

o fator de necrose tumoral ¢ benéfico ou deletério para estes pacientes. Estudos



evidenciam que esta citocina e respectivos receptores estdo elevados em soro de
pacientes com LES, e podem estar associados com maior atividade da doenca (48) e ao
acometimento renal (52, 53). Munroe e colaboradores mostraram que varios
mediadores inflamatdrios, entre os quais o TNFa e seus receptores soluveis, estdo

elevados no soro de pacientes mesmo antes da reativacao da doenca (54).

Tecido adiposo e adipocinas no lipus sistémico

O perfil de reposta dos linfocitos T caracteristico do lapus,
conjuntamente com 0s autoanticorpos € imunocomplexos podem determinar
caracteristicas clinicas diferentes da doenca. Além do perfil inflamatério proprio da
doenga, os pacientes podem apresentar outras enfermidades ou outras condi¢gdes que
poderiam modificar a resposta inflamatoria individual (55).

Dentre estas comorbidades destaca-se a obesidade. Esta ¢ definida pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) como o actimulo excessivo ou anormal de
gordura (56) e sua prevaléncia vem crescendo entre a populacdo geral. Segundo a
OMS aproximadamente 35% da populacdo mundial tem sobrepeso ou € obesa (56). Em
2011, existiam 500 milhdes de obesos no mundo com perspectiva de dobrar este
nimero para um bilhdo em 2030. No Brasil, o ultimo registro publicado em 2013,
referente ao estudo nacional de Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para
Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), publicou que,
aproximadamente, 49% das mulheres tém excesso de peso (57).

A obesidade ¢ um dos fatores de risco tradicionais para doenga
cardiovascular (DCV) e estd associada com maiores niveis glicémicos, maior

frequéncia de hipertensdo arterial sist€émica, elevacdo sérica dos marcadores
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inflamatorios, maior incidéncia de tumores so6lidos e pior capacidade funcional,
contribuindo para o aumento da morbidade e da mortalidade em pacientes com LES
(55, 58)

O tecido adiposo tem sido recentemente reconhecido como um 6rgao
endocrino ativo que integra as fungdes endodcrinas, metabdlicas e imunologicas (59).
Em condigdes fisiologicas mantém a integridade estrutural e funcional proporcionando
equilibrio entre as fungdes metabolicas e imunoldgicas. O aumento do tecido adiposo
caracterizado pelo maior nimero e tamanho dos adipécitos e do tecido extracelular,
leva a necrose celular e hipdxia tecidual. Esta conjuntamente com a endotoxemia
tecidual e o estresse do reticulo endoplasmatico dos adipocitos estimula a migragdo e
ativacdo de células imunoldgicas para o tecido adiposo, principalmente de macréfagos,
células dendriticas, mastocitos, neutrofilos e linfocitos B e T. Estas células, além de
estarem em numero aumentado no tecido adiposo, também sofrem modificacdo na sua
distribuicao e fungao (60, 61).

Os macrofagos, os quais exemplificam bem esta mudanca de fungdo,
sdo as células imunoldgicas em maior nimero no tecido adiposo e, caracteristicamente,
apos estimulo do interferon vy, se diferenciam em um subtipo inflamatério nomeado de
M1. Ou seja, produzem citocinas inflamatdrias, principalmente, TNF a, IL 6 ¢ IL1
(61-63). Os linfocitos T helper passam a modular a sua resposta funcional em Thl e
Th17 ocorrendo redugdo na populacdo de linfécitos reguladores (64, 65). Estas
modificacdes estruturais e funcionais caracterizam o estado inflamatério de baixo grau
também chamado de metainflamagdo, encontrado em individuos obesos. Esta
inflamacdo desencadeia alteragdes metabodlicas conhecidas como a resisténcia

insulinica, disfun¢do endotelial e aterosclerose (63, 66).
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Versini e colaboradores destacaram, em revisdo recente, que a
obesidade pode estar associada ao aumento da prevaléncia e pior prognodstico de
doengas imunomediadas (67). Mecanismos que conectam o tecido adiposo ao sistema
imunoldgico ainda estdo sendo estudados. Um mecanismo descrito € a participagdo do
fator inibidor de apoptose de macrofagos na producdo de imunocomplexos. Este fator ¢
uma proteina produzida pelos macroéfagos que aumenta a sobrevida destas células e
induz a lipdlise. Por meio da lipolise ocorre a liberagdo de acidos graxos saturados que
estimulam a produ¢do de quimiocinas pelos adipocitos favorecendo ativagdo de
macrofagos M1. Além disso, o inibidor de apoptose de macrofagos forma
imunocomplexos com a imunoglobulina IgM. Estes imunocomplexos sdo entdo
apresentados pelas células dendriticas foliculares aos linfocitos B, estimulando assim a
produgdo de autoanticorpos (68).

As adipocinas sdo proteinas produzidas principalmente por células
adiposas que participam da regulagdo imunoldgica e dos processos inflamatorios
sistémicos (21, 67). Em individuos sem doengas autoimunes, as adipocinas leptina e
resistina apresentam geralmente funcdo inflamatéria e a adiponectina funcdo anti-
inflamatoria (20, 69). Em doengas inflamatdrias cronicas como o LES as concentragdes
séricas das adipocinas, principalmente leptina e adiponectina, estdo geralmente
elevadas quando comparadas aos individuos controles (70-72).

Leptina ¢ um hormdnio peptidico nao glicosilado produzido
principalmente pelo tecido adiposo e por células inflamatdrias. Estruturalmente
pertence a superfamilia das citocinas tipo 1 que incluem IL3, IL6 e IL12 (73, 74). Este
hormdnio modula, via hipotadlamo, a fome, o peso corporal e as reservas de gordura. Os
niveis circulantes sdo diretamente correlacionados com a massa de tecido adiposo tanto

em individuos saudéaveis quanto em pacientes com LES (70-72).
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A expressdo da leptina ¢ regulada, principalmente, pela ingestdo
alimentar, hormonios e por mediadores inflamatorios (69). Participa na regulacio
imunolodgica tanto na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa. Na primeira,
estimula os macrofagos e os mondcitos, a fungdo fagocitica, a inducao de ecosanoides
e de oxido nitrico, além de estimular a produ¢do de citocinas pro-inflamatoérias,
principalmente TNFa, IL6 e IL12 (75, 76). Induz, ainda, a quimiotaxia de neutrofilos e
interfere na proliferacdo, diferenciacdo, ativacdo e citotoxicidade das células natural
killer (76, 77). Na resposta imunologica adaptativa, a leptina induz a ativacdo de
células T e modifica o padrdo de resposta de citocinas das células T para Thl, além de
inibir as células T regulatdrias (Tregs) (78, 79). Yu e colaboradores descreveram, em
camundongos com LES, que a leptina também pode induzir a resposta Th17 (25).
Amarilyo e colaboradores observaram que a leptina tem efeitos anti-apoptoticos em
timocitos de camundongos com LES, sugerindo que esta poderia estar envolvida na
autorreatividade de células T (80). Interessante observar que citocinas inflamatdrias
também podem estimular a liberagdo de leptina no tecido adiposo e, esta, por sua vez,
pode ampliar o processo inflamatorio o que pode justificar, em parte, os niveis
aumentados de leptina em pacientes com LES (71).

Estudos que avaliaram a concentragdo plasmatica de leptina em
pacientes com LES sdo consistentes e indicam niveis elevados de leptina quando
comparado aos individuos controles, mesmo apds ajuste estatistico para o indice de
massa corporal (IMC), hipertensao, hiperlipidemia e diabetes (81-84).

A maioria dos autores ndo relatou correlagdo entre a atividade da
doenga e maiores niveis séricos de leptina (72, 85). Chung e colaboradores
demonstraram correlagdo entre proteina C reativa (PCR) e elevados niveis de leptina,

porém sem associagdo com atividade da doenga (85). Poucos estudos analisaram a
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associagdo com as manifestagdes clinicas do Ilupus. Apenas Wislowska e
colaboradores, ao estudar 30 pacientes com LES, observaram que pacientes com artrite
e envolvimento do sistema nervoso central apresentaram menores niveis de leptina
quando comparados aos pacientes sem estas manifestacdes clinicas (72).

Outra proteina produzida pelo tecido adiposo — adiponectina, apresenta-
se em formas monoméricas (tecido adiposo), globulares ou oligoméricas (plasma), de
baixo, médio ou alto peso molecular. A adiponectina usualmente estd diminuida em
individuos obesos sem doengas autoimunes (86, 87).

O fator de necrose tumoral alfa e a IL6 inibem, geralmente, a produgdo
de adiponectina pelo tecido adiposo. Esta, por sua vez, também suprime a producgdo de
citocinas inflamatérias, o que sugere regulacdo negativa entre a adiponectina e as
citocinas inflamatorias (20). Em contrapartida, estudos apontam para a elevagdo desta
adipocina em pacientes com doengas inflamatdrias como artrite reumatoide e LES (20,
88).

O efeitos anti-inflamatorios e pré-inflamatorios da adiponectina podem
se dever, em parte, as diferentes conformagdes moleculares desta adipocina.
Adiponectina de baixo peso molecular, por exemplo, bloqueia a indugdo da secregdo
de endoxina pela IL6 e estimula a producdo de IL10. A adiponectina pode inibir a
proliferacdo e atividade fagocitica dos mondcitos e macrofagos e estimular o
antagonista do receptor de IL1. Ja as adiponectinas de médio e alto peso molecular
estimulam a proteina I quimioatrativa de monécito (MCP 1) e a sintese de IL8 (89, 90).
A adiponectina, portanto, pode atuar inibindo a ativacao e a proliferacdo dos linfocitos
T e a linfopoiese dos linfocitos B. O efeito na produgdo das citocinas parece depender
da isoforma, do tipo e da ativagdo da célula-alvo, bem como da presenga de citocinas

pré-inflamatorias que possam modificar a expressdo dessa adipocina (91).
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Em pacientes com lipus, maiores concentracdes de adiponectina sdo
observadas em pacientes do que em individuos controles (85). Elevacdes dos niveis
séricos e urinarios de adiponectina foram demonstrados nos pacientes com nefrite
quando comparados com pacientes sem acometimento renal. Alguns autores sugerem
ainda que a adiponectina urindria poderia ser um marcador de atividade renal (92-94).

Resistina ¢ uma proteina de baixo peso molecular secretada, em
camundongos, principalmente pelo tecido adiposo, no entanto em humanos a maior
reserva desta adipocina estd em células mononucleares (95). Além da sua funcdo
metabolica, a resistina participa da resposta inflamatoria, Kaser e colaboradores
demonstraram que a expressio do RNA mensageiro da resistina, em células
mononucleares ¢ regulada por citocinas inflamatdérias como TNFa, IL6 e IL1(96).
Stejskal e colaboradores, em humanos, demonstraram elevagdo da resistina em doencgas
inflamatorias agudas (97). Resistina estd presente em articulagdes inflamadas de
pacientes com artrite reumatoide (98). No LES, esta adipocina estd elevada no plasma
quando comparada a individuos sem LES e estd associada a marcadores de inflamagao
(PCR e VHS) e disfuncao renal (99). Recentemente, Hutcheson e colaboradores
evidenciaram que as concentracdes séricas e urinarias de resistina correlacionaram com
a presenca de nefrite lupica, sugerindo que esta adipocina possa ser um marcador de

nefrite em pacientes com LES (100) .

Obesidade e as citocinas no lupus sistémico
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A integracdo entre estado nutricional e imunidade, que sob condigdes
fisioldgicas ¢ benéfica para a saude, pode passar a ser prejudicial em certas situagdes.
A desnutri¢ao, causando imunossupressao, e a obesidade, que desencadeia inflamagao
sistémica, sdo condi¢cdes que podem modificar a resposta do individuo a determinada
doenga (101, 102).

Em estudo prévio, realizado no Servico de Reumatologia HC/UFMG,
em que o estado nutricional de 170 pacientes com LES foi avaliado, observou-se
frequéncia de 64,2% de excesso de peso e 28,3% de pacientes obesas (103). Taxas
elevadas, semelhantes a descrita neste estudo anterior, foram observadas também por
outros autores (55, 104).

Como o tecido adiposo pode se comportar como tecido inflamatdrio
tanto em individuos saudaveis como em pacientes com doengas autoimunes, mudanga
da composicdo corporal poderia promover alteragdes no perfil de citocinas dos
pacientes. Todavia, poucos estudos descrevem estas modificagdes na populagdo
lapica.(55, 105).

A obesidade ¢ associada a maior expressdo da IL17 e a maior
inflamacao mediada pela resposta Th17 (59). Descreve-se que mulheres obesas (IMC >
30 Kg/m?) apresentam maiores niveis séricos desta citocina do que mulheres eutréficas
(IMC = 18-25 Kg/m®) (106). No LES a associagio entre IMC e resposta Th17 ainda é
pouco estudada.

Em individuos obesos, sem doengas autoimunes, sdo observados niveis
mais elevados de IL6 do que em individuos eutrdficos (107). Em pacientes com LES,
dois estudos descreveram esta correlagdo entre IMC e concentragdes séricas de IL6. O
primeiro, descrito por Oeser e colaboradores, avaliou 100 pacientes com LES e

demonstrou que aqueles que apresentaram maior IMC apresentaram maiores
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concentragdes séricas de IL6. Esta associagdo permaneceu estatisticamente
significativa mesmo apos ajuste para a idade, sexo, atividade da doenga (SLEDAI) e
dano organico (SLICC) (55). O segundo identificou que em 52 pacientes com LES
juvenil a IL6 ndo foi associada ao indice de massa corporal (IMC) elevado (35).

Estudo italiano evidenciou que mulheres obesas apresentaram maiores
niveis séricos da IL10 quando comparados com mulheres eutroficas (108). Sinicato e
colaboradores observaram que as criangas com lipus e obesas apresentaram maiores
concentragdes de IL10 do que aquelas ndo obesas (IMC<30 Kg/m?), no entanto, nio
houve significancia estatistica (35).

Elevadas concentragdes de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) sdo
produzidas pelo tecido adiposo de individuos sauddveis com sobrepeso
(IMC>25Kg/m”) e obesos (IMC>30Kg/m?) quando comparado com individuos
eutroficos (107, 109, 110). Sinicato e colaboradores evidenciaram que, em pacientes
com LES juvenil, aqueles com maior concentracdo sérica de TNFo eram os que
apresentavam maior IMC e maior gordura corporal total mensurada pela densitometria
(35).

As adipocinas, leptina e adiponectina se correlacionam com IMC, a
primeira leva suas concentragdes em pacientes com maior IMC e segunda apresenta
uma correlagdo inversa com o indice de massa corporal (81, 86, 92, 111). No entanto a
associacdo da resistina com obesidade em pacientes com LES ainda ndo estd bem
definida.

Observa-se que hd mudangas no perfil de citocinas e adipocinas nos
pacientes com LES assim como em individuos com excesso de gordura corporal.

Como seria o perfil destas citocinas em pacientes com LES e obesidade?



17

Este projeto ¢ parte da linha de pesquisa “Nutricao e Lupus Eritematoso
Sistémico” iniciada em 2008. E uma parceria do Servigo de Reumatologia e o Grupo
de Nutricdo do Instituto Alfa de Gastroenterologia, Hospital das Clinicas/UFMG.
Como parte desta linha de pesquisa foram concluidas duas Dissertagdes de Mestrado e
uma Tese de Doutorado. A primeira defendida pela autora do presente estudo (FMMS)
e intitulada Lupus eritematoso sistémico: avaliacdo do estado nutricional, da
atividade fisica e dos fatores associados ao excesso de peso. A segunda, defendida
por uma nutricionista (MCB) intitulada: Avaliagcdo do estado nutricional e da ingestdo
alimentar de pacientes com lupus eritematoso sistémico, atendidas no Servigo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas/UFMG, e a tese de doutorado desta mesma
autora (MCB) defendida em 2014, “Acidos graxos émega-3 e lipus eritematoso
sistémico: influéncia no perfil inflamatorio, na atividade da doeng¢a e nos exames
bioquimicos”.

As dissertagdes deram origem a trés artigos: “Avaliagdo do estado
nutricional e da atividade fisica em pacientes com lupus eritematoso sistémico”
(ANEXO A), “Nutritional status and food intake in patients with systemic lupus
erythematosus” (ANEXO B) e “Excess weight and associated risk factors in patients
with systemic lupus erythematosus” (ANEXO C). E a tese de doutorado, até o

momento, originou o seguinte artigo: “Acidos graxos poli-insaturados omega-3 e

lupus eritematoso sistémico: o que sabemos?”’(ANEXO D).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS DO ARTIGO I

Objetivos gerais:

1- Estudar a associagdo entre o TNFa e seus receptores (sistema TNF) e as
manifestagdes clinicas, laboratoriais, tratamento e atividade da doenca e o indice de
dano em pacientes com lupus eritematoso sistémico atendidos no Servigco de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC/UFMG).

2- Estudar a associacdo entre as adipocinas - leptina, resistina e adiponectina - e
as manifestacdes clinicas, laboratoriais, tratamento e atividade da doenca em pacientes
com lupus eritematoso sist€émico.

Objetivo especifico:

1- Correlacionar as adipocinas - leptina, resistina ¢ adiponectina - € o sistema

TNF em pacientes com LES.

2.2 OBJETIVOS DO ARTIGO II

Objetivo geral:

1-Estudar o perfil inflamatério de pacientes com lupus eritematoso sistémico
atendidos no Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (HC/UFMG).

Objetivo especifico:

Analisar se a obesidade modifica o perfil inflamatorio de pacientes com lupus

eritematoso sistémico.
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3 ARTIGOS

3.1 ARTIGO I: Adipocinas, fator de necrose tumoral e seus

receptores no lupus eritematoso sistémico

3.1.1 Resumo

Introducdo: As adipocinas e o fator de necrose tumoral (TNF) e seus
receptores podem participar da regulagdo imunolédgica e dos processos inflamatdrios de
doengas autoimmunes. No lipus eritematoso sistémico (LES) sabe-se que o fator de
necrose tumoral participa da patogénese da doenga, no entanto o papel das adipocinas
ainda ndo estd bem definido. Nao sabemos também como o sistema TNF se
correlaciona com as adipocinas no LES. Objetivos: Em mulheres com LES: 1-analisar
a associacdo do TNFa e seus receptores com as manifestagdes clinicas, laboratoriais, o
tratamento e com a atividade da doenga; 2- estudar a associacdo entre as adipocinas e
as manifestagoes clinicas, laboratoriais, o tratamento ¢ a atividade da doenca; 3-
correlacionar as adipocinas e o sistema TNF. Métodos: Estudo transversal realizado no
Servigco de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Foram incluidas 136
pacientes com diagnostico de LES (ACR, 1997), do sexo feminino e maiores de 18
anos. Foram coletados dados referentes as caracteristicas socio-demograficas,
manifestagdes clinico-laboratoriais € uso de medicamentos. A atividade da doenga foi
mensurada pelo SLEDAI-2K modificado ¢ o dano cumulativo irreversivel pelo
SLICC-ACR/DI. As concentragdes séricas do TNFa, receptor 1 solivel do TNFa
(sTNFR1) e receptor 2 soltivel do TNFa (sSTNFR2) e as adipocinas (leptina, resistina e
adiponectina) foram analisados por kits de ensaio imunoenzimatico ELISA.

Resultados: As medianas (IIq) da idade e do tempo de doenca das 136 mulheres
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avaliadas foram de 41,5 (33,0 — 49,7) anos e 11,3 (7,8 — 15,8) anos, respectivamente,
105 (77,2%) foram classificados como ndo brancas e 67 (49,3%) pacientes estavam na
p6s menopausa. A mediana da dose acumulada de prednisona foi 36,5 (22,9 — 51,1) ge
da dose diaria de prednisona no inicio do estudo foi 5,0 (0,0 — 10,0) mg/dia. A mediana
(IIg) da atividade da doenca e do indice de dano foi 0 (0 — 4) e 2 (1 — 3). Maiores
concentragdes do STNFR1 (p < 0,001) e do sTNFR2 (p < 0,001) foram associadas a
nefrite e do STNFR1 (p = 0,025) e do TNFa (p = 0,014) a artrite. Quanto ao uso de
medicamentos, maiores niveis de sSTNFR1 foram encontrados nas pacientes que nao
usavam antimalaricos (p=0,040). Observou-se correlacdo positiva independente entre
as concentragdes séricas de sSTNFR1 (= 0,253; p= 0,003) e do sSTNFR2 (B= 0,297; p<
0,001) com a atividade da doenga, e com o indice de dano (STNFR1: B= 0,367; p<
0,001) e o (STNFR2: B= 0,335; p< 0,001). Houve correlagdo entre o clearance de
creatinina e a resistina (rs = - 0,219; p=0,011) e a leptina associou-se apenas ao uso de
azatioprina (p= 0,013). A adiponectina foi associada de forma independente com
nefrite (p=0,009) e com uso de antimalaricos (p = 0,015). Ao correlacionar o sistema
TNF e as adipocinas observou—se correlagdo positiva entre leptina e sSTNFR2 (rs =
0,414, p=0,002), e entre resistina ¢ sTNFRI1 (rs = 0,489, p < 0,001) e sSTNFR2 (rs
=0,298 , p < 0,001). Conclusdao: O TNFa, seus receptores ¢ as adipocinas estavam
associados com artrite e nefrite. O sTNFR1 correlacionou-se com a atividade global e
com a injuria organica do lupus, sugerindo que este poderia ser utilizado como
marcador de atividade da doenga. Resistina e leptina foram associadas as maiores
concentragdes dos receptores de TNFa. Esta correlacdo entre estes dois sistemas
(adipocinas e sistema TNF) permite o melhor entendimento do papel das adipocinas na

resposta inflamatoria de pacientes com LES.
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3.1.2 Abstract

Introduction: Adipokines, tumor necrosis factor (TNF) and its receptors,
participate in the regulation of the immune system and inflammation in immune
disease. TNF is known to be involved in the pathogenesis of systemic lupus
erythematosus (SLE); however, the role of adipokines in this disease is poorly
understood. It is not yet known how TNF correlates with adipokines in SLE.
Objectives: To analyze the association of TNFa and its receptors with clinical,
laboratory and treatment-related manifestations of SLE; to study the association of
adipokines with disease parameters in women with SLE; and to investigate the
correlation between adipokines — leptin, resistin and adiponectin — and the TNF system
in these patients. Methods: Cross-sectional study conducted at the Rheumatology
Department of Medical School and Hospital das Clinicas, Universidade Federal of
Minas Gerais A total of 136 women diagnosed with SLE (American College of
Rheumatology — ACR), aged >18 years old were included in the study. Data related to
socio-demographic characteristics, clinical and laboratory manifestations and
medication use were assessed. Disease activity was measured by modified SLEDAI-
2K and irreversible cumulative damage by SLICC-ACR damage index. Serum
concentrations of TNFa, soluble TNFa receptors 1 (STNFR1) and 2 sTNFR2) and
adipokines were analyzed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits.
Results: The median (IQR) of age was 41.5 (33.0-49.7) years old and of disease
duration was 11.3 (7.8-15.8) years. 105 (77.2%) participants were nonwhite and 67
(49.3%) were postmenopausal. The median (IQR) of cumulative dose of prednisone
was 36.5 (22.9-51.1) g, and of daily dose of prednisone was 5.0 (0.0-10.0) mg/day. The
median (IQR) of disease activity and of damage index scores were 0 (0-4) and 2 (1-3),

respectively. Higher levels of sSTNFR1 and sTNFR2 were associated with nephritis (p<
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0.001 for both), and concentrations of sSTNFR1 and TNFa were positively associated
with arthritis (p=0.025 and p=0.014, respectively). Higher sSTNFR1 levels were found
in participants that were not using antimalarial drugs (p=0.04). Independent correlation
was found between sTNFR1 and sTNFR2 levels and disease activity (sTNFRI:
B=0.253; p=0.003; sTNFR2: =0.297; p<0.001) and damage index (sTNFR1: =0.367;
p<0.001; sTNFR2: =0.335; p<0.001). Regarding serum concentrations of adipokines,
creatinine clearance was inversely correlated with resistin levels (rs=-0.219; p=0.011)
and higher leptin concentrations were associated with azathioprine use (p=0.013).
Higher adiponectin levels were independent associated with nephritis (p=0.009) and
use of antimalarial drugs (p=0.015). There was a positive correlation between leptin
and sTNFR2 levels (rs=0.414; p=0.002) and between resistin levels and sTNFR1
(rs=0.489; p<0.001) and sTNFR2 (rs= 0.298; p< 0.001). In conclusion, TNF, its
receptors and adipokines were associated with arthritis and nephritis. The sTNFR1
correlated with global activity and the organic injury of lupus, suggesting that this
could be used as a marker of disease activity. The resistin and leptin were associated
with higher concentrations of TNF receptors. This correlation between the two systems
(adipokines and TNF system) allows a better understanding of the role of adipokines in

the inflammatory response in SLE patients.
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3.1.3 Introducgao

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenca autoimune cuja patogénese
¢ complexa e ainda pouco conhecida. A estimulag¢ao do sistema imune no LES provoca
producdo de autoanticorpos, deposi¢do de imunocomplexos e liberacdo de citocinas
inflamatorias. Estas citocinas sdo fatores soliveis que podem participar da
diferenciagdo, maturagdo e ativacao do sistema imune (1).

O fator de necrose tumoral a (TNFa) ¢ um citocina pleiotropica que produz
estimulos diferentes em varias condigdes fisiologicas e patoldgicas. Participa na
ativacdo e desenvolvimento de linfocitos B e T e ¢ um indutor de apoptose (2). Esta
envolvido na patogénese do LES com ag¢des tanto inflamatorias quanto de regulacao
imunolodgica (3). O estimulo para produgdo de receptores de membrana de TNF ¢ feito
pelo proprio TNFa (4). Os receptores entdo sdo clivados da membrana e tornam-se
receptores soliveis com propriedade de se ligar ao TNFa sérico podendo assim
protegé-lo da inativagdo realizada por outras citocinas inibitorias (5). Estudos
evidenciam que esta citocina e seus respectivos receptores podem estar elevados em
soro de pacientes com LES (6, 7). Além disso, estdo associados a maior atividade da
doenga e também ao acometimento renal (4, 8).

As adipocinas sdo proteinas produzidas pelo tecido adiposo e por células
inflamatorias, participam da regulagdo imunologica e dos processos inflamatorios
sistémicos (9). Leptina e resistina apresentam, geralmente, fun¢do inflamatéria e a
adiponectina fun¢do anti-inflamatéria em individuos sem doengas autoimunes (10). Em
doengas inflamatorias cronicas como o LES as dosagens das adipocinas,
principalmente leptina e adiponectina, estdo geralmente elevadas quando comparadas

aos individuos controles (11-13). Em individuos saudéveis, as adipocinas,
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principalmente a leptina, podem estimular a producdo de TNFa pelos macrofagos e
consequentemente modificar o perfil de citocinas dos individuos (13).

Em pacientes com LES, poucos estudos descrevem a associacdo entre as
adipocinas - leptina, adiponectina e resistina - e as citocinas inflamatdrias bem como a
associacdo entre as adipocinas e as manifestagcdes clinicas, laboratoriais e o tratamento
(14, 15). Além disso, ndo se sabe se o sistema TNF, composto pelo TNFa e os seus
receptores soluveis 1 (STNFR1) e 2 (sTNFR2), seria mediador da acdo inflamatoria das
adipocinas no LES como ¢ observado em individuos sem doencgas autoimunes (16, 17).
Este trabalho, portanto, se propde a estudar, em pacientes com LES, a associagdo entre
as adipocinas, o sistema TNF e as manifesta¢des clinico-laboratoriais e de tratamento,

além de investigar a correlacdo entre as adipocinas e o sistema TNF.

3.1.4 Pacientes e métodos

Pacientes

Trata-se de um estudo clinico transversal realizado no Servigo de Reumatologia
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), no
periodo de outubro de 2008 a julho de 2009 (Ty). Foram incluidos pacientes com
diagnéstico de LES segundo os critérios de classificagdo de 1982 (revisados em 1997)
do Colégio Americano de Reumatologia (ACR 82/97) (18, 19) (ANEXO 1) , do sexo
feminino, maiores de 18 anos e que concordaram em assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido apds informagio (APENDICE A e B). Estas
pacientes fazem parte de uma coorte para avaliagdo de doenga cardiovascular (DCV)
no LES acompanhadas desde maio de 2005 (20, 21). A coorte foi constituida por 181

pacientes selecionados consecutivamente por conveniéncia, dos quais 136 mulheres
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foram incluidas no estudo atual. Nenhuma paciente apresentava infeccdo aguda ou

cronica, neoplasia ou insuficiéncia renal ou hepatica.

Métodos

Foram coletados dados referentes as caracteristicas soécio-demograficas,

manifestagdes clinico-laboratoriais e uso de medicamentos (APENDICE C).

A atividade da doenca foi mensurada pelo escore Systemic Lupus
Erythematosus Disease Index 2000 modificado (SLEDAI-2Km), sem as varidveis
sorologicas (anti-dsDNA e complemento) (22, 23), e o dano cumulativo irreversivel
pelo Systemic Lupus International Collaborating Clinics/ ACR Damage Index (SLICC-

ACR/DI) (24) (ANEXO J e K) .

As pacientes foram divididas em 2 grupos de atividade da doenga, a saber:
aquelas com SLEDAI-2Km < 4 (baixa atividade) e as com SLEDAI-2Km > 4

(moderada ou alta atividade) (25).

O estado nutricional foi avaliado pelo Indice de Massa Corporal (peso/altura®) e
os resultados encontrados foram comparados aos valores propostos pela Organizacao

Mundial de Satude (26) (ANEXO R).

Amostra de soro

As amostras de soro foram coletadas no mesmo momento da avaliacdo clinica
do paciente em tubos estéreis, centrifugadas por 20 minutos e posteriormente
congeladas e estocadas a —70°C. O soro do paciente foi diluido 10 vezes antes da
dosagem das citocinas com exce¢do da dosagem do TNFa. Adiponectina, leptina e

resistina, TNFa, sTNFo-R1 e sTNFo-R2 foram analisados por kits de ensaio
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imunoenzimatico ELISA (Duoset, R&D Systems, Minneapolis, MN) seguindo as
orientagdes do fabricante.
O limite inferior de detec¢ao para o TNFa foi 2,5 pg/ml e para as demais

moléculas foi de 5,0 pg/ml.

Analise estatistica

O banco de dados foi elaborado no programa EpiData” versdo 3.1 (EpiData
Association, Odense, Denmark). O software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS®) versio 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL USA.) foi utilizado para as anélises

estatisticas. Para elaboracdo da figura 1 foi utilizado o pacote ggplot2 do software R.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade das
variaveis continuas. As varidveis categoricas foram descritas como proporc¢ao, € as
variaveis continuas por média e desvio-padrao (DP) quando a distribui¢do foi normal

ou mediana e intervalo interquartil (IIq) quando distribui¢@o foi ndo normal.

Para avaliar a associag@o entre as caracteristicas clinicas e o sistema TNF e
entre as caracteristicas clinicas e as adipocinas foi utilizado o teste ndo paramétrico de
U-Mann-Whitney para analise das variaveis continuas. O teste do qui-quadrado ou o
teste exato de Fisher foram usados, quando apropriados, para testar as variaveis
categoricas. O teste de correlagdo de Spearman foi realizado para a andlise entre

sistema TNF e as adipocinas. .

Na analise multivariada utilizamos o teste de regressdo linear multipla.
Realizou-se a transformacdo logaritmica para normalizacdo das variaveis continuas
(receptor 1 soliivel de TNF e adiponectina). As variaveis definidas nos modelos foram

escolhidas com base na significancia estatistica na analise univariada e pela provavel



37

associacdo bioldgica. Para ajuste foram excluidas quatro pacientes, cujos valores

extremos do sSTNFR1 impossibilitavam a correcdo desta varidvel.

Com o objetivo de avaliar se o sTNFR1 associava-se independentemente a
atividade da doenca ¢ ao indice de dano utilizou-se o STNFR1 como variavel
dependente, e a idade, o clearance de creatinina, o uso de antimalaricos e a presenca de

menopausa, como variaveis independentes.

Com o objetivo de avaliar se adiponectina associava-se independentemente as
manifestagdes clinicas e ao uso de medicamentos a adiponectina foi definida a como
variavel dependente, e como variaveis independentes a idade , indice de massa
corporal, presenga de menopausa, presenca de plaquetopenia, presenga de nefrite,

clearance de creatinina e uso de antimalaricos.

Para todas as analises foi considerado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e pela
Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do HC/UFMG. (Parecer n°. ETIC 272/08

(ANEXO E ¢ F).

3.1.5 Resultados

Caracteristicas das pacientes

A mediana (IIq) da idade e do tempo de doenca das 136 mulheres avaliadas
foram de 41,5 (33,0 — 49,7) anos e 11,3 (7,8 — 15,8) anos, respectivamente, 105
(77,2%) foram classificadas como ndo brancas e 67 (49,3%) pacientes estavam na pos

menopausa.
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As caracteristicas clinicas, laboratoriais e do tratamento das pacientes
durante o segmento e no inicio do estudo (Ty) estdo descritas na tabela 1. Durante o
seguimento da doenc¢a, o nimero (%) de pacientes que apresentou anti-Sm, anti-DNA e
VDRL falso positivo foi 39 (28,7%), 65 (47,8%) e 13 (9,6%), respectivamente. Trinta
e cinco (25,7%) pacientes apresentaram positividade para anticardiolipina IgM ou IgG
e 17 (12,5%) para anticoagulante lupico. A mediana da dose acumulada de prednisona
foi 36,5 (22,9 — 51,1) g, da dose diéria de prednisona no T foi 5,0 (0,0 — 10,0) mg/dia,

do SLEDAI-2Km foi 0 (0 — 4) e do indice de dano (SLICC/ACR/DI) 2 (1 —3).
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Tabela 1: Caracteristicas das manifestagdes clinicas, laboratoriais ¢ medicamentos das

136 pacientes durante o seguimento e no inicio do estudo (Ty)

Varaveis (N=136)
Acumuladas To
N (%) N (%)
Manifestacoes clinicas
Mucocutaneas 69 (50,7) 26 (19,1)
Artrite 29 (21,4) 9 (6,6)
Serosite (pleurite) 5@3,7) 1(0,7)
Hematologicas 105 (77,2) 48 (35,3)
Anemia hemolitica 6 (4.4) 1(0,75)
Leucopenia 53(39,0) 21 (15,4)
Linfopenia 103 (75,5) 44 (32,4)
Plaquetopenia 11(8,1) 4(2,9)
Neuropsiquiatricas 1 (0,7) 0
Nefrite 48 (35,3) 22 (16,2)
Sindrome nefrotica 10 (7,4) 2 (L,5)
Vasculite 21 (15,4) 4(2,9)
Medicamentos
Uso de prednisona 122 (89,7) 94 (69,1)
Antimalarico 105 (72,2) 88 (64,7)
Imunossupressor 94 (69,1) 67 (44,3)
Azatioprina 62 (45,6) 38 (28,0)
Metotrexato 32 (23,5) 22 (16,2)
Ciclosporina 1(0,7) 0
Ciclofosfamida 32 (23,5) 7 (5,1)
Micofenolato Mofetil 1(0,7) 0

Concentracoes sericas das citocinas

Os niveis séricos das adipocinas e do sistema TNFo das 136 pacientes

avaliadas, segundo a atividade da doenca, encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2: Comparagao dos niveis séricos de adipocinas, TNFa, sSTNFR1 e sTNFR2 em
136 pacientes com LES, segundo o indice de atividade (SLEDAI -2Km)

Citocinas — To Total SLEDAI-2Km <4 SLEDAI-2Km>4  p’
Mediana (I1q) (N = 136) (N=101) (N=35)
Leptina (ng/ml) 1,75 1,75 1,75 0,743
(1,52 -1,98) (1,55-1,99) (1,49 -1,92)
Resistina (ng/ml) 2,07 2,05 2,09 0,917
(1,65 —2,56) (1,64 —2,59) (1,60 — 2,46)
Adiponectina®(ng/ml) 11,30 10,76 14,64 0,176
(7,07 -18,03) (7,07 - 16,56) (6,37 —-19,20
TNF a (pg/ml) 0,04 0,03 0,04 0,502
(0,00 -0,25) (0,03 -0,25) (0,08 -0,14)
sTNFR1 (ng/ml) 1,42 1,38 1,81 0,001
(1,12 -1,87) (1,07 —1,74) (1,34 —2,32)
sTNFR2 (ng/ml) 4,58 4,32 5,74 0,001
(3,62 —5,86) (3,56 —5,52) (4,06 -7,56)

@=N= 135 ;TNFa = fator de necrose tumoral alfa, STNFR1 = receptor soluvel 1 do TNFa, sTNFR2
receptor soluvel 2 TNF o ¢ “Mann-Whitney SLEDAI- 2Km < 4 versus SLEDAI- 2Km >4

Andlise do sistema TNF e da associacdo deste sistema com as manifestagoes clinicas

Observou—se correlagdo positiva entre as concentragdes dos receptores STNFR1
e do STNFR2 (rs: 0,745; p<0,001), e auséncia de correlagcdo entre o TNFa e o sTNFR1
(rs: 0,960; p = 0,680) e 0 STNFR2 (rs: 0,106; p = 0,221).

Em relagdo a presenga das manifestacdes clinicas, laboratoriais e de tratamento,
observou—se associagdo entre maiores concentragdes do sTNFR1 e a presenca de
nefrite (auséncia de nefrite = 1,38ng/ml versus presenga de nefrite = 1,89ng/ml ; p <
0,001) e artrite (ausé€ncia de artrite = 1,38ng/ml versus presenga de artrite = 1,91ng/ml;
p = 0,025). Houve correlagdo positiva entre STNFR1 e a idade (rs =0,178; p = 0,039),
correlacdo inversa entre este receptor ¢ o clearance de creatinina (rs = - 0,299; p <
0,001) e associacdo com menopausa (auséncia de menopausa = 1,34ng/ml versus

presenga de menopausa = 1,65 ng/ml ; p < 0,001). Quanto ao uso de medicamentos,
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maiores niveis de sTNFRI1 foram encontrados nas pacientes que ndo usavam
antimaldricos (sem antimalaricos = 1,62ng/ml versus com antimalaricos = 1,38ng/ml ;
p =0,040) (ANEXO L).

Maiores niveis séricos de sTNFR2 foram associados apenas a presenca de
nefrite (auséncia de nefrite = 4,35ng/ml versus presenca de nefrite = 6,43ng/ml; p<
0,001) e maiores concentragdes séricas de TNFa foram associadas a artrite (auséncia
de artrite = 0,03ng/ml versus presenga de artrite = 0,24 ng/ml; p = 0,014) (ANEXO M
e N).

Identificou-se correlacdo positiva entre as concentragdes séricas de STNFRI (rs
=0,219, p= 0,011) e do STNFR2 (rs = 0,292; p= 0,003) com o indice de atividade da
doenga. As pacientes que apresentavam doenca ativa (SLEDAI-2km > 4) tinham
maiores niveis séricos do sTNFRI1 (p=0,001) e do sTNFR2 (p=0,001) quando
comparadas com as pacientes com doenca inativa (SLEDAI-2km < 4) (Tabela 2). Da
mesma forma, houve correlagdo positiva entre o STNFR1 (rs = 0,427, p<0,001) e o
sTNFR2 (rs = 0,245; p= 0,005) com o indice de dano, como ilustra a figura 1. No
entanto, nao foi evidenciada correlagdo entre as concentragoes de TNFa e a atividade

da doenga ou com o indice de dano.
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FIG 1: Correlagao entre os sSTNFR1 e sTNFR2 e a atividade da doenca (SLEDAI-
2Km) e o indice de dano (SLICC) em 136 pacientes com LES

Ao realizar a anélise multivariada observou-se associagdo independente entre o

sTNFRI1 e atividade da doenga bem como entre o sSTNFRI e o indice de dano (tabela

3).
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Tabela 3 Analise multivariada da associacao entre atividade da doenca e indice de dano

e 0 STNFR1 e sTNFR2 de 132 pacientes com LES

Variaveis Log sTNFR1 Log sTNFR2

B (IC 95%); p B (IC 95%); p
SLEDAI m 0.01 (0.03 - 0.02) p=0.003 0.01 (0.06-0.22) p <0.001
SLICC 0.04 (0.02 - 005) p <0.001 0.03 (0.02-0,05) p < 0.001

Log = logaritimo; SLEDAI-2km = indice de atividade; SLICC = indice de dano; = Ajustado para
idade, menopausa, clearance de creatinina e uso de antimaldricos

Andlise das adipocinas

A mediana do indice de massa corporal (IMC) nas 136 mulheres avaliadas foi
26,4 (23,6 — 30,6) Kg/mz. Trinta e oito por cento eram eutrdficas, 30,6 % tinham
sobrepeso e 31,4 % eram obesas. Observou-se correlagdo positiva fraca entre os niveis
séricos de leptina e o IMC (rs = 0,168; p = 0,051) e correlagdo inversa entre os niveis
séricos de adiponectina e o IMC (rs = -0,287; p = 0,001). Nao se observou correlagao
entre o indice de massa corporal e os niveis de resistina (rs= 0,058 ; p = 0,501).

Nao se observou correlacdo entre as concentragdes séricas de leptina (rs = -
0,055; p = 0,528), resistina (rs = 0,101; p = 0,243) e adiponectina (rs = - 0,062; p =
0,479) com o dano organico (SLICC), nem entre estas adipocinas com o indice de
atividade da doenca (tabela 2).

Na analise univariada, houve associacdo entre maiores niveis séricos de
adiponectina com: plaquetopenia (auséncia de plaquetopenia = 11,11 ng/ml versus
presenga de plaquetopenia = 19,72 ng/ml; p= 0,022), nefrite (auséncia de nefrite
=10,63ng/ml versus presenca de nefrite 16,01ng/ml; p=0,013) e uso de antimalaricos
(auséncia de antimalaricos = 9,13ng/ml versus presenca de antimaléricos = 12,35ng/ml
; p = 0,008). Houve correlagdo inversa entre o clearance de creatinina e a adiponectina

(rs =-0,178; p =0,039) e também entre o clearance e a resistina (rs = - 0,219; p=0,011)
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(ANEXO O e P). A leptina associou-se positivamente apenas ao uso de azatioprina
(auséncia de azatioprina = 1,71ng/ml versus presenca de azatioprina = 1,93ng/ml; p=
0,013) (ANEXO Q).

A andlise multivariada entre a adiponectina e as manifestacdes clinicas e

tratamento esta representada na tabela 4.

Tabela 4 Andlise multivariada da associagdo entre log da adiponectina e as

manifestagdes clinicas e tratamento de 136 pacientes

Variaveis B Valor de p
Plaquetopenia 0,146 0,065
Nefrite 0,212 0,009
Antimalaricos 0,196 0,015

*Ajustado para idade, indice de massa corporal e clearance de creatinina

Andlise do TNFa. e seus receptores e as adipocinas

Ao correlacionar o sistema TNF e as adipocinas observou—se correlagdo
positiva entre leptina e STNFR2 (rs = 0,414, p = 0,002) e entre resistina ¢ STNFRI1 (rs

= 0,489, p < 0,001) e STNFR2 (15 =0,298 , p < 0,001).

3.1.6 Discussao

Neste grupo de 136 mulheres com LES e baixa atividade de doenga e indice de
dano, identificamos associagdo entre os receptores de TNFa e presenca de nefrite, de
artrite, maior atividade da doenca, e maior indice de dano. A adiponectina foi
associada a nefrite e também ao uso de antimalaricos. Dado original deste estudo ¢ a
identificacdo da correlagdo das adipocinas (leptina e resistina) com os receptores de

TNFa, associagdo até entdo ndo demonstrada em pacientes com LES.
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Outros autores, estudando pacientes com LES, demonstraram a associagdo entre
os receptores do TNFa, atividade de doenca (4), manifestacdes renais (8, 27) e
cutaneas (28). Takemura e colaboradores demonstraram depdsito de TNFa em
glomérulos de 45 pacientes lipicos com diferentes classes de nefrite (29). Mahmoud e
colaboradores estudaram 44 pacientes e descreveram que aqueles com nefrite
proliferativa difusa foram os que apresentaram maiores concentragdes séricas de TNFa
e de sTNFR2 (30). Zhu e colaboradores também evidenciaram maior expressao génica
de TNFa em pacientes com nefrite classe Il e IV (8) Entretanto, vale ressaltar que o
TNFa e seus receptores sdo depurados pelos rins o que pode levar ao aumento das
citocinas em pacientes com nefrite e disfuncao renal.

A associacdo entre artrite ¢ STNFR1 evidenciada na presente pesquisa, ndo foi
ainda demonstrada em outros estudos. A literatura apenas descreve a importante
melhora da inflamacdo articular apds o uso de inibidores de TNF (31).Tanbém
observamos reducdo das concentragdes do sTNFR1 em pacientes em uso de
antimaldricos. Sabe-se que o tratamento com antimalaricos desencadeia redugdo de
varios parametros clinicos e laboratoriais de atividade da doenga em pacientes com
LES (32). Além disso, autores identificaram reducdo dos niveis séricos de TNFa apos
o uso de antimaléricos (32-35). Sacre e colaboradores demonstraram que um dos
mecanismos possiveis de modulagdo imunoldgica dos antimalaricos ¢ a inibicdo dos
toll-like receptors (TLR), principalmente TLR7 e 9 de células dentriticas, que poderia
interferir na produ¢do de interferon y e consequentemente do TNFa (36). Apesar dos
inibidores de TNFa serem efetivos em controlar manifestagoes articulares e renais de
pacientes com lipus, ndo sdo indicados para tratamento a longo prazo devido ao risco

dos pacientes apresentarem eventos adversos graves (37).
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Contudo, a identificagdo de correlagdo dos sTNFR1 ¢ sTNFR2 com
dano organico ¢ um dado interessante, corroborando com a associagao ja descrita entre
os elevados niveis de TNFa e o maior dano organico ap6s cinco anos de seguimento
(38). O dano acumulado esta associado significativamente a morbidade e mortalidade
dos pacientes e, assim, concentracdes dos receptores de TNFo poderiam ser
considerados marcadores de pior progndstico em pacientes com LES (20).

No presente estudo ndo houve associagdo entre as adipocinas e a atividade da
doenga e o dano organico. Outros autores também nao demonstraram aumento nas
concentragdes séricas das adipocinas em pacientes com maior atividade de doenga (11,
39-43). Apesar de Almehed e colaboradores ao analisarem 163 mulheres com LES,
identificaram associagdo entre resistina e menores niveis de complemento, e os autores
sugeriram uma associacdo entre a atividade da doenca e esta adipocina (14). Em relagao
ao indice de dano, concentragdes elevadas de resistina e leptina foram observadas em
individuos maior indice de dano (15, 40, 43).

Em relagdo as manifestagdes clinicas e as adipocinas, neste estudo, foi
observada associagdo entre adiponectina e a presenga de nefrite e ao uso de
antimaldricos. Este achado condiz com o estudo de Rovin e colaboradores que
observaram maiores niveis urindrios e séricos de adiponectina em pacientes lupicos
com nefrite quando comparados com aqueles sem nefrite e com individuos saudaveis.
Neste estudo o nivel urinario desta adipocina aumentou significativamente nos
pacientes com atividade renal (44). Estes e outros autores sugerem que esta adipocina
poderia ser considerada um marcador de atividade renal (43, 45). Por outro lado a
adiponectina também pode se comportar como uma adipocina anti-inflamatéria (10,
39). O efeitos anti-inflamatdrios e pré-inflamatorios da adiponectina podem se dever,

em parte, as diferentes conformag¢des moleculares desta adipocina (46). Ainda ndo
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conhecemos se este seria um dos mecanismos possiveis que levariam ao aumento da
adiponectina em pacientes com LES em uso de antimalaricos.

Em relacdo a leptina, estudos descrevem que seus niveis circulantes sdo
diretamente correlacionados ao indice de massa corporal em individuos saudaveis e em
pacientes com LES (11-13, 42). Entretanto, a associacdo entre esta adipocina e as
manifestagdes clinicas e o uso de medicamentos no LES ¢ pouco estudada. Wislowska
e colaboradores observaram, em 30 pacientes, menores niveis de leptina naqueles com
artrite ou com envolvimento do sistema nervoso central (33). No presente estudo nio
observamos associa¢do estatistica com qualquer manifestacdo clinica, no entanto
houve associagdo entre uso de azatioprina e maiores niveis de leptina. Em contraste,
De Sanctis e colaboradores observaram, ao analisar 60 pacientes com LES, que aqueles
que faziam uso de corticosteroides associado a drogas imunomoduladoras e
imunossupressoras apresentaram menores concentragdes de leptina do que aqueles
pacientes sem tratamento (41). Estudos com maior casuistica poderdo melhor analisar a
interferéncia dos imunossupressores nas concentragdes séricas da leptina.

A associa¢do entre as manifestagdes clinicas do LES e a resistina ¢ pouco
descrita na literatura. Observou-se no presente estudo que maiores concentragdes de
resistina foram correlacionadas ao menor clearance de creatinina, semelhante ao
descrito por Baker e colaboradores (40). Estes autores evidenciaram ainda que os
pacientes com maiores niveis de resistina sérica tinham historia de proteinuria (40).
Estudos em pacientes sem doencas autoimunes registram esta mesma correlagcdo entre
disfuncdo renal e elevadas concentragdes de resistina, o que poderia ser explicado pelo
fato da depuragao da resistina ser feita, principalmente, por via renal (47-49).

Ainda assim, na andlise univariada, foi encontrada associagdo da adiponectina

com a presenca de plaquetopenia, que permaneceu no limiar da significancia estatistica
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(p=0,065) no modelo multivariado. Ressaltamos que ndo ha descricdo na literatura
consultada desta associagdo e que estudos com maior casuistica s3o necessarios para
andlise deste dado.

A correlacdo positiva entre leptina e o STNFR2 e também entre resistina e os
sTNFR1 e o sSTNFR2 ¢ uma contribui¢cdo importante do nosso estudo. Alguns autores
tém estudado a relacdo entre adipocinas e o sistema TNF. Sabe-se que leptina pode
induzir a ativagdo de células T e modificar o padrdo de resposta de citocinas para Thl,
além de inibir células T regulatorias (Tregs) (10, 50, 51). O TNFa pode estimular a
liberagdo de leptina pelo tecido adiposo e esta, por sua vez, pode aumentar a expressao
de mediadores inflamatérios como TNFa (13). Chung e colaboradores estudaram as
adipocinas e as citocinas (TNFa, IL6 e IL1) em 109 pacientes com LES e ndo
evidenciaram associagdo entre as adipocinas (leptina, resistina e adiponectina) e o
TNFa (39). Todavia, esta correlacdo entre leptina ¢ o TNFa ja foi observada na AR
(52). A associacdo entre leptina e o STNFR2 demonstrada em nosso estudo sugere que
poderia haver uma correlagdo entre o sistema TNF e a leptina em pacientes com LES,
como ja foi descrito na literatura em individuos sem LES (16, 17, 53).

No presente estudo a correlagdo positiva entre os receptores de TNF e a
resistina sugere que o sistema TNF e a resistina poderiam estar interligados na cascata
inflamatoria em pacientes com LES. De forma semelhante, Almehed e colaboradores
observaram correlagdo positiva entre a resistina e a IL6, o receptor de IL6 e o TNFa
quando analisaram 163 mulheres com LES (14). Sabe-se que esta adipocina pode
induzir a produgdo de IL6, IL1B e TNFa (54), e pode estar elevada em doencgas
inflamatorias, como na artrite reumatoide (55), na sindrome de Sjogren primaria (56) e

na doenca inflamatoria intestinal (53).
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Como limitagdo deste estudo, citamos o seu desenho transversal que ndo
permite analisar variagdes dos niveis de citocinas e adipocinas em relagdo as flutuacdes
da atividade da doenga. Estudos prospectivos sdo mais adequados para avaliar estas
correlagdes. Ressaltamos que este foi o primeiro estudo em pacientes com LES que
evidenciou correlagdo da leptina e resistina e os receptores de TNF. Este ¢ um dado
importante visto que permite o melhor entendimento das adipocinas e do sistema TNF
em pacientes com LES.

3.1.7. Conclusao

Neste estudo, o TNFa, seus receptores e as adipocinas estavam associados com
artrite e nefrite. O sSTNFR1 correlacionou-se com a atividade global e com a injaria
organica do lapus, sugerindo que este poderia ser utilizado como marcador de
atividade da doencga. A resistina e a leptina foram associadas as maiores concentragdes
dos receptores de TNFa. Esta correlagdo entre estes dois sistemas (adipocinas e
sistema TNF) permite o melhor entendimento do papel das adipocinas na resposta

inflamatoria de pacientes com LES.
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3.2 ARTIGO 1I : Influéncia da obesidade no perfil inflamatorio de

pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico

3.2.1 Resumo

Introducao: O ldpus eritematoso sistémico (LES) € doenca inflamatdria
autoimune, cuja etiologia € pouco conhecida. A resposta funcional dos linfécitos T é
modificada com aumento das respostas Thl, Th2 e Thl7, reducdo da resposta
funcional dos linfécitos reguladores e consequente modificacdo do perfil de citocinas
inflamatodrias e anti-inflamatdrias. Estudos registram elevada frequéncia de obesidade
entre as pacientes com LES, no entanto é desconhecido se a presenca desta
comorbidade pode modificar o perfil inflamatdério caracteristico destas pacientes.
Objetivos: Analisar o perfil de citocinas de pacientes com LES e avaliar se a
obesidade interfere no perfil inflamatério destes pacientes. Métodos: Estudo
transversal realizado no Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG.
Foram incluidas 189 pacientes com diagndstico de LES (ACR, 1997), e 70 individuos
controles, do sexo feminino e maiores de 18 anos. Foram coletados dados referentes as
caracteristicas socio - demograficas, manifestacdes clinico-laboratoriais e uso de
medicamentos. A atividade da doenca foi mensurada pelo SLEDAI-2K e o dano
cumulativo irreversivel pelo SLICC-ACR/DI. O estado nutricional foi avaliado pelo
Indice de Massa Corporal (IMC) e pela bioimpedancia e as citocinas, IL-6, IL-10, IL-
17A, TNF-a e seus receptores - STNFR1 e sTNFR2 foram mensuradas por citometria
de fluxo (Cytometric Bead Array) ultra sensivel e adipocinas — leptina e adiponectina
por kits de ensaio imunoenzimdtico ELISA. Resultados: A média (DP) de idade, do
tempo de doenca e da idade ao diagndstico das 189 mulheres avaliadas foi 37,5 (10,0),

9,1 (6,3) e 28,2 (9,7) anos, respectivamente. A mediana (IIq) da renda familiar foi 2 (2-
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2) salarios minimos e de escolaridade foi 10 (5-12) anos. Segundo a classificagdo do
IMC, 72 (38,1%) pacientes eram eutroficas, 64 (33,9%) tinham sobrepeso e 53
(28,0%) eram obesas. Em relacdo a composi¢do corporal, 122 (70,9%) pacientes foram
classificadas com porcentagem de gordura corporal dentro do recomendado (ndo
obesos) e 50 (29,1%) pacientes como porcentagem de gordura corporal acima do
recomendado (obesos). Cento e quarenta e seis (77,2%) pacientes estavam em uso de
prednisona, 118 (62,4%) usavam antimaldricos e 121 (64,0%) imunossupressores. A
média (DP) da dose de corticosteroide no momento do estudo foi 10,4 (12,9) mg e da
dose acumulada de 32,9 (26,1)g. A mediana (Ilq) da atividade da doenca (SLEDAI-
2K) foi 2 (0-6) e do indice de dano (SLICC) 0 (0-1). Os niveis séricos das citocinas
IL6 (p<0,001), sTNFR1 (p = 0,028), sTNFR2 (p = 0,003), IL10 (p <0,001) e
adipocinas - leptina (p = 0,044) e adiponectina (p < 0,001) estavam mais elevados nos
pacientes com LES do que nos individuos do grupo controle. Apenas a dosagem sérica
da citocina IL17 (p = 0,518) ndo diferiu estatisticamente entre os dois grupos. Maior
indice de massa corporal correlacionou-se com a idade (rs = 0,335; p = < 0,001), idade
ao diagnéstico (rs= 0,319; p=< 0,001) e menor escolaridade (rs= - 0,204; p = 0,005). A
menor dose atual de prednisona correlacionou-se com maior IMC (rs = - 0,160; p=
0,028). Nao houve correlacio entre o IMC e a dose acumulada de corticosteroides (rs
=0,132 ; p= 0,074), a razdo da dose acumulada pelo tempo de doenca ( rs: 0,085; p =
0,255) e a dose média didria de corticosteroides dos tltimos 6 meses (rs = - 0,012 ; p=
0,872). Nao se evidenciou correlagdo entre o IMC e a atividade da doenca (rs: 0,116
p=0,113) e o indice de dano (rs: - 0,080 p = 0,309). Maiores concentracdes das
citocinas 1L6 (rs= 0,246; p = 0,002), IL17 (rs = 0,195; p = 0,014) e da leptina (rs =
0,430; p <0,001) foram correlacionadas positivamente e de forma independente com

IMC. Conclusao: Este estudo mostrou maiores concentracdes de citocinas e adipocinas
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em pacientes lipicos do que em individuos sem LES e evidenciou que o maior IMC foi
correlacionado as maiores concentragdes das IL6, ILL17 e leptina. Este achado sugere
que o maior IMC encontrado nas pacientes, possa interferir, independentemente da

atividade da doenca, no perfil inflamatério das mulheres com LES.
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3.2.2 Abstract

Introduction: Systemic lupus erythematosus is a chronic inflammatory disease
with complex pathogenesis that is not well known. The functional response of T
lymphocytes is changed with an increase in Thl, Th2 and Th17, reduced functional
response of regulatory lymphocytes and subsequent modification of the profile of
inflammatory and anti-inflammatory cytokines. Studies record high frequency of
obesity among SLE patients, however it is unknown whether the presence of this
comorbidity can modify the characteristic inflammatory status of these patients.
Objectives: To analyze the profile of cytokines of patients with SLE and evaluate
whether obesity interferes with the inflammatory status of these patients. Methods:
Cross-sectional study conducted at the Rheumatology Unit, at Hospital das Clinicas,
Universidade Federal of Minas Gerais. A total of 189 women diagnosed with SLE
(American College of Rheumatology — ACR) and 70 controls, older than 18 years of
age were included in the study. Data related to socio-demographic characteristics,
clinical and laboratory manifestations and medication use were assessed. Disease
activity was measured by SLEDAI-2K index and irreversible cumulative damage by
Systemic Lupus International Collaborating Clinics /American College of
Rheumatology Damage Index (SLICC-ACR/DI). Nutritional status was assessed by
body mass index (BMI) and by bioimpedence. Serum concentrations of IL6, IL10,
IL17, TNFa, soluble TNFa receptors 1 (sTNFR1) and 2 (sTNFR2) were analyzed
using high sensitivity cytometric bead array and adipokines (leptin and adiponectin) by
enzyme-linked immunosorbent assay kits. Results: The mean (SD) of age patients,
disease duration and age at diagnosis were 37,5 (10,0), 9,1 (6,3) and 28,2 (9,7) years
respectively. The median (IQR) o monthly income familiar was 2 (2-2) minimum wage

and education was 10 (5-12) years. According to BMI, 72 (38,1%) patients were
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classified as eutrophic, 64 (33,9%) as overweight and 53 (28,0%) as obese. In relation
to body composition, 122 (70,9%) were classified as no obese and 50 (29,1%) as
obese. Most patients (77,2%) were taking corticosteroids, antimalarials (62.4%), and
some type of immunosuppressant (64,0%). The mean (SD) cumulative dose of
prednisone was 32,9 (26,1) g, and the current daily dose of prednisone was 10,4 (12,9)
mg. The median disease activity and damage index scores were 2 (0-6) and 0 (0-1),
respectively. Higher serum levels of IL6 (p<0,001), sSTNFR1 (p = 0,028), sTNFR2 (p =
0,003), IL10 (p <0,001) and adipokines - leptin (p = 0,044) e adiponectin (p < 0,001)
were observed in lupus patients than controls. Only IL17 levels (p = 0.518) did not
differ statistically between the two groups. Higher BMI correlated with age (rs =
0,335; p =<0,001), age at diagnosis (rs= 0,319; p=< 0,001) and less education (rs= -
0,204; p = 0,005). No correlation was observed between BMI and disease activity (rs:
0,116 p=0,113) and the damage index (rs: - 0,080 p=0,309). Higher concentrations of
IL6 cytokines (rs = 0.246, p = 0.002), IL17 (rs = 0.195, p = 0.014) and leptin (r =
0.430; p <0.001) were correlated positively and independently with BMI. Conclusion:
This study showed higher concentrations of cytokines and adipokines in SLE patients
than in subjects without SLE and showed that higher BMI was correlated with higher
concentrations of IL6, IL17 and leptin. This finding suggests that the BMI found in the
patients, interfere, regardless of disease activity in inflammatory profile of women with

SLE.
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3.2.3 Introducgao

O lupus eritematoso sist€émico (LES) ¢ doenga inflamatoria
autoimune, cuja etiologia ¢ pouco conhecida, em que varios 6rgaos e tecidos podem ser
acometidos. E, primariamente, uma doenga com deficiéncias na regulagdo do sistema
imunolédgico, secundédria a perda do mecanismo de auto tolerancia e a ativacao
desregulada dos linfocitos B e T. Esta ativacdo desencadeia subsequente ativacio
policlonal de linfocitos circulantes com producdo de grande quantidade de
autoanticorpos reativos e formacgdo de imunocomplexos que causam dano tecidual e
organico (1).

Este processo complexo envolve interagdo de vdrias citocinas,
quimiocinas, moléculas de sinalizagdo e outras proteinas (2). As citocinas sio
produzidas por células inflamatérias como os linfocitos e macrofagos. Os linfocitos T
produzem determinadas citocinas dependendo do estimulo que recebem. No LES, a
resposta funcional dos linfocitos T é modificada, havendo aumento das respostas Thl,
Th2 e Th17, além de reducdo da resposta funcional dos linfécitos reguladores, com
consequente modificagdo do perfil de citocinas inflamatorias e anti-inflamatoérias (3).

O perfil de reposta dos linfocitos T caracteristico do lupus
conjuntamente com 0s autoanticorpos € imunocomplexos podem determinar
caracteristicas clinicas diferentes da doenca. Além disso, os pacientes podem
apresentar outras enfermidades ou condigdes que poderiam modificar a resposta
imunolodgica individual. Dentre as comorbidades que frequentemente acompanham os
pacientes com LES, destaca-se a obesidade, cuja prevaléncia vem crescendo na
populagao geral (4). Em estudo prévio, realizado no Servico de Reumatologia

HC/UFMG, em que o estado nutricional de 170 pacientes com LES foi avaliado
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observou-se frequéncia de 28% de obesidade avaliada pelo indice de massa corporal
(5).

O tecido adiposo foi, recentemente, reconhecido como um 6rgio
endocrino muito ativo que integra fungdes enddcrinas, metabolicas e imunoldgicas (6).
Na obesidade, ocorrem mudangas estruturais e funcionais do tecido adiposo, a saber:
aumento do nimero e do tamanho dos adipocitos, expansdo do tecido extracelular, e
estimulo para a infiltragdo de células inflamatorias como macréfagos e linfocitos por
meio de citocinas, adipocinas e quimiocinas. O tecido adiposo, entdo, adquire
caracteristicas de tecido inflamatorio. Estudos em individuos sem doengas
inflamatoérias cronicas, identificaram modificagdes dos niveis séricos de determinadas
citocinas (IL10, IL6, TNFa e IL7) e adipocinas (leptina e adiponectina) em obesos
quando comparados com individuos eutroficos (7-10). No LES, pouco se conhece da
influéncia do tecido adiposo nos niveis séricos de adipocinas e citocinas. Apenas Oeser
e colaboradores descreveram, em adultos, a correlagdo positiva entre o indice massa
corporal (IMC) e a IL6 (11), e no LES juvenil, Sinicato e colaboradores evidenciaram
associacdo entre TNFa e IMC (12).

Os objetivos do presente estudo foram analisar o perfil de citocinas de
pacientes com LES e, avaliar se a obesidade interfere no perfil inflamatorio destes

pacientes.

3.2.4 Pacientes e Métodos

Participantes do estudo

Trata-se de estudo transversal, realizado no Servico de Reumatologia do

Hospital das Clinicas, UFMG, de janeiro de 2008 a outubro de 2013, e que teve como
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base amostra de conveniéncia. As pacientes foram informadas da realizagdo da
pesquisa e convidadas a participar no momento da consulta. As que assim
concordaram, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE C ¢
D). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital das
Clinicas/UFMG (Parecer n°.ETIC 17087313.2.0000.5149) (ANEXO G e H).

Foram incluidas 189 pacientes do sexo feminino, entre 18 ¢ 60 anos,
com diagndstico de LES segundo os critérios de classificagdo de 1982 (revisados em
1997) do American College of Rheumatology (ACR) (13, 14) (ANEXO I).

O grupo controle foi constituido por 70 mulheres, com idade entre 18 e
60 anos, sem diagndstico conhecido de doenga autoimune e selecionadas, por
conveniéncia, dentre as acompanhantes de pacientes e funcionarias do anexo Bias
Fortes da faculdade de medicina/ UFMG.

Foram excluidas, em ambos o0s grupos, as gestantes, as que
apresentavam qualquer outra doenga cronica avangada conhecida tais como diabetes
mellitus, neoplasias benignas ou malignas, ¢ aquelas com suspeita de qualquer
processo infeccioso agudo ou cronico no momento da coleta de dados do estudo.
Ademais, pacientes com LES cujas provas funcionais estivessem alteradas por mais de
seis meses (0 que caracterizava descompensacdo do 6rgdo acometido) e, no grupo
controle as mulheres com diagnostico de doenga autoimune.

As caracteristicas  socio-demograficas, manifestacdes clinico-
laboratoriais e uso de medicamentos foram coletadas e registradas em banco de dados
(APENDICE F). A atividade da doenga foi mensurada pelo escore Systemic Lupus

Erythematosus Disease Index (SLEDAI-2K)(15)e o dano cumulativo irreversivel pelo
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Systemic Lupus International Collaborating Clinics/ ACR Damage Index (SLICC-

ACR/DI)(16) (ANEXO J ¢ K).

Avaliacdo nutricional

O estado nutricional foi avaliado pelo Indice de Massa Corporal (peso/altura?) e
pela composi¢do corporal por bioimpedancia elétrica seguindo protocolos pré-
estabelecidos (17) e, utilizando-se balanga modelo plataforma mecanica da marca
Welmy ® (modelo: R-110, ano de fabricagdo: 2005) ¢ o aparelho Bodystat” modelo
310. Os dados do IMC foram comparados aos valores propostos pela Organizacio
Mundial de Saude (18) (ANEXO R e S). Todas as andlises foram realizadas
comparando-se as pacientes eutroficas e obesas. Foi excluida uma paciente ¢ uma
participante controle com magreza grau I. O percentual de gordura corporal foi
avaliado segundo os valores de referéncia de Gallagher e as pacientes com 18 ¢ 19
anos foram colocadas no grupo de 20 a 39 (ANEXO T) (19). Pacientes com valores de

porcentagem de gordura corporal abaixo do recomendado foram excluidas da analise.

Dosagem das citocinas e adipocinas
A dosagem das citocinas foi feita a partir de sangue coletado em tubo
BD Vacutainer® SST II Advance, centrifugado a 3000rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente e, o soro aliquotado armazenado a -80 °C, no laboratério Lineu
Freire-Maia, UFMG. As amostras de soro foram posteriormente descongeladas a
temperatura ambiente, analisadas quanto a presenga das citocinas, IL-6, IL-10, IL-

17A, TNF- « e os receptores - sSTNFR1 e sSTNFR2, por citometria de fluxo (Cytometric

Bead Array) ultra sensivel. O limiar de detec¢ao das interleucinas 6, 10, 17A e TNF- «

foi de 0,3 pg/mL e o limiar de deteccdo do sTNFRI e sTNFR2 foi 5,2pg/mL e
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1,4pg/mL, respectivamente. Para tal, foram utilizados os kits CBA Enhanced
Sensitivity Flex Sets (BD®). As adipocinas - leptina e adiponectina - foram dosadas
pelo método ELISA de captura utilizando-se os kits Human Leptin Quantikine ELISA
(limiar de deteccdo-15,6pg/mL) e Human Total Adiponectin/Acrp30 Quantikine
ELISA (limiar de detec¢do-3,9ng/mL) Kit (R&D Systems®, Mineapolis),
respectivamente. O TNF-« ndo foi detectado na maioria das amostras analisadas e,

por isso foi excluido da andlise. Os resultados da IL.17 serdo representados em MFI

(intensidade de imunofluorescéncia) devido aos baixos valores detectados.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS®) versdo 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL USA.) e o
software R. O valor de corte para classificagcdo de obesidade de acordo com IMC foi
definido pela andlise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) tendo a
bioimpedancia como padriao de referéncia (20). O nivel de corte escolhido para
classificar obesidade segundo IMC, foi IMC = 30 kg/m’ (sensibilidade:0,78 e
especificidade:0,88). (ANEXO U). Foi encontrada boa concordancia (Kappa de Cohen
= 0,64; p<0,001) entre a classificacdo de obesidade segundo IMC e bioimpedancia

(percentual de gordura corporal) para as pacientes com LES (21).

As varidveis categéricas foram descritas como propor¢cdo. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade das varidveis continuas,
que foram descritas por média e desvio-padrao (DP) ou mediana e intervalo interquartil
(I1q) dependendo da distribui¢do. A comparagdo da idade, frequéncia de menopausa e

obesidade, além das concentracdes séricas de citocinas entre as pacientes com LES e o
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grupo controle foi realizada utilizando-se os testes qui-quadrado, exato de Fisher, T
Student e U-Mann-Whitney. No grupo de pacientes, as correlacdes e as associagcdes
entre IMC ou obesidade e as caracteristicas clinicas e sdcio-demograficas foram
analisadas utilizando-se a correlacdo de Pearson ou Spearman, teste T-Student ou de

U-Mann-Whitney, qui-quadrado ou exato de Fisher, quando adequado.

Para analise multivariada foi utilizado o método de regressdo linear multipla
tendo como varidvel explicativa o IMC e como varidveis resposta a IL 6, IL17A e a
leptina. Para ajuste dos modelos multivariados foram incluidas as seguintes variaveis:
idade, menopausa, atividade de doenca, uso de antimaldricos, wuso de
imunossupressores € dose atual de corticosteroide. Para o modelo com a varidvel
resposta IL6 foram utilizados splines cubicos restritos para capturar uma relacdo nao

linear com a varidvel IMC (22).

Para todas as andlises foi considerado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3.2.5 Resultados

Caracteristicas socio demogrdficas

A média (DP) de idade, do tempo de doenca e da idade ao diagndstico das 189
mulheres avaliadas foi 37,5 (10,0), 9,1 (6,3) e 28,2 (9,7) anos, respectivamente. A
mediana (IIq) da renda familiar foi 2 (2-2) saldrios minimos e de escolaridade foi 10 (5-
12) anos. Segundo a classificagdo do IMC, 72 (38,1%) pacientes eram eutroficas, 64
(33,9%) tinham sobrepeso e 53 (28,0%) eram obesas. Em relagdo a composicdo
corporal, 122 (70,9%) pacientes foram classificadas com porcentagem de gordura
corporal dentro do recomendado (ndo obesos) e 50 (29,1%) pacientes como

porcentagem de gordura corporal acima do recomendado (obesos). As demais
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caracteristicas socio-demograficas das pacientes do grupo de estudo e das 70 mulheres
do grupo controle estdo descritas na tabela 1 (ANEXO V).

A média da idade e do IMC e o percentual de mulheres que estavam na
menopausa foram semelhantes nos dois grupos estudados. No entanto, observou-se que
as mulheres do grupo controle apresentaram maior percentual de gordura corporal do

que as do grupo de pacientes com LES.

Tabela 1. Caracteristicas socio demograficas de pacientes com LES e mulheres controles,
Belo Horizonte, 2014

Variaveis Pacientes Controles P
N =189 N=70
Idade (anos)* 37,5 (10,0) 39,6(10,7) 0,131
Menopausa'** 53 (27,9) 14 (20,0) 0,092
IMC (Kg/m?)* 27,4 (6,0) 27,8 (6,1) 0,545
Gordura corporal2 (%)* 30,5 (6,4) 32,7 (7,8) 0,023
Obesidade (Bioimpedéancia)®** 50 (29,1) 28 (43,1) 0,045
Obesidade (IMC)** 54 (28,7) 24 (34,3) 0,360

media (DP), ** N(%), IMC = indice de massa corporal, ' N=182, *N = 172

Caracteristicas clinicas e uso de medicamentos das pacientes com LES

A frequéncia das manifestagdes clinicas e laboratoriais no momento da
avaliagdo e ao longo do seguimento da doenca, das 189 mulheres estdo descritas na
tabela 2. Cento e quarenta e seis (77,2%) pacientes estavam em uso de prednisona, 118
(62,4%) usavam antimalaricos e 121 (64,0%) imunossupressores. Entre estes a
azatioprina e a ciclofosfamida foram os mais utilizados em 59 (31,2%) e 31 (16,4%)
respectivamente. Vinte e uma (11,1%) pacientes estavam em uso de metotrexato, seis

(3,2%) de micofenolato mofetil e apenas uma (0,5%) de ciclosporina. A média (DP) da
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dose de corticosteroide no momento do estudo foi 10,4 (12,9)mg e da dose acumulada
foi de 32,9 (26,1)g. A mediana (IIq) da atividade da doenca (SLEDAI-2K) foi 2 (0-6) e
do indice de dano (SLICC) de 0 (0-1).

Tabela 2: Frequéncia das manifestacdes clinicas, laboratoriais das 189 pacientes, ao
longo da evolugao do lupus e no momento do estudo, Belo Horizonte, 2014

Manifestacoes clinicas Acumuladas (N %) Atuais (N %)
e laboratoriais

Mucocutianeas 162 (85,7) 62 (32.,8)
Artrite 145 (76.,8) 21 (11,1)
Serosite (pleurite) 49 (25.9) 4(2,1)
Hematol6gicas 168 (88,9) 100 (52.9)
Neuropsiquidtricas 38 (20,1) 4 (2,1)
Nefrite 116 (61.4) 47 (24.9)

Descrigcdo das concentragoes séricas das citocinas e das adipocinas das mulheres com

LES e do grupo controle

Os niveis séricos das citocinas e adipocinas foram mais elevados nos pacientes
com LES do que nas mulheres do grupo controle (Tabela 3). Apenas a dosagem sérica

da citocina IL17A nao diferiu estatisticamente entre os dois grupos.
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Tabela 3. Comparacdo das concentracOes séricas das citocinas e adipocinas de
pacientes com LES e individuos do grupo controle, Belo Horizonte, 2014

Variaveis N LES Controles’ P
(mediana/ I1q) (mediana / I1q)
IL 6 (pg/mL) 160 0,86 (0,14 — 2,08) 0,36 (0,00 — 1,18) 0,001
STNFR1 (ng/mL) 168 0,49 (0,26 — 0,73) 0,39 (0,28 — 0,52) 0,028
STNFR2 (ng/mL) 168 2,27 (1,99 - 2,63) 2,05 (1,89 — 2,38) 0,003
IL10 (pg/mL) 161 0,23 (0,01— 0,77) 0,00 (0,00 — 0,08) 0,001
1L 17 A MFI 160 8,41 (7,30 — 9,22) 7,84 (7,30 - 9,18) 0,518
Leptina (ng/mL) 172 33,78 (16,06 — 31,49) 24,98 (13,18 — 42,00) 0,044
Adiponectina(ug/mL) 172 17,72 (11,32 - 31,49) 9,89 (6,78 — 15,19) 0,001

*N= 70 MFI= intensidade de imunofluorescéncia, sSTNFR1 = receptor soluvel 1 do
fator de necrose tumoral o, STNFR2= receptor soltvel 2 do fator de necrose tumoral a.

Indice de massa corporal, caracteristicas clinicas e concentracoes séricas de

citocinas e adipocinas dos pacientes com LES

Maior indice de massa corporal correlacionou-se com a idade (rs = 0,335; p=<
0,001), idade ao diagndstico (rs = 0,319; p < 0,001) e menor escolaridade (rs= - 0,204;
p = 0,005). A menor dose atual de prednisona correlacionou-se com maior IMC (rs = -
0,160; p = 0,028). Nao houve correlacdo entre o IMC e a dose acumulada de
corticosteroides (rs = 0,132 ; p = 0,074), a razdo da dose acumulada pelo tempo de
doenca (rs = 0,085; p = 0,255) e a média da dose didria de corticosteroides dos ultimos
6 meses (rs = - 0,012 ; p = 0,872). Ndo se evidenciou correlacdo entre o IMC e a

atividade da doenca (rs = 0,116 p =0,113) e o indice de dano (rs =- 0,080 ; p = 0,309).

Maiores concentragdes das citocinas IL6 (rs = 0,246; p = 0,002), IL17 (rs =
0,195; p = 0,014) e da leptina (rs = 0430; p < 0,001) foram correlacionadas

positivamente com IMC.
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Ao analisar as pacientes de acordo com a classificacdo de obesidade, observou-
se que as pacientes obesas tinham maior idade no momento da inclusio do estudo e do
diagndstico do lipus, além de apresentarem maiores concentragdes de 1L6 e leptina do
que as eutréficas. Nenhuma outra varidvel analisada mostrou diferenca estatisticamente
significativa quando comparadas as pacientes obesas e ndo obesas (tabela 4).

Tabela 4. Comparagdo das -caracteristicas clinicas, uso de medicamentos e

concentracoes séricas das citocinas e adipocinas segundo o IMC, em 189 pacientes com
LES, Belo Horizonte, 2014

Variaveis IMC < 30 IMC =30 Valor de P
N =136 N=53
Idade” 36,3 (10,1) 40,6 (9,0) 0,006
Idade diagnéstico’ 26,7 (9,3) 32,0 (9,8) 0,001
Tempo de doenca™ 8,0(3,0-1372) 904,0-11,5) 0,513
SLEDAI-2K * 2(0-5) 4(0-06) 0,339
SLICC ™ 00-1) 1(0-1) 0,375
Antimaldrico 88 (64,7) 30 (56,6) 0,320
Imunossupressor 88 (64,7) 33 (62,3) 0,656
Dose atual CE(mg)"™” 502,5-150) 50(5,0-10,0) 0,214
Dose CE (mg)' ™ 30,0 (18,1 —66,3) 33,8 (19,2-82)9) 0,562
Dose acumulada CE(g)"™ 27,7 (13,2 -45)0) 259 (11,8 -51,1) 0,897
sTNFR1 (ng/mL)"~ 0,50,2-0,7) 0,5(0,3-0,7) 0,879
sTNFR2 (ng/ml)** 2220-25) 23(19-2,7) 0,622
IL6 (pg/mL)”~ 0,7(0,0-20) 1,500,6-2,6) 0,007
IL10 (pg/mL)"™ 0,20-09) 0,2(0,0-0,6) 0,818
IL17 (MFI)™ 82(73-9,1) 90(73-94) 0,075
Leptina (ng/mL)"" 274 (12,7 -455) 642 (27,3 -106,7) <0,001
Adiponectina (ug/mL)" 17,5(11,5-31,0) 19,36 (9,7 — 33,6) 0,964

SLEDAI = Systemic Lupus Erythematosus Disease Index, SLICC = Systemic Lupus
MPFI=intensidade de
imunofluorescéncia, STNFR1 = receptor soluvel 1 do fator de necrose tumoral o, sTNFR2 =
Hkk N(%)’l _

International  Collaborating Clinics, CE=corticosteroide,
receptor solivel 2 do fator de necrose tumoral o~ média (DP), ~ mediana (IIq) ,

média em 6 meses
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De forma semelhante, a andlise utilizando-se o percentual de gordura corporal
para classificacdo de obesidade teve associa¢ao apenas com a IL6 (rs: 0,240 p=0,002),

IL17 (rs: 0,241 p=0,002) e leptina (rs: 0,356 p<0,001).

Apoés ajuste para idade, menopausa, atividade da doenca, uso de
antimaldricos, imunossupressores ¢ dose atual de corticosteroide, permaneceram

associadas ao IMC a IL6, IL17 e leptina (tabela 5).

Tabela 5: Andlise multivariada por regressdo linear multipla entre as IL6, IL17 e a

leptina e o IMC, Belo Horizonte, 2014

Variaveis Modelo 1 Modelo 2
IL6 B=3,07,p=0,002 B=2,16,p=0,033
IL17 B=2,13,p=0,035 B=2,38,p=0,019
Leptina B=3,38,p<0,001 B=2,52,p=0,013

Modelo 1 = IMC, Modelo 2 = IMC, idade, menopausa, SLEDAI-2K, uso de corticosteroides,
uso de antimaléricos e de imunossupressores

3.2.6 Discussao

Neste estudo as concentracdes séricas de citocinas e adipocinas apresentaram-se
mais elevadas nas mulheres com LES do que em mulheres do grupo controle. Ademais,
pacientes com maior IMC apresentaram niveis séricos de IL6, IL17 e leptina mais

elevados.

A frequéncia de obesidade encontrada em nosso estudo (28,0%) ¢ superior a
taxa registrada na populacdo geral (14,7%) (23). Outros autores que avaliaram a
obesidade segundo o IMC registraram indices de obesidade similares a descrita na
presente pesquisa: 29 % (24) e 28% (25). .No entanto, Katz e colaboradores ao
pesquisarem a frequéncia de obesidade em 145 mulheres lupicas utilizando a DEXA

(Dual-energy x-ray absorptiometry) para medida da gordura corporal total ¢ o IMC,
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identificaram 50% de obesidade, indice mais elevado do que ¢ frequentemente descrito
em estudos que utilizam o IMC isoladamente. Esse foi o primeiro estudo em pacientes
com LES que comparou os dois métodos (IMC e DEXA) para diagnostico de obesidade,
e sugeriu que a DEXA poderia ser um método mais acurado do que o IMC para
avaliagdo da gordura corporal (24). O diagnostico de obesidade em pacientes com LES
¢ importante, pois ¢ um dos fatores de risco tradicionais para doenca cardiovascular
(DCV), esta associada a maiores niveis glicémicos, maior frequéncia de hipertensdo
arterial sist€mica, elevag¢do sérica dos marcadores inflamatérios, maior incidéncia de
tumores solidos e pior capacidade funcional, contribuindo para o aumento da morbidade

¢ da mortalidade (11, 26).

No presente estudo, as pacientes com maior idade ao diagnostico, como
também aquelas com menor escolaridade apresentaram maior IMC, dados semelhantes
aos de outros trabalhos tanto em pacientes com LES (27) bem como na populacio
geral (4). Sabe-se que fatores hormonais e redugdo do gasto energético podem
contribuir para o ganho de peso em individuos com maior idade, seja na populacio
geral (28) seja em pacientes lupicos (29). Outro fator que poderia interferir no IMC
destes ultimos ¢ o uso de corticosteroides. Contudo, no presente estudo, ndo houve
correlacdo entre a dose acumulada de corticosteroide ¢ o IMC (p = 0,074). Outros
estudos transversais também nao observaram tal associacdo (11, 25, 30, 31). No
entanto, Manaboriboon e colaboradores, em estudo retrospectivo com 236 pacientes,
idade entre 11 e 18 anos, média do tempo de uso de corticosteroide de dois anos e
média da dose acumulada de 34g evidenciaram aumento do IMC com uso de
corticosteroides (32). Vale ressaltar que, apesar da dose acumulada de corticosteroides
ser semelhante a dose da presente pesquisa, o tempo de uso da medicagdo (9 anos

versus 2 anos) e da dose diaria (10mg versus 25mg) foram diferentes. Portanto, a
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associacdo entre o IMC e o uso de corticosteroide pode depender da média da dose
diaria utilizada, da dose acumulada, bem como do tempo de uso de doses elevadas
desta medicacao .

Nesta pesquisa, os niveis séricos das citocinas IL6, sTNFRI,
sTNFR2, IL10 e das adipocinas leptina e adiponectina, foram mais elevados nos
pacientes com LES do que no grupo controle. Outros autores observaram resultados
semelhantes o que demonstra a ativagdo do sistema imunologico e a caracteristica
produgdo de citocinas dos pacientes com LES (12, 33-37).

Na literatura, maiores concentragoes séricas de IL6 foram observadas
em adultos com lupus ativo e correlacionadas com presenca do anti-DNA nativo (38-
40), nefrite (41), manifestagdes cardiopulmonares (42), articulares (43) e
neuropsiquiatricas (44). Dados interessantes e semelhantes aos nossos resultados foram
publicados em relacdo aos maiores niveis de IL10 em pacientes com LES quando
comparados a individuos sem LES. Autores observaram elevados niveis séricos desta
citocina e correlacdo com atividade da doenca (45) e com a produc¢do do anticorpo
anti-DNA nativo (46). Zhi-Chun e colaboradores descreveram maiores concentragdes
de IL10 em pacientes com nefrite lupica (47) e Llorente e colaboradores evidenciaram
que ao inibir a IL10, as lesdes cutineas e os sintomas articulares melhoraram (48).

Sabe-se que o TNFa estd envolvido na patogénese do LES com agdes
tanto inflamatorias quanto de regulagcdo imunolédgica (49), no entanto, ndo esta claro,
até o momento, se ele ¢ benéfico ou deletério para estes pacientes. Nossos resultados
demonstraram que os receptores 1 ¢ 2 do TNFa estavam elevados no soro de pacientes
com LES quando comparados com os controles, semelhante ao descrito por outros

autores (50-52). Nestes estudos ficou demonstrado que os receptores podem estar
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associados com maior atividade da doenca (50), acometimento renal (51, 52), e que
estdo elevados no soro de pacientes mesmo antes da reativagdo da doenga (34).

Diferentemente de resultados descritos na literatura, ndo encontramos
maiores concentragdes de IL17 em pacientes com LES comparando-os ao grupo
controle (33, 53, 54). Esta citocina foi associada a atividade global da doenca e as
manifestagdes renais (55, 56) e cutaneas (57). Vale destacar que na maioria dos estudos
que registraram concentragdes elevadas desta interleucina em pacientes com LES
foram analisados o sobrenadante ap6s culturas de células (58, 59) ou o plasma (60),
diferente deste estudo que analisou o soro dos pacientes, o que pode justificar as baixas
concentragdes encontradas de IL17 nos pacientes e controles .

Em doengas inflamatdrias cronicas como o LES as concentracdes
séricas das adipocinas, principalmente leptina e adiponectina, estdo geralmente
elevadas quando comparadas aos individuos controles (36, 61, 62). Interessante
observar que citocinas inflamatérias podem estimular a liberagdo de leptina no tecido
adiposo e, esta, por sua vez, pode ampliar o processo inflamatorio o que poderia
justificar, em parte, os niveis aumentados de leptina em pacientes com LES (36).
Como o tecido adiposo pode se comportar como tecido inflamatério tanto em
individuos saudaveis como em pacientes com doengas autoimunes, mudanca da
composi¢ao corporal poderia promover alteragdes no perfil de citocinas dos pacientes.
Todavia, poucos estudos descrevem estas modificagdes na populacdo lupica (11, 12).
Dois estudos avaliaram a correlagdo entre as concentragdes de citocinas ¢ o IMC: No
primeiro houve correlagdo positiva do IMC com a IL6 (11) e no segundo estudo
evidenciou correlagdo com o TNF a (12).

Ao analisar o comportamento das citocinas e adipocinas em relagdo

ao IMC, identificamos que a IL6, IL17 e a leptina foram associadas ao maior IMC nos
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pacientes com LES aqui estudados. Sabe-se que a IL6 pode estar elevada em
individuos obesos, com lupus (11) e sem lupus (63). De forma semelhante, niveis
séricos elevados da IL17 ja foram descritos em individuos obesos sem LES (10). No
entanto, a evidéncia do aumento desta citocina em pacientes lipicos ndo tinha até entdo
sido descrita. Quanto ao papel da obesidade no processo inflamatério, Versini e
colaboradores destacaram, em revisdo recente, que a obesidade pode estar associada ao
aumento da prevaléncia e pior prognéstico de doengas imunomediadas (64).
Mecanismos que conectam o tecido adiposo ao sistema imunoldgico ainda estdo sendo
estudados. Um deles indica a participagdo do fator inibidor de apoptose de macréfagos
na produ¢do de imunocomplexos. Este fator ¢ uma proteina produzida pelos
macrofagos que aumenta a sobrevida destas células e induz a lipolise, que promove a
liberagdo de acidos graxos saturados que estimulam a produgdo de quimiocinas pelos
adipocitos favorecendo ativacdo de macrofagos (65).

Os niveis circulantes da leptina estdo diretamente correlacionados
com a massa de tecido adiposo em individuos saudaveis (36, 61) e em pacientes com
LES (62, 66), como observado nesta pesquisa. E um horménio peptidico ndo
glicosilado produzido principalmente pelo tecido adiposo e por células inflamatdrias.
Esta adipocina estimula a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, principalmente
TNFa, IL6 e IL12, além de induzir a ativagdo de células T e inibir as T regulatérias
(Tregs) (67, 68). Segundo Yu e colaboradores a leptina pode induzir também a resposta
Th17 em camundongos com LES (69). A leptina, portanto, ¢ uma adipocinas que
participa da modificagdo celular e molecular do tecido adiposo, e por isso ¢ uma das
adipocinas responsaveis pela inflamacao de baixo grau presente em individuos obesos.

Na presente pesquisa ndo observamos correlagdo da IL10 ou dos

receptores 1 e 2 do TNFa com IMC. Sinicato e colaboradores descreveram em lupus
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juvenil, que aqueles com maior concentragdo de TNF eram os que apresentavam maior
IMC e maior gordura corporal total mensurada pela densitometria, entretanto a IL10
ndo estava aumentada nos pacientes com maior IMC (12). A concentragdo sérica dos
receptores do TNF o ndo foi analisada neste grupo de pacientes, bem como na
literatura consultada, associacdo do IMC com estes receptores ndo foi investigada. Em
individuos sem LES, um estudo italiano descreveu que mulheres obesas (n= 50)
apresentaram maiores niveis séricos da IL10 quando comparadas com mulheres
eutroficas (n= 50) (7). Outros estudos em pacientes com LES serdo necessarios para

avaliar se a IL10 se modifica em pacientes com maior IMC.

3.2.7 Conclusiao

Este estudo mostrou maiores concentragdes de citocinas e adipocinas em
pacientes lapicos do que em individuos sem LES e evidenciou frequéncia elevada de
obesidade. Foi observado que o maior IMC poderia interferir nos niveis séricos de
citocinas e adipocinas em pacientes com LES, todavia ndo sabemos se estas
modificacdes podem interferir nas manifestagdes clinicas, atividade da doenga,
resposta ao tratamento ou mesmo evolugdo da doencga. Estudos prospectivos serdo

necessarios para maiores esclarecimentos.



77

3.2.8 Referéncias Bibliograficas:

1. Heinlen LD, McClain MT, Merrill J, Akbarali YW, Edgerton CC,
Harley JB, et al. Clinical criteria for systemic lupus erythematosus precede diagnosis,
and associated autoantibodies are present before clinical symptoms. Arthritis Rheum.
2007;56(7):2344-51.

2. Yu SL, Kuan WP, Wong CK, Li EK, Tam LS. Immunopathological
roles of cytokines, chemokines, signaling molecules, and pattern-recognition receptors
in systemic lupus erythematosus. Clin Dev Immunol. 2012;2012:715190.

3. Ohl K, Tenbrock K. Inflammatory cytokines in systemic lupus
erythematosus. J Biomed Biotechnol. 2011;2011:432595.

4. IBGE. Vigilancia de doengas cronicas por inquérito telefonico -
VIGITEL. In: IBGE, editor. Portal satde.saude.gov.br: IBGE; 2013.
5. Santos FMM, Borges MC, Correia MI, Telles RW, Lanna CC.

Assessment of nutritional status and physical activity in systemic lupus erythematosus
patients. Rev Bras Reumatol. 2010;50(6):631-8.

6. Mraz M, Haluzik M. The role of adipose tissue immune cells in obesity
and low-grade inflammation. J Endocrinol. 2014;222(3):R113-27.

7. Esposito K, Pontillo A, Giugliano F, Giugliano G, Marfella R, Nicoletti
G, et al. Association of low interleukin-10 levels with the metabolic syndrome in obese
women. J Clin Endocrinol Metab. 2003;88(3):1055-8.

8. Coelho M, Oliveira T, Fernandes R. Biochemistry of adipose tissue: an
endocrine organ. Arch Med Sci. 2013;9(2):191-200.

9. Tsigos C, Kyrou I, Chala E, Tsapogas P, Stavridis JC, Raptis SA, et al.
Circulating tumor necrosis factor alpha concentrations are higher in abdominal versus
peripheral obesity. Metabolism. 1999;48(10):1332-5.

10. Sumarac-Dumanovic M, Stevanovic D, Ljubic A, Jorga J, Simic M,
Stamenkovic-Pejkovic D, et al. Increased activity of interleukin-23/interleukin-17
proinflammatory axis in obese women. Int J Obes (Lond). 2009;33(1):151-6.

11. Oeser A, Chung CP, Asanuma Y, Avalos I, Stein CM. Obesity is an
independent contributor to functional capacity and inflammation in systemic lupus

erythematosus. Arthritis Rheum. 2005;52(11):3651-9.



78

12. Sinicato NA, Postal M, Peres FA, Pelicari Kde O, Marini R, dos Santos
Ade O, et al. Obesity and cytokines in childhood-onset systemic lupus erythematosus. J
Immunol Res. 2014;2014:162047.

13. Tan EM, Cohen AS, Fries JF, Masi AT, McShane DJ, Rothficld NF, et
al. The 1982 revised criteria for the classification of systemic lupus erythematosus.
Arthritis Rheum. 1982;25(11):1271-7.

14.  Hochberg MC. Updating the American College of Rheumatology
revised criteria for the classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum.
1997;40(9):1725.

15. Gladman DD, Ibanez D, Urowitz MB. Systemic lupus erythematosus
disease activity index 2000. J] Rheumatol. 2002;29(2):288-91.

16. Uribe AG, Vila LM, McGwin G, Jr., Sanchez ML, Reveille JD, Alarcon
GS. The Systemic Lupus Activity Measure-revised, the Mexican Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI), and a modified SLEDAI-2K are
adequate instruments to measure disease activity in systemic lupus erythematosus. J
Rheumatol. 2004;31(10):1934-40.

17. Heyward VH, Stolarczyk LM. Avaliagdo da composi¢do corporal
aplicada. Primeira edigdo 2000.

18. World Health Organization. Obesity: preventing and managing the
global epidemic. Report of WHO consultation, Geneva: Geneva; 1997. p. 276.

19. Gallagher D, Heymsfield SB, Heo M, Jebb SA, Murgatroyd PR,
Sakamoto Y. Healthy percentage body fat ranges: an approach for developing
guidelines based on body mass index. Am J Clin Nutr. 2000;72(3):694-701.

20. Hainer V, Kunesova M, Parizkova J, Stich V, Horejs J, Muller L. Body
fat assessment by a new bipedal bioimpedance instrument in normal weight and obese
women. Sb Lek. 1995;96(3):249-56.

21. Altman DG. Practical statistics for medical research. London: Charman
an Hall; 1991. 610 p.

22. Harrell FE. Regression modeling strategies. science S, editor. New
York 2001.

23.  Velasquez-Melendez G, Pimenta AM, Kac G. [Epidemiology of
overweight and obesity and its determinants in Belo Horizonte (MG), Brazil: a cross-

sectional population-based study]. Rev Panam Salud Publica. 2004;16(5):308-14.



79

24.  Katz P, Gregorich S, Yazdany J, Trupin L, Julian L, Yelin E, et al.
Obesity and its measurement in a community-based sample of women with systemic
lupus erythematosus. Arthritis Care Res (Hoboken). 2011;63(2):261-8.

25. Chaiamnuay S, Bertoli AM, Fernandez M, Apte M, Vila LM, Reveille
JD, et al. The impact of increased body mass index on systemic lupus erythematosus:
data from LUMINA, a multiethnic cohort (LUMINA XLVI) [corrected]. J Clin
Rheumatol. 2007;13(3):128-33.

26.  Skamra C, Ramsey-Goldman R. Management of cardiovascular
complications in systemic lupus erythematosus. Int J Clin Rheumtol. 2010;5(1):75-
100.

27. Cardoso CR, Signorelli FV, Papi JA, Salles GF. Prevalence and factors
associated with dyslipoproteinemias in Brazilian systemic lupus erythematosus
patients. Rheumatol Int. 2008;28(4):323-7.

28. Haas E, Bhattacharya I, Brailoiu E, Damjanovic M, Brailoiu GC, Gao
X, et al. Regulatory role of G protein-coupled estrogen receptor for vascular function
and obesity. Circ Res. 2009;104(3):288-91.

29.  Kipen Y, Strauss BJ, Morand EF. Body composition in systemic lupus
erythematosus. Br J Rheumatol. 1998;37(5):514-9.

30. Mok CC, Ying SK, To CH, Ma KM. Bone mineral density and body
composition in men with systemic lupus erythematosus: a case control study. Bone.
2008;43(2):327-31.

31. Kipen Y, Briganti EM, Strauss BJ, Littlejohn GO, Morand EF. Three
year follow-up of body composition changes in pre-menopausal women with systemic
lupus erythematosus. Rheumatology (Oxford). 1999;38(1):59-65.

32. Manaboriboon B, Silverman ED, Homsanit M, Chui H, Kaufman M.
Weight change associated with corticosteroid therapy in adolescents with systemic
lupus erythematosus. Lupus. 2013;22(2):164-70.

33, Zhao XF, Pan HF, Yuan H, Zhang WH, Li XP, Wang GH, et al.
Increased serum interleukin 17 in patients with systemic lupus erythematosus. Mol
Biol Rep. 2010;37(1):81-5.

34, Munroe ME, Vista ES, Guthridge JM, Thompson LF, Merrill JT, James
JA. Proinflammatory adaptive cytokine and shed tumor necrosis factor receptor levels
are elevated preceding systemic lupus erythematosus disease flare. Arthritis

Rheumatol. 2014;66(7):1888-99.



80

35. Chun HY, Chung JW, Kim HA, Yun JM, Jeon JY, Ye YM, et al.
Cytokine IL-6 and IL-10 as biomarkers in systemic lupus erythematosus. J Clin
Immunol. 2007;27(5):461-6.

36. Otero M, Lago R, Gomez R, Dieguez C, Lago F, Gomez-Reino J, et al.
Towards a pro-inflammatory and immunomodulatory emerging role of leptin.
Rheumatology (Oxford). 2006;45(8):944-50.

37. De Sanctis JB, Zabaleta M, Bianco NE, Garmendia JV, Rivas L. Serum
adipokine levels in patients with systemic lupus erythematosus. Autoimmunity.
2009;42(4):272-4.

38. Tackey E, Lipsky PE, Illei GG. Rationale for interleukin-6 blockade in
systemic lupus erythematosus. Lupus. 2004;13(5):339-43.

39, Grondal G, Gunnarsson I, Ronnelid J, Rogberg S, Klareskog L,
Lundberg 1. Cytokine production, serum levels and disease activity in systemic lupus
erythematosus. Clin Exp Rheumatol. 2000;18(5):565-70.

40. Linker-Israeli M, Deans RJ, Wallace DJ, Prehn J, Ozeri-Chen T,
Klinenberg JR. Elevated levels of endogenous IL-6 in systemic lupus erythematosus. A
putative role in pathogenesis. J Immunol. 1991;147(1):117-23.

41. Iwano M, Dohi K, Hirata E, Kurumatani N, Horii Y, Shiiki H, et al.
Urinary levels of IL-6 in patients with active lupus nephritis. Clin Nephrol.
1993;40(1):16-21.

42. Yoshio T, Masuyama JI, Kohda N, Hirata D, Sato H, Iwamoto M, et al.
Association of interleukin 6 release from endothelial cells and pulmonary hypertension
in SLE. J Rheumatol. 1997;24(3):489-95.

43, Eilertsen GO, Nikolaisen C, Becker-Merok A, Nossent JC. Interleukin-
6 promotes arthritis and joint deformation in patients with systemic lupus
erythematosus. Lupus. 2011;20(6):607-13.

44, Hirohata S, Kanai Y, Mitsuo A, Tokano Y, Hashimoto H. Accuracy of
cerebrospinal fluid IL-6 testing for diagnosis of lupus psychosis. A multicenter
retrospective study. Clin Rheumatol. 2009;28(11):1319-23.

45, Park YB, Lee SK, Kim DS, Lee J, Lee CH, Song CH. Elevated
interleukin-10 levels correlated with disease activity in systemic lupus erythematosus.

Clin Exp Rheumatol. 1998;16(3):283-8.



81

46. Houssiau FA, Lefebvre C, Vanden Berghe M, Lambert M, Devogelaer
JP, Renauld JC. Serum interleukin 10 titers in systemic lupus erythematosus reflect
disease activity. Lupus. 1995;4(5):393-5.

47, Zhi-Chun L, Qiao-Ling Z, Zhi-Qin L, Xiao-Zhao L, Xiao-xia Z, Rong
T. Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) mediates p38
mitogen-activated protein kinase activation and signal transduction in peripheral blood
mononuclear cells from patients with lupus nephritis. Inflammation. 2012;35(3):935-
43,

48. Llorente L, Richaud-Patin Y, Garcia-Padilla C, Claret E, Jakez-Ocampo
J, Cardiel MH, et al. Clinical and biologic effects of anti-interleukin-10 monoclonal
antibody administration in systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum.
2000;43(8):1790-800.

49, Heilig B, Fiehn C, Brockhaus M, Gallati H, Pezzutto A, Hunstein W.
Evaluation of soluble tumor necrosis factor (TNF) receptors and TNF receptor
antibodies in patients with systemic lupus erythematodes, progressive systemic
sclerosis, and mixed connective tissue disease. J Clin Immunol. 1993;13(5):321-8.

50. Aderka D, Wysenbeek A, Engelmann H, Cope AP, Brennan F, Molad
Y, et al. Correlation between serum levels of soluble tumor necrosis factor receptor and
disease activity in systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 1993;36(8):1111-
20.

51. Davas EM, Tsirogianni A, Kappou I, Karamitsos D, Economidou I,
Dantis PC. Serum IL-6, TNFalpha, p55 srTNFalpha, p75srTNFalpha, srIL-2alpha
levels and disease activity in systemic lupus erythematosus. Clin Rheumatol.
1999;18(1):17-22.

52. Zhu L, Yang X, Ji Y, Chen W, Guan W, Zhou SF, et al. Up-regulated
renal expression of TNF-alpha signalling adapter proteins in lupus glomerulonephritis.
Lupus. 2009;18(2):116-27.

53. Chen XQ, Yu YC, Deng HH, Sun JZ, Dai Z, Wu YW, et al. Plasma IL-
17A is increased in new-onset SLE patients and associated with disease activity. J Clin
Immunol. 2010;30(2):221-5.

54. Wong CK, Ho CY, Li EK, Lam CW. Elevation of proinflammatory
cytokine (IL-18, IL-17, IL-12) and Th2 cytokine (IL-4) concentrations in patients with
systemic lupus erythematosus. Lupus. 2000;9(8):589-93.



82

55. Xing Q, Wang B, Su H, Cui J, Li J. Elevated Thl7 cells are
accompanied by FoxP3+ Treg cells decrease in patients with lupus nephritis.
Rheumatol Int. 2012;32(4):949-58.

56. Crispin JC, Oukka M, Bayliss G, Cohen RA, Van Beek CA, Stillman
IE, et al. Expanded double negative T cells in patients with systemic lupus
erythematosus produce IL-17 and infiltrate the kidneys. J Immunol.
2008;181(12):8761-6.

57. Tanasescu C, Balanescu E, Balanescu P, Olteanu R, Badea C, Grancea
C, et al. IL-17 in cutaneous lupus erythematosus. Eur J Intern Med. 2010;21(3):202-7.

58. Wong CK, Lit LC, Tam LS, Li EK, Wong PT, Lam CW.
Hyperproduction of IL-23 and IL-17 in patients with systemic lupus erythematosus:
implications for Thl7-mediated inflammation in auto-immunity. Clin Immunol.
2008;127(3):385-93.

59. Shah K, Lee WW, Lee SH, Kim SH, Kang SW, Craft J, et al.
Dysregulated balance of Th17 and Thl cells in systemic lupus erythematosus. Arthritis
Res Ther. 2010;12(2):R53.

60. Schmitt V, Rink L, Uciechowski P. The Th17/Treg balance is disturbed
during aging. Exp Gerontol. 2013;48(12):1379-86.

61. Ahima RS, Prabakaran D, Mantzoros C, Qu D, Lowell B, Maratos-Flier
E, et al. Role of leptin in the neuroendocrine response to fasting. Nature.
1996;382(6588):250-2.

62. Wislowska M, Rok M, Stepien K, Kuklo-Kowalska A. Serum leptin in
systemic lupus erythematosus. Rheumatol Int. 2008;28(5):467-73.

63.  Fantuzzi G. Adipose tissue, adipokines, and inflammation. J Allergy
Clin Immunol. 2005;115(5):911-9; quiz 20.

64. Versini M, Jeandel PY, Rosenthal E, Shoenfeld Y. Obesity in
autoimmune diseases: Not a passive bystander. Autoimmun Rev. 2014;13(9):981-
1000.

65.  Arai S, Miyazaki T. Impacts of the apoptosis inhibitor of macrophage
(AIM) on obesity-associated inflammatory diseases. Semin Immunopathol.
2014;36(1):3-12.

66.  Zhang F, Basinski MB, Beals JM, Briggs SL, Churgay LM, Clawson
DK, et al. Crystal structure of the obese protein leptin-E100. Nature.
1997;387(6629):206-9.



83

67. Caza TN, Talaber G, Perl A. Metabolic regulation of organelle
homeostasis in lupus T cells. Clin Immunol. 2012;144(3):200-13.

68. Lord GM, Matarese G, Howard JK, Baker RJ, Bloom SR, Lechler RI.
Leptin modulates the T-cell immune response and reverses starvation-induced
immunosuppression. Nature. 1998;394(6696):897-901.

69. Yu Y, Liu Y, Shi FD, Zou H, Matarese G, La Cava A. Cutting edge:
Leptin-induced RORgammat expression in CD4+ T cells promotes Th17 responses in

systemic lupus erythematosus. J Immunol. 2013;190(7):3054-8.



84

4 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, estudamos as citocinas e as adipocinas em pacientes com
LES atendidos em um Hospital Universitario. Observamos que o sistema TNF (TNFa
e seus receptores 1 e 2) se associou as manifestagdes clinicas do LES, a atividade
global da doenga e ao indice de dano. Interessantemente as adipocinas, resistina e
leptina, se associaram aos receptores de TNF. Esta correlacdo entre as adipocinas
(tecido adiposo) e o sistema TNF ainda ndo tinha sido demonstrado em pacientes com
LES, e ¢, portanto, uma contribuicdo original do nosso estudo. Surgiu entdo um
questionamento: o tecido adiposo, produtor de adipocinas, poderia interferir no perfil

de citocinas de pacientes com LES?

No segundo artigo deste trabalho estudamos se os pacientes com LES obesos
teriam um perfil de citocinas diferente daqueles pacientes ndo obesos. Encontramos,
neste estudo, que as citocinas IL6 e IL17 e a leptina se modificaram de acordo com o
IMC. No entanto, ndo sabemos se estas modificacdes moleculares podem interferir nas
manifestagdes clinicas, atividade da doenca, resposta ao tratamento ou mesmo na
evolucao da doencga. Estudos prospectivos que avaliem a associacdo entre as flutuagoes
do IMC e das citocinas e as manifestacdes clinicas e a atividade da doenga poderiam

nos informar se a obesidade em pacientes com LES interfere na evolugdo da doenca.

Os resultados destes estudos sdo muito importantes, pois a frequéncia de
obesidade e de excesso de peso em pacientes com LES é muito elevada. Em torno de
30% das nossas pacientes sdo obesas e apresentam um tecido adiposo hipertrofiado e

inflamado.
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O conhecimento de que a obesidade no LES interfere na resposta metabolica ja
estd bem estabelecido. A obesidade contribui para aumento da morbidade e
mortalidade de pacientes com LES, pois ¢ um dos fatores de risco para doenga
cardiovascular, estd associada a maiores niveis glicémicos, maior frequéncia de
hipertensdo arterial sistémica, maior incidéncia de tumores sélidos e pior capacidade
funcional, no entanto o estudo da obesidade como modificador do perfil inflamatorio
das pacientes com LES estd comegando. Este segundo artigo foi primeiro estudo em
mulheres adultas que avaliou a correlagdo entre as citocinas com resposta Thl, Th2 e

Th17 e o IMC.

Diante dos achados deste estudo, cabe aos reumatologistas ficarem atentos as
modificagcdes da composi¢do corporal de seus pacientes. Identificar precocemente
aqueles pacientes com excesso de gordura corporal e propor mudangas na terapéutica,
instituir programas de educacdo com equipes multidisciplinares principalmente com
nutricionistas, psicélogos e educadores fisicos. Propor formas especificas de
abordagem para estimular a cada consulta a consciéncia corporal, a importancia de
uma alimenta¢do saudavel e da atividade fisica. Assim teremos pacientes mais

saudaveis, com menor risco de complicagdes e maior qualidade de vida.
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APENDICE A — ARTIGO I - Carta de Esclarecimento

CARTA DE ESCLARECIMENTO AOS PACIENTES
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS — HOSPITAL DAS
CLINICAS

Sabemos que pacientes com lipus tém uma chance maior de ter aterosclerose que
a populagdo sem lipus. A aterosclerose provoca doencas como o “infarto do coragao”,
“angina”, o acidente vascular cerebral (“derrame”) e a insuficiéncia vascular periférica
(“gangrena”), conjuntamente denominadas de Doenca Cardiovascular Aterosclerdtica.

Existem, ja bem definidos, alguns fatores de risco para o aparecimento de
aterosclerose na populagdo geral. Fatores de risco representam algumas doencas ou
costumes como pressdo alta, diabetes, habito de fumar, que aumentam a chance do
paciente desenvolver doenca cardiovascular. Alguns destes fatores de risco estdo
também presentes nos pacientes com lupus. Além disto, algumas caracteristicas do
proprio lupus podem aumentar o risco de aterosclerose.

Apesar de conhecermos quais sdo os fatores de risco para aterosclerose na
populagao geral ainda ndo estdo estabelecidos quais desses fatores e quais
caracteristicas do lupus aumentam a chance de aparecimento e progressao da
aterosclerose nas pessoas com lipus.

O nosso objetivo nessa pesquisa ¢ avaliar a progressdo das alteragdes
ateroscleroticas nas carétidas (uma artéria localizada no pescogo) dos pacientes com
lupus do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas — UFMG em um periodo
de trés anos. Iremos também estudar quais os fatores de risco tradicionais e
relacionados ao lupus e seu tratamento que aumentam a chance da progressdo da
aterosclerose.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar desse estudo por ter participado da
pesquisa realizada entre 2005-2006 no Servico. Os resultados do estudo atual serdo
comparados ao do estudo anterior. O beneficio individual para o paciente ¢ o de
descobrir se possui fatores de risco para aterosclerose e se ja apresenta aterosclerose
nas artérias do pescoco. Poderemos estudar como os fatores de risco e a aterosclerose
estdo se comportando nesse periodo de trés anos. Com essas informagdes sera possivel

tomar medidas para diminuir o risco de angina, infarto, derrame ou gangrena novos ou
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recorrentes. O beneficio para outros pacientes com lupus ¢ definir os fatores de risco
que estdo presentes e o risco de aterosclerose, para podermos prevenir a doenga.

Se vocé concordar em participar do estudo, devera ser entrevistada pela Dra.
Rosa Weiss Telles no mesmo dia de sua consulta. Durante o exame fisico sera
mensurado altura, peso, cintura e serdo palpados os pulsos dos pés. O seu prontudrio
sera revisado para procurarmos manifestacdes da aterosclerose e os fatores de risco. A
ultrassonografia da carotida serd realizada em outro dia que serd agendado com o seu
conhecimento e consentimento.

Durante qualquer etapa do estudo vocé poderd tirar qualquer davida sobre as
doengas e os fatores de risco que estaremos procurando. Vocé terd acesso aos
resultados do estudo se assim desejar.

Em qualquer momento vocé podera decidir ndo participar mais do estudo, sem
qualquer prejuizo quanto a continuidade do seu tratamento.

Os dados encontrados no estudo poderdo ser publicados e divulgados nos meios

de comunicagdo médica como congressos € revistas.

COEP/UFMG: Av. Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa I — 2° andar
—sala 2005; Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG, Brasil. CEP: 31270-901.
Telefax: 31 3409-4592. E-mail: coep@prpq.ufimg.br
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APENDICE B — ARTIGO I : Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal de Minas Gerais

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que 1i ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo sobre “ATEROSCLEROSE NO LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO: PROGRESSAO DE ALTERACOES ATEROSCLEROTICAS EM
CAROTIDAS, ANALISE EM TRES ANOS”.

Eu discuti com a Dra. Rosa Weiss Telles sobre minha decisdo em participar
desse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos, as garantias de confidencialidade
e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que tenho garantia do acesso ao
meu tratamento. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou do meu atendimento neste servigo.

Eu >
abaixo assinado, RG-HC/UFMG , apos ler, ter entendido e ndo

tendo nenhuma duvida a respeito da carta de informag¢ao, dou meu consentimento em
participar do estudo sobre a “ATEROSCLEROSE NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO:
PROGRESSAO DE ALTERACOES ATEROSCLEROTICAS EM CAROTIDAS, ANALISE EM TRES

ANOS”.

Paciente

Testemunha

Pesquisador

Belo Horizonte, de de 200 .
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APENDICE C - ARTIGO 11

U m Carta de esclarecimento e Termo de Consentimento
para participacao em pesquisa- PACIENTE

Titulo da Pesquisa: QUALIDADE DE VIDA E PERFIL INFLAMATORIO DE PACIENTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO E EXCESSO DE GORDURA CORPORAL

Investigadores principais: Prof. Dra. Cristina Costa Duarte Lanna, Prof. Dra. Maria Isabel
Correia, Médica Fabiana de Miranda Moura (Telefone de contato: 9365-3534) e Nutricionista
Juliana de Castro Lino. Telefone de contato: 84673643 (Juliana) e 9365-3534 (Fabiana).
Endereco: Al. Alvaro Celso, 175 - Servigo de Reumatologia do Hospital das Clinicas - 2° andar
- Ambulatério Bias Fortes - Santa Efigénia.
Ldpus Eritematoso Sistémico € uma doenga reumatica que acomete varios érgaos

como a pele, os rins, as articulagdes, o coragao, o pulmao, 0s vasos sanguineos e ocorre um
desequilibrio do sistema imune . Acomete principalmente mulheres jovens e, geralmente, os

pacientes apresentam periodos de melhora e piora.
Observamos, em estudo anterior que a maioria das pacientes avaliadas
apresentavam sobrepeso ou obesidade, e esse excesso de gordura pode piorar a resposta ao

tratamento e piorar o estado de doenga das pacientes lupicas.

A inflamacao causada pelo IUpus, terapia com corticosteroides, redugao da atividade
fisica e alimentagdo inadequada levam a alteragdes do estado nutricional destes individuos
que, pode sua vez, interfere no curso da doenca.

O objetivo deste estudo é avaliar se a inflamagao sistémica propria do excesso de
gordura corporal em pacientes que ja apresentam uma inflamagao do IUpus podera interferir
no curso da doenga.

Vocé precisara responder dois questionarios e serdo mensurados seu peso, altura e
percentual de gordura corporal. A quantidade de gordura e agua do seu corpo sera medida
com um aparelho especial de bioimpedancia. Para uso deste aparelho vocé precisara ficar
deitada por 10 minutos, serdo colocadas quatro fitas adesivas, 2 nas maos e 2 nos pés
(semelhante ao eletrocardiograma do coragdo). Este exame nao doi e ndo apresenta nenhum
risco. Sera coletada uma amostra do seu sangue (picada em veia); SE PERMITIR da mesma
forma que é coletada para fazer exame de rotina, que sera armazenada para dosar algumas
substancias. Mesmo que vocé ndo queira colher o sangue podera continuar na pesquisa;

Com os resultados e informagdes os pesquisadores poderao conhecer o seu estado
nutricional, perfil inflamatodrio, a qualidade de vida e alimentagao, e se sua atividade fisica esta

adequada ou ndo. Com isso, poderao propor melhorias no tratamento dos pacientes com
Lupus e na qualidade de vida.

A pesquisa nao acarretara nenhum risco para o participante. Ao final da pesquisavocé

sabera todos os resultados dos seus exames e avaliagoes.
Se vocé recusar participar da pesquisa o seu atendimento no ambulatério ndo sera
prejudicado. Vocé continuara o seu acompanhamento normalmente sem nenhuma restrigdo.
Mesmo que tenha aceitado participar do estudo podera, durante o mesmo, voltar atras e pedir
para ser retirado, sem qualquer penalizagao.

Se concordar em participar do estudo, os dados obtidos durante as consultas e
preenchimento de questionarios no ambulatério do Servico de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), serdo passados para um
protocolo préprio, assim como os exames feitos rotineiramente durante o acompanhamento.
Os exames e consultas serdo gratuitos.
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As informacgdes obtidas nesse estudo serdo mantidas em sigilo, servirdo apenas para
a pesquisa e para o seu tratamento. Todos os participantes da pesquisa serdo identificados
por cédigos acessados somente pelos pesquisadores.

Os dados encontrados no estudo poderao ser publicados e divulgados nos meios de
comunicagado médica como congressos e revistas.

Consentimento: Concordo em participar deste estudo. Recebi uma copia do presente

termo de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

Nao havera qualquer ressarcimento de despesas, em nenhuma hipétese.

Data: / /20

Assinaturas:

Assinatura do paciente

Assinatura do Médico ou Nutricionista

Assinatura da testemunha

Assinatura da testemunha

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — 34094592
Comité de Etica em Pesquisa - UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 20. Andar -

Belo Horizonte-MG - Cep: 31270-901
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APENDICE D — ARTIGO II

U F/V\G Termo de Consentimento para

Participagcao em Pesquisa - CONTROLE

Titulo da Pesquisa: QUALIDADE DE VIDA E PERFIL INFLAMATORIO DE PACIENTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO E EXCESSO DE GORDURA CORPORAL

Investigadores principais: Prof. Dra. Cristina Costa Duarte Lanna, Prof. Dra. Maria Isabel
Correia, Médica Fabiana de Miranda Moura (Telefone de contato: 9365-3534) e Nutricionista
Juliana de Castro Lino. Telefone de contato: 84673643 (Juliana) e 9365-3534 (Fabiana).
Endereco: Al. Alvaro Celso, 175 - Servigo de Reumatologia do Hospital das Clinicas - 2° andar
- Ambulatério Bias Fortes - Santa Efigénia.

Objetivos: Avaliar o perfil inflamatério de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico e
excesso de gordura corporal e correlacionar com a qualidade de vida destas pacientes

atendidas no servigo de reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Neste estudo havera um grupo controle, constituido por voluntarios saudaveis, cujo objetivo é

comparar os dados desses individuos sadios com os dados de pacientes com Lupus.

Eu estou sendo convidado a participar do grupo controle, constituido por voluntarios

saudaveis, porque sou uma pessoa saudavel.

Procedimentos: Se eu concordar em participar do estudo, acontecera o seguinte:

Responderei algumas questdes sobre minha alimentagao, atividade fisica e qualidade de vida;

Passarei por avaliagdo na qual serao aferidos meu peso, altura, e circunferéncia da
cintura. A quantidade de gordura do meu corpo sera medida com um aparelho
especial de bioimpedancia (ndo acarreta nenhum invasdo ao seu corpo). Para uso
deste aparelho eu ficarei deitado por 10 minutos, serdo colocadas quatro fitas
adesivas, 2 nas maos e 2 nos pés (semelhante ao eletrocardiograma do coragao).
Este exame ndo déi e ndo apresenta nenhum risco;
Sera coletada uma amostra do meu sangue (picada em veia); SE EU PERMITIR da
mesma forma que é coletada para fazer exame de rotina, que sera armazenada para
dosar algumas substancias. Mesmo que eu ndo queira colher o sangue posso
continuar na pesquisa;

Beneficios: Com os resultados e informagdes os pesquisadores poderdao conhecer o meu

estado nutricional, estado de inflamagao, a qualidade de vida e alimentagdo, e se a minha

atividade fisica esta adequada ou ndo. Desta forma poderdao comparar os meus resultados
com os resultados dos pacientes com Lupus. Além disso, poderao propor melhorias na minha
qualidade de vida e também no tratamento das pacientes com Lupus.

Riscos: Nao existem riscos inerentes a participagdo na pesquisa.

Confidencialidade: As informacdes obtidas nesse estudo serdo mantidas em sigilo, servirdo

apenas para a pesquisa e para o seu tratamento. Todos os participantes da pesquisa serao

identificados por cédigos acessados somente pelos pesquisadores. Os pesquisadores
assumem o compromisso de utilizar o material biolégico coletado apenas com a autorizagéo

dos sujeitos da pesquisa. Os dados encontrados no estudo poderdo ser publicados e

divulgados nos meios de comunicagdo médica como congressos e revistas.

Direito de recusa: Minhaparticipagdo neste estudo é totalmente voluntaria, sendo eu livre
para recusar e tomar parte da pesquisa, sem afetar o tratamento do paciente que eu estou
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acompanhando. Mesmo que tenha aceitado participar do estudo poderei, durante o mesmo,
voltar atras e pedir para ser retirado, sem qualquer penalizagao.
Consentimento: Concordo em participar deste estudo. Recebi uma copia do presente

termo de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

Nao havera qualquer ressarcimento de despesas, em nenhuma hipétese.

Data: / /20

Assinatura:

Assinatura do voluntario

Assinatura do Médico ou Nutricionista

Assinatura da testemunha

Assinatura da testemunha

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — 34094592
Comité de Etica em Pesquisa - UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 20. Andar -

Belo Horizonte-MG - Cep: 31270-901
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APENDICE E- ARTIGO I: Protocolo de Pesquisa

ATEROSCLEROSE NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO:

PROGRESSAO DE ALTERACOES ATEROSCLEROTICAS EM CAROTIDAS

Nome:

SAME: Sexo (0. fem. 1. masc.): -
Protocolo LES: _ Protocolo DCV:__

Data nasc: Y S S Idade:

Data 1° protocolo: _ /  / Data 2° protocolo: _ /  /
Data 1°U-S: / / Data2°U-S:  /  /

Legenda do protocolo, a ndo ser quando indicado:

0.Nao 1.Sim
T1 = estudo 2005-2006

9.N3o se aplica/N&o realizado
I = intervalo entre estudos T2 = estudo atual

DOENCA CARDIOVASCULAR manifesta

Data T2 Data
1
Eco Y o Y A
DAP I
AVCi I
DCV - o Y S
manifesta




FATORES DE RISCO TRADICIONAIS:

Historia familiar:

94

__ mmHg

____mmHg

Kg

_ Kg/m®

_____meses

HAS:

PA Sistoélica (T1): ____mmHg PA Sistolica (T2):
PA Diastolica (T1): __mmHg PA Diastolica (T2):
Tabagismo: _____ cigarros/dia

Obesidade:

Altura(Tl): . m Altura (T2):
Peso (T1): . _Kg Peso (T2):
IMC(T1): . Kgm’ IMC (T2):
Obesidade abdominal:

Circunferéncia abdom.(T1): . cm

Circunferéncia abdom.(T2): . cm

Menopausa:

Idade Men:  anos Tempo Men:
Auséncia de fluxo menstrual espontaneo ha >12 meses
TRH:  Irregularidade menstrual/amenorréia e FSH > 20:

Fator de Risco

Data Inicio

Data Término

HAS

Tabagismo

Obesidade

Obesidade
Abdominal

Diabetes Mellitus

Dislipidemia

HDL<40

LDL>130

ICol Total>200

LDL>100

TGLs>150

Menopausa
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Tratamento Data Inicio Data Término
Medicamentoso 1 2
Anti-hipertensivo Y R S R Y
Hipoglicemiante oral _ _ _ Y Y A R A
Insulina _ _ _ Y A R R
Estatina _ _ _ R A R R
Fibratos _ _ _ R A R R

RISCO ESTIMADO 10 ANOS (Escore de Framingham):
T1: Valor: % T2: Valor: %




LES

Data da primeira consulta:
Data de diagndstico:
Idade ao diagnéstico:

Numero de consultas (T1-T2):

SLICC: T1:

SLEDAI-2km: T1: /101
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Meédia: /101

Manifestacées LES

Mucocutineas

Fotossensibilidade

LED

Rash Malar

Ulcera

Lupus subagudo

Artrite

Serosite

Pleurite

Pericardite

Hematolégica

Anemia Hemolitica

Plaquetopenia

Linfopenia

Leucopenia

Neuropsiquidtrica

Psicose

Convulsio

Par craniano

Neuropatia periférica

Mielite transversa

Nefrite

Proteintiria >3,5g/24hs

DRC

Vasculite

Anticorpos (em qualquer momento):

FAN:

VDRL:

LA:

Anti-DNA:

aCL:




MEDICACOES:
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Medicamentos LES

Data Inicio

Data Término

ICorticoide VO

Metilprednisolona EV

IAntimalarico

ICiclofosfamida EV

ICiclofosfamida VO

Azatioprina

Ciclosporina

Metotrexato

Micofenolato mofetil

Imunossupressores

Corticoide:
Dose T1:
Dose T1-T2:

Dose maxima:

Antimalaricos:

. md/dia

_ - 8
__, mg/dia

Qual (1.DFC 2.HCQ):T1:

Dose atual (T2):

__,  mg/dia

Dose acumuladatotal: |, ¢

T2:
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APENDICE F- ARTIGO II: Protocolo de pesquisa

UE NG
Protocolo

Nome:

Enderecgo:
Cidade: Tel.: ()

Protocolo w3:

Data nasc: ___ / / Idade:

Data M,: Y S S

Data do diagnOstico: / / Idade ao diagndstico:

Tempo de doenga:

Data da primeira consulta: __ / / _ Tempo de acompanhamento:

Escolaridade: anos estudados

Grau de escolaridade: (0-ndo se aplica; l-ensino fundamental completo; 2-ensino médio completo; 3-ensino
superior completo)

Manifestacoes LES Acumulada M,
(0- ndo 1- sim 9- ndo se aplica)

Mucocutineas
Fotossensibilidade
LED

Rash Malar
Ulcera

Lupus subagudo
Artrite

Serosite

Pleurite
Pericardite
Hematolégica
Anemia hemolitica com reticulocitose

Plaquetopenia (<100.000)



Linfopenia (<1500; duas ocasides)
Leucopenia (<4000; duas ocasides)
Neuropsiquiatrica

Psicose

Convulsdo

Par craniano

Neuropatia periférica

Mielite transversa

Nefrite

Proteinuria >0,5g/24hs ou cilindros celulares
DRC

Vasculite

Imunolégica (anti DNA, anti SM, ACL, LA,
VDRL)

COMORBIDADES (0-né&o; 1-sim)

HAS / PA:

M,

Obesidade
Dislipidemia
HDL<40
LDL>130
LDL>100
CT>200
TGLs>150

Menopausa

FSH:
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Medicamentos (0-ndo; 1-sim)
Corticoide VO
Dose acumulada corticoide
Metilprednisolona EV
Antimaléarico
Ciclofosfamida EV
Ciclofosfamida VO
Azatioprina
Ciclosporina
Metotrexato
Micofenolato mofetil
Imunossupressores
Carbonato de calcio

Vitamina D

Dose acumulada corticoide : R

Antimalaricos: Qual (1.DFC 2.HCQ) My:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

M,
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Nome:
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Exames laboratoriais

Prontudrio:

Exame

Hb

Ht

VCM

HCM
Plaquetas
LeucOcitos
Neutrofilos
Linfocitos
Uréia
Creatinina
Glicemia de jejum
TGO

TGP
Colesterol total
LDL colesterol
HDL colesterol
Triglicerideos
Vitamina D
Calcio

VHS

Protocolo:

M,

Resultado Data
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PCR
C3
C4
CH50

Anti DNA

Atividade fisica: (0- sedentario; - insuficientemente ativo; 2-ativo) M:

Qualidade de vida M,
Capacidade funcional

Dor

Vitalidade

Aspectos emocionais

Aspectos fisicos

Estado geral de satide

Aspectos sociais

Satde mental

Total



APENDICE G - ARTIGO II  Avaliagio Nutricional

Nome:
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Prontudrio: Protocolo:

Peso
Altura

IMC
1-Magreza I1I; 2-Magreza 1I; 3-Magreza I; 4-Eutrofia; 5-
Pré-obeso; 6-Obeso I; 7-Obeso II; 8-Obeso 111

Bioimpedéncia

GORDURA (%)

GORDURA (Kg)

MASSA MAGRA (%)

MASSA MAGRA (Kg)

TAXA METABOLICA BASAL (Kcal/dia)
AGUA CORPORAL (litros)

AGUA CORPORAL (% peso corporal)
AGUA CORPORAL (% massa magra)
BIORESITENCIA (ohms)
REACTANCIA (ohms)
Bioimpedéancia RJL

GORDURA (%)

GORDURA (Kg)

M,

M,

M,



MASSA MAGRA (%)

MASSA MAGRA (Kg)

TAXA METABOLICA BASAL (Kcal/dia)
AGUA CORPORAL TOTAL (%)

AGUA CORPORAL INTRACELULAR (%)
AGUA CORPORAL EXTRACELULAR (%)
BIORESITENCIA (ohms)

REACTANCIA (ohms)

CRITERIOS PARA SINDROME METABOLICA
(0 - fora do recomendado, 1 - normal)

CC (cm)

Classificagao

TG (mg/dl)

Classificagcdo

HDL - col (mg/dl)

Classificagcao

PRESSAO ARTERIAL (mmHg)
Uso de medicamento (0-n&o; 1-sim)
Classificagcao

GLICEMIA (mg/dl)
Classificagcao

SINDROME METABOLICA? (0-ndo; 1-sim)

PA

M,
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ANEXO A

Assessment of nutritional status and
physical activity in systemic lupus
erythematosus patients

Fabiana de Miranda Moura dos Santos, Mariane Curado Borges, Maria Isabel Toulson
Davisson Correia, Rosa Weiss Telles, Cristina Costa Duarte Lanna

ABSTRACT

Introduction: Patients with systemic lupus erythematosus (SLE) may present
nutritional changes triggered by disease or treatment, and these conditions may
interfere with prognosis. Objective: Assess the nutritional status, physical activity and
associated factors in patients with SLE under treatment at the Service of Rheumatology
of Hospital das Clinicas/Universidade Federal de Minas Gerais. Methods: A cross-
sectional study evaluating the nutritional status, clinical laboratory findings,
sociodemographic, and treatment characteristics of 170 SLE female patients. Results:
Patients aged between 18 and 60 years were included. The mean (SD) age of patients
and duration of SLE was 39.1 (10.0) and 9.9 (6.2) years, respectively. Two (1.2%)
patients were classified as grade I underweight, 59 (34.7%) eutrophic, 61 (35.9%) as
overweight, 37 (21.8%) as grade I obesity, seven (4,1%) as grade II obesity, and four
(2,4%) as grade III obesity. Overweight and obesity were significantly associated with
older age, lower education, higher SLE damage index, higher serum concentration of
complement, higher incidence of hypertension and diabetes mellitus, presence of
ovarian failure, and less frequent use of antimalarials Regarding physical activity, 39
patients (22.9%) were classified as inactive, 100 (58.8%) insufficiently active, and 31
(18.2%) active. Of the latter, 13 (43.3%) were in the eutrophic group. Conclusion:
Excess weight was high in this population and associated with some traditional risk
factors for cardiovascular disease and SLE poor prognosis. Therefore, encouraging
weight control must be part of the main goals in treating SLE patients.
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ANEXO B

Nutritional status and food intake in
patients with systemic lupus
erythematosus

Mariane Curado Borges, Fabiana de Miranda Moura dos Santos, Rosa Weiss Telles,
Cristina Costa Duarte Lanna, Maria Isabel T.D. Correia

ABSTRACT

Objective: Systemic inflammation, therapy with corticosteroids, and reduced physical
activity may increase the predisposition to accumulate body fat in patients with
systemic lupus erythematosus (SLE). The aim of this study was to assess the
nutritional status and food intake of patients with SLE.

Methods: One hundred seventy women with SLE were evaluated consecutively in a
cross-sectional study. Nutritional status was assessed by subjective global assessment
and body mass index. Food intake was assessed by a 24-h recall and semiquantitative
food frequency questionnaire.Statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), considering P < 0.05 as significant.

Results: The mean _ SD age of the patients was 39.14  9.98 y, and the duration of the
disease was 9.94 6.18 y. Approximately 91.8% patients were classified as being well
nourished; 6.5% were classified as suspected or moderately malnourished, and 1.8%
were classified as severely malnourished. In terms of body mass index, malnutrition
was found in 1.2% of the patients, normal weight in 35.9%, overweight in 35.3%, and
obesity in 27.7%. Most patients reported food consumption below

the estimated needs for energy. Calcium was the nutrient with the most inadequate
intake. Low consumption of fruits, vegetables, and dairy products and a high
consumption of oils and fats were reported.

Conclusion: The results showed that patients with SLE have inadequate nutritional
status and food

intake.
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ANEXO C

Excess weight and associated risk
factors in patients with systemic lupus
erythematosus

Fabiana de Miranda Moura dos Santos, Mariane Curado Borges, Rosa Weiss Telles,
Maria Isabel T. D. Correia, Cristina Costa Duarte Lanna

ABSTRACT

The objective of this study is to determine the socio-demographic, clinical and
laboratory characteristics of outpatients with SLE who present with excess weight as
well as to assess the immunosuppressive therapy used. One hundred and seventy
women with SLE were evaluated consecutively in a transversal study. The relationship
between excess weight and the patients’ characteristics was evaluated using univariate
and multivariate Poisson regression analysis. Of the 170 patients evaluated, 109
presented with excess weight, two were malnourished and 59 were classified as
eutrophic. Age and disease duration of those with excess weight were 42.4 + 8.7 and
10.4 + 6.2 years, respectively. Risk factors associated with excess weight were the
following: age >40 years, <8 years of education, lack of occupation, damage index >1,
systemic high blood pressure, diabetes mellitus and triglycerides >150 mg/dL levels.
The use of antimalarial therapy and steroids was associated with a lower frequency of
excess weight. Age >40 years and the non-usage of methotrexate were the variables
independently associated with excess weight in the multivariate analysis. Patients with
SLE who have excess weight present distinct clinical-laboratory findings, socio-
demographic characteristics and treatment options when compared to normal weight
patients. Prospective studies should assess whether these characteristics will interfere
with the outcome or prognosis of lupus.
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ANEXO D

Polyunsaturated omega-3 fatty acids
and systemic lupus erythematosus: what
do we know?

Mariane Curado Borgesa, Fabiana de Miranda Moura Santos, Rosa Weiss
Telles, Maria Isabel Toulson Davisson Correia ¢ Cristina Costa Duarte Lanna

ABSTRACT

Various studies have demonstrated the impacto f omega-3 fatty acids on
concentration on C reactive protein (CRP) pro- inflamatory eicosanoids, cytokines,
chemokines and other inflammatory mediators. Therefore, the supplementation of
these types of lipids may represent additional option treatment for chronic systemic
disease, such as systemic lupus erythematosus and others rheumatic diseases. The role
of these lipids has not been well established yet. However, it seems there is a direct
relationship between its intake and the decrease of disease clinical manifestions as well
as of inflammatory status of the patients. Thus the aim of this manuscript is to present a
thorough review on the effects of omega-3 fatty acids in patients with SLE.
Bibliographic data set as the medical literature analysis and retrieval system online
(medline) and literature latino- americana e do Caribe em ciéncias da satde (LILACS)
were searched using as key words: systemic lupus lupus erythematosus (SLE),
polyunsaturated fatty acids omega-3, eicosapentanoic acid (EPA), docosahexanoic acid
(DHA), antioxidants an diet. Manuscripts published up to September 2013 were
included. There were 43 articles related to the topic, however only 15 pertained human
studies, with three review articles articles and 12 clinical studies.
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ANEXO E - ARTIGO I Carta do Comité de Etica e Pesquisa em Seres

Humanos/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 274/08

Interessado(a): Prof. Antonio Luiz Pinho Ribeiro
Departamento de Aparelho Locomotor
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de agosto de 2008, apds atendidas as solicitagcdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Aterosclerose no Lupus Eritematoso
Sistémico: progressio de alteracdes ateroscleréticas em cardétidas,
analise em trés anos" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpq.ufimg.br
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ANEXO F- ARTIGO I Carta da Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensao

do Hospital das Clinicas/UFMG

Belo Horizonte, 28 de agosto de 2008.

PROCESSO N° 042/08

TITULO: “ATEROSCLEROSE NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO:
PROGRESSAO DE ALTERAGOES ATEROSCLEROTICAS EM CAROTIDA,
ANALISE EM TRES ANOS”

SR(A) PESQUISADOR(A):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comiss&o de Avaliagdo Econémico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagéo pelo COEP/UFMG em 18/08/2008,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.
Solicitamos enviar 8 DEPE relatério parcial ou final, apés um ano.

Atenciosamente,

NRIQUE VITOR LEITE
irétor da DEPE/HC-UFMG

Asr.

Rosa Weiss Telles

Dpto. Reumatologia

Faculdade de Farmacia da UFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110 — 1° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100 — Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409-9379 — 3409-9375 - FAX: (31) 3409-9380 - depe@ hc.ufmg.br



111

ANEXO G- ARTIGO II — Carta do Comité de Etica em Pesquisa em

Seres Humanos/UFMG

TRV
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ANEXO H- ARTIGO II Carta da Diretoria de Ensino, Pesquisa e

Extensao do Hospital das Clinicas/UFMG
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ANEXO I- Critério de Classificacao para Lupus Eritematoso Sistémico do

Colégio Americano de Reumatologia

Critério

Eritema malar

Lesao Discoide

Fotossensibilidade

Ulcerag¢ao mucosa

Artrite nio erosiva

Serosite

Nefrite

Alteracao

neuroldogica

Alteracoes

Definicao

Eritema fixo, plano ou elevado, sobre as eminéncias malares e que

tende a respeitar as pregas nasolabiais.

Placas eritematosas sobrelevadas, com descamagdo queratdtica e

obstrucdo folicular; cicatrizagdo atrofica pode ocorrer em lesdes antigas.

Exantema cutaneo, resultado de reacdo anormal da pele a luz

solar, relatado por paciente ou observado por médico.

Ulceracao oral ou nasofaringea, geralmente indolor, observada

por médico.

Artrite envolvendo duas ou mais articulagdes periféricas,

caracterizada por dor a palpagdo, edema ou derrame articulares.

a)

b)

b)

Pleurite: histéria convincente de dor pleuritica ou atrito pleural
auscultado por médico ou evidéncia de derrame pleural OU
Pericardite: documentada por ECG, presenga de atrito pericardico
ou evidéncia de derrame pericardico.

Proteinuria persistente >0,5g/d ou >3+ OU

Cilindros celulares: granulosos, hematicos ou mistos.

Convulsdes: na auséncia de uma causa, como drogas ou distirbios
metabodlicos OU

Psicose: na auséncia de uma causa, como drogas ou disturbio
metabolico.

Anemia hemolitica: com reticulocitose OU
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hematolégicas b) Leucopenia: <4.000/mm’ em duas ou mais ocasides OU
¢) Linfopenia: <1.500/mm’ em duas ou mais ocasides OU

d) Plaquetopenia: <1150.000/mm’; na auséncia de drogas como

causa.
Alteracoes a) Anticorpos anti-DNA nativo em titulos anormais OU
imunoldgicas b) Anticorpos anti-Sm positivo OU

c) Anticorpos antifosfolipides baseados em: nivel sérico anormal de
anticorpos anticardiolipina, fracdes IgM ou IgG, ou teste positivo
para anticoagulante lupico, utilizando método padrio, ou prova
sorologica falsamente positiva para sifilis por pelo menos 6 meses
e confirmada pela reagdo com o antigeno treponémico ou
hemaglutinacdo passiva, utilizando hemacias recobertas com
antigenos treponémicos.

Anticorpo Titulo anormal de anticorpo antinucleo por imunofluorescéncia ou
antinuclear por teste equivalente, em qualquer fase e na auséncia de drogas que

causam sindrome de “lupus induzido por drogas*.

A proposito de se identificar pacientes com LES para estudos clinicos, deve-
se ter 4 ou mais dos 11 critérios, de forma seriada ou simultinea, durante qualquer

intervalo da observacao.
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ANEXO J — Formuldrio para calculo do indice de atividade do lupus

eritematoso sistémico, SLEDAI-2k

PESO

8

8

DESCRICAO

Convulsao

Psicose

Sindrome cerebral

orginica

Disturbio visual

DEFINICAO
Inicio recente. Excluido causas metabdlicas, infecciosas
ou por drogas
Habilidade alterada de realizar atividades normais devido
a grave disturbio na percep¢do da realidade. Inclui
alucinagdes, incoeréncia, perda significativa de
associagdes, conteido inadequado do pensamento,
pensamento ilogico, comportamento bizarro,
desorganizado ou catatonico. Exclui uremia e drogas.
Fun¢do mental alterada com prejuizo da orientagdo,
memoria ou outra funcdo intelectual, com inicio e
flutuacdes subitas. Inclui alteracdo do nivel de
consciéncia com diminui¢do da capacidade de
concentracdo ¢ incapacidade de sustentar atengdo no
meio-ambiente associado a 2 dos seguintes: disturbios
persecutorios, discurso incoerente, insdnia ou sonoléncia
diurna, atividade psicomotora aumentada ou diminuida.
Excluir causas infecciosas, metabolicas ou drogas.
Alteragdes retinianas do LES. Inclui corpos citoides,
hemorragia retiniana, exsudado seroso ou hemorragia na

cordide, neurite Otica. Excluir hipertensdo, infeccdo e



Par craniano

Cefaléia lupica

AVC

Vasculite

Artrite

Miosite

Cilindruaria

Hematuria

Pitdria
Proteinuria
Erupc¢éo cutinea
Alopécia
Ulcera mucosa

Pleurite

Pericardite

Complemento
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drogas.

Inicio de neuropatia sensorial ou motora.

Cefaléia intensa e persistente podendo ser tipo
enxaqueca, mas tem que ser resistente ao uso de
narcoticos.

AVC novo. Exclui aterosclerose.

Ulceragdo, gangrena, nodulos em dedos, infartos
periungueais, hemorragias  pontuais, bidpsia ou
arteriografia comprovando vasculite.

Mais de 2 articulagdes com dor e flogose

Fraqueza/dor muscular proximal associado a aumento de
CK-T/aldolase ou ENMG ou bidpsia muscular.

Granular hematico ou celular de hemacias

> 5 hemacias/cp. Excluir infec¢do, nefrolitiase ou outra
causa.

>5 leucocitos/cp. Excluir infecgao.

>0,5 mg/24hs

Erupgdo cutinea com sinais de inflamagao.

Queda de cabelo anormal difusa ou localizada.

Ulceras orais ou nasais.

Dor toracica pleuritica com atrito ou derrame pleural ou
espessamento pleural.

Dor pericardica com mais um dos seguintes: derrame,
atrito ou ECG, ou ECO.

Diminui¢do de CH50, C3, C4 abaixo do limite normal do



Aumento de anti-
DNA
Febre
Trombocitopenia

Leucopenia
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laboratorio.

>25% do titulo de anti-DNA ou valor acima do normal
para referéncia do laboratorio

>38°C. Excluir infec¢ao.

<100.000 plaquetas/mm’

<3.000 leucocitos/ mm’. Excluir drogas.
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ANEXO K — Questiondrio para célculo do indice de dano segundo
proposto pelo Systemic Lupus International Collaborating Clinics /

American College of Rheumatology (SLICC/ACR)

ITEM ESCORE
1. Alteracio Ocular — qualquer olho, avalia¢io clinica
a) Catarata 1
b) Lesao retiniana ou atrofia otica 1
2. Alteracio Neuropsiquiatrica
a) Alteragdo cognitiva (ex. déficit de memoria, dificuldade de calculo, 1

baixa concentragdo, dificuldade de falar ou escrever) ou psicose

b) Convulsdo necessitando de terapia por 6 meses 1
c) Acidente vascular cerebral em qualquer momento (escore 2 se >1) 1(2)
d) Neuropatia periférica ou craniana (excluir 6tica) 1
€) Mielite transversa 1

3. Alteracao Renal

a) Ritmo de filtragdo glomerular estimado ou medido <50% 1
b) Proteinuria >3,5 mg/24hs ou 1
c) Insuficiéncia renal cronica terminal (didlise ou transplante) 3

4. Alteraciao Pulmonar
a) Hipertensdo pulmonar (proeminéncia de ventriculo direito ou 1
hiperfonese de segunda bulha
b) Fibrose pulmonar (exame fisico ou radiografia) 1

¢) Pulmaio retraido (radiografia) 1



d) Fibrose pleural (radiografia)

e) Infarto pulmonar (radiografia)

. Alteracao Cardiovascular

a) Angina oubypass coronariano

b) Infarto do miocardio (escore 2 se >1)

¢) Miocardiopatia (disfuncdo ventricular)

d) Doenga valvular (sopro diastélico ou sistolico >3/6)

e) Pericardite por 6 meses ou pricardiectomia

. Doenca Vascular Periférica

a) Claudicagdo por 6 meses

b) Perda tecidual pequena (polpa)

c) Perda tecidual significativa (ex. perda digital ou membro) (escore 2 se
>1 local)

d) Trombose venosa com edema, ulceracdo ou estase venosa

. Alteracao Gastrointestinal

a) Infarto ou ressec¢do intestinal abaixo do duodeno, baco, figado ou
vesicula biliar, por qualquer causa (escore 2 se >1 local)

b) Insuficiéncia mesentérica

c) Peritonite cronica

d) Estenose ou cirurgia do trato gastrointestinal superior em qualquer
momento

. Lesao Musculoesquelética

a) Atrofia ou fraqueza muscular

b) Artrite erosiva ou deformante (inclusive deformidades redutiveis,

excluindo necrose avascular)
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12)

12)

12)
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c) Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo necrose
avascular)
d) Necrose avascular (escore 2 se >1)
e) Osteomielite
9. Lesao de Pele
a) Alopécia cronica cicatricial
b) Cicatriz extensa em outro local além de couro cabeludo e polpa digital
c) Ulceragdo cutanea (excluindo trombose) por >6 meses
10. Faléncia Gonadal Prematura (antes dos 40 anos de idade)
11. Diabete Melito (independente de tratamento)

12. Malignidade (excluindo displasia) (escore 2 se >1 local)

* Dano, segundo proposicio do SLICC (Systemic Lupus International
Collaborating Clinics), definido como alteracdes irreversiveis nao relacionada a
inflamacao ativa, ocorrendo a partir do inicio do LES, avaliada por abordagem
clinica e presente por, pelo menos, 6 meses. Episodios repetidos devem ocorrer
apds no minimo 6 meses para escore 2. A mesma lesdo nio pode ser considerada 2

vezes.

1(2)

12)
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ANEXO L - Associagio entre sTNFR1 e manifestagdes clinicas e uso de
medicamentos em 136 com LES

Tabela : Associagdo entre STNFR1 e manifestagdes clinicas e uso de medicamentos
em 136 com LES

Variaveis Presente (ug/ml) Ausente (ug/ml) Valor de p
Mediana (11Q) Mediana (11Q)

Mucocutanea 1,37 1,44 0,574
(1,14 - 1,67) (1,10-1,91)

Fotossensibilidade 1,16 1,44 0,160
(0,96 — 6,79) (1,13 - 1,88)

Lesdo discoide 1,36 1,41 0,928
(1,21- 1,71) (1,10 - 1,89)

Rash malar 1,37 1,44 0,470
(1,06 — 1,68) (1,14 —1,88)

Lesao subaguda 1,30 1,41 0,588
(0,83 —1,78) (1.12-1,87)

Artrite 1,91 1,38 0,025
(1,70 - 2,31) (1,10 —1,84)

Disordens 1,40 1,42 0,660

hematologicas (0,93 -2,07) (1,08 — 1,86)

Plaquetopenia 1,60 1,41 0,923
(0,93 -2,07) (1,11 -1,86)

Linfopenia 1,47 1,38 0,331
(1,18 — 1,96) (1,08 — 1,84)

Leucopenia 1,39 1,41 0,459
(1,23 -2,09) (1,09 — 1,86)

Nefrite 1,89 1,38 <0,001
(1,38 -3,07) (1,07 -1,77)

Sindrome nefroética 1,73 1,40 0,406
(1,59 — 1,88) (1,11 -1,86)

Vasculite 1,35 1,42 0,606
(1,01 - 1,75) (1,11 -1,87)

Prednisona 1,44 1,38 0,777
(1,34 - 1,88) (1,10 — 1,85)

Prednisona >20 mg 1,46 1,41 0,884
(1,04 - 2,06) (1,12-1,86)

Antimalarico 1,38 1,62 0,040
(1,04 - 1,78) (1,11-1,92)

Imunossupressor 1,39 1,47 0,615
(1,06 — 1,87) (1,15 -1,87)

Azatioprina 1,40 1,42 0,680
(1,10 — 1,94) (1,12-1,86)

Metotrexato 1,26 1,46 0,126
(0,95-1,78) (1,14-1,91)

Ciclofosfamida 1,54 1,41 0,941
(1,12 - 1,80) (1.08 — 1,87)




ANEXO M - Associagio entre sSTNFR2 e manifestagdes clinicas

medicamentos em 136 com LES

Tabela : Associagdo entre STNFR2 e manifestagdes clinicas e uso de medicamentos

em 136 com LES

Variaveis Presente (ug/ml) Ausente (ug/ml) Valor de p
Mediana (11Q) Median(I1Q

Mucocutanea 4,46 4,06 0,903
(3,75-5,51) (3,55-6,04)

Fotossensibilidade 4,21 4,57 0,767
(3,03 -4,90) (3,65 -4,99

Lesdo discoide 4,99 4,50 0,447
(4,00 —5,15) (3,53-5,93)

Rash malar 4,05 4,60 0,208
(3,46 —5,15) (3,63 -6,09)

Lesao subaguda 6,17 4,57 0,406
(4,15 -38,19) (3,60 — 5,84)

Artrite 4,94 4,50 0,526
(3,77 - 6,66) (3,61 —5,84)

Hematologicas 4,55 4,57 0,870
(3,76 — 5,81) (3,58 -5,98)

Plaquetopenia 4,93 4,57 0,728
(3,69 — 6,60) (3,61 —5,85)

Linfopenia 4,61 4,36 0,293
(3,81 -6,21) (3,52 -5,73)

Leucopenia 4,60 4,55 0,676
(3,39-5,72) (3,69 - 6.02)

Nefrite 6,43 4,35 <0,001
(4,94 -9,63) (3,50 -5,26)

Sindrome nefrotica 7,25 4,52 0,063
(6,95 —7,56) (3,60 -5,74)

Vasculite 5,74 4,52 0,262
(4,28 —6,77) (3,58 -5,82)

Prednisona 4,60 4,26 0,363
(3,60 -6,28) (3,60 —5,09)

Pred > 20 mg 4,45 4,60 0,966
(3,22 - 6,64) (3,69 — 5,84)

Antimalarico 4,32 4,93 0,363
(3,58 -5,61) (3,78 -6,71)

Imunossupressor 4,50 4,61 0,629
(3,56 —5,69) (3,65 -6,04)

Azatioprina 4,66 4,47 0,696
(3,60 —5,59) (3,60 — 5,89)

Metotrexato 4,14 4,62 0,202
(3,54 -5,13) (3,62 -6,03)

Ciclofosfamida 4,97 4,55 0,941
(2,70 — 6,96) (3,62 —5,85)

e uso de
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ANEXO N - Associagio entre TNFo e manifestagdes clinicas e uso de
medicamentos em 136 com LES

Tabela: Associacdo entre TNFo e manifestagdes clinicas ¢ uso de medicamentos em

136 com LES
Variaveis Presente (ug/ml)  Ausente (ug/ml) Valor de p
Mediana (11Q) Mediana (11Q)
Mucocutdnea 1,348 4,14 0,216
(0,24 - 15,19) (0,55 -27,92)
Fotossensibilidade 11,11 3,60 0,327
(1,70 — 133,40 (0,4 —24,80)
Lesao discoide 0,9 4,00 0,214
(0,2-11,8) (5,00 — 28,50
Rash malar 1,30 4,10 0,284
(2,00 — 16,60) (5,00 — 25,00)
Lesdo subaguda 5,00 3,90 0,155
(0,00 — 10,00) (5,00 — 25,00)
Artrite 24,20 3,10 0,014
(54,00 — 148,0) (0,40 —20,4)
Desordens 4,10 3,30 0,507
hematologicas (0,80 -28,6) (0,20 —23,9)
Plaquetopenia 1,50 3,90 0,478
(0,60 — 5,00 (0,4 —25,7)
Linfopenia 3,00 39 0,926
(0,70 —-17,80 (0,20 —26,80)
Leucopenia 6,40 3,20 0,160
(0,80 —95,20) (0,40 — 20,40
Nefrite 1,20 4,20 0,180
(0,10-10,10) (0,50 — 27,90)
Sindrome nefrotica 2,90 3,90 0,105
(0,00 —0,50) (0,5 —25,00)
Vasculite 5,00 3,30 0,928
(1,70 -17,70) (0,40 — 25,70)
Prednisona 3,70 3,60 0,994
(0,50 —23,20) (0,20 — 38,90)
Prednisona > 20 4,00 3,3 0,942
(0,50 - 19,1) (0,4 -27,3)
Antimalarico 4,00 2,7 0,816
(0,40 —23,90) (0,50 — 65,20)
Imunossupressor 3,00 4,10 0,998
(0,60 -20,40) (0,20 — 26,60)
Azatioprina 3,60 3,70 0,959
(0,50 — 56,90) (0,50 — 24,40)
Metotrexato 2,60 3,90 0,920
(0,60 — 25,30) (0,40 — 23,90)
Ciclofosfamida 7,20 3,30 0,551
(1,00 —25,0) (0,40 — 25,10)




ANEXO O - Associa¢do entre adiponectina e manifestagdes clinicas e uso de
medicamentos em 135 com LES
Tabela : Associagdo entre adiponectina e manifestacdes clinicas e uso de
medicamentos em 135 com LES
Variaveis Presente* Ausente* Valor de p
Mediana Mediana (1IQ)
(1Q)
Mucocutanea 10,52 17,97 0,198
(4,93 - 13,96) (7,19 — 19,09)
Fotossensibilidade 14,08 11,30 0,604
(6,48 —36,34) (7,07 -17,64)
Lesao discoide 10,09 11,58 0,261
(4,08 — 14,64) (7,13 -18,60)
Rash malar 9,66 11,53 0,271
(94,93 —14,80) (7,18 —18,40)
Lesao subaguda 14,45 11,26 0,512
(13,05 -15,39) (7,06 — 18,02)
Artrite 10,90 11,33 0,522
(5,60 —14,01) (7,06 — 18,02)
Hematologicas 12,49 10,70 0,185
(7,93 — 18,86) (6,72 — 18,02)
Plaquetopenia 19,72 11,11 0.022
(17,34 — 25,50) (7,06 — 17,23)
Linfopenia 13,42 10,62 0,073
(7,50 — 19,55) (7,06 — 17,14)
Leucopenia 12,64 11,20 0,244
(8,78 — 19,48) (6,70 — 17,74)
Nefrite 16,01 10,63 0,013
(11,62 —21,95) (6,79 — 16,52)
Sindrome nefroética 19,24 11,30 0,299
(11,11 -27,37) (7,06 — 1,76)
Vasculite 1,69 1,12 0,452
(6,20 — 25,33) (7,07 - 17,64)
Prednisona 11,97 9,61 0,120
(7,41 — 18,80) (5,63-16,17)
Pred > 20mg 14,64 10,78 0,094
(9,28 — 19,08) (6,82 —17,49)
Antimalarico 12,35 9,13 0,008
(8,63 —19,35) (5,42 —14,27)
Imunossupressor 11,96 10,43 0,642
(6,69 — 18,71) (7,13 -17,52)
Azatioprina 11,58 11,90 0,385
(6,61 —16,15) (7,18 -19,08)
Metotrexato 13,45 10,84 0,172
(8,61 —19,93) (7,01 — 16,87)
Ciclofosfamida 15,39 11,20 0,137

(11,04 —24,61)

(7,06 — 17,54)
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ANEXO P - Associagdo entre resistina e manifestagdes clinicas e uso de
medicamentos em 136 com LES

Tabela : Associagdo entre resistina e manifestacdes clinicas e uso de medicamentos
em 136 com LES

Variaveis Presente* Ausente* Valor de P
Mediana (11Q) Mediana (11Q)

Mucocutanea 1,848 2,10 0,273
(1,49 —2,56) (1,74 -2,57)

Fotossensibilidade 1,48 2,10 0,014
(1,20 - 1,68) (1,70 -2,57)

Lesao discoide 1,84 2,09 0,562
(1,52 -3,03) (1,71 — 2,56)

Rash malar 1,97 2,09 0,880
(1,34 -3,25) (1,64 — 2,54

Lesao subaguda 1,79 2,08 0,416
(1,61 —1,96) (1,64 —2,56)

Artrite 1,97 2,07 0,858
(1,66 — 2,58) (1,64 —2,56)

Hematologicas 1,92 2,12 0,360
(1,64 —2,43) (1,63 —2,67)

Plaquetopenia 2,65 2,05 0.252
(1,81 —3,02) (1,64 —2,55)

Linfopenia 1,95 2,10 0,563
(1,71 -2,43) (1,60 —2,67)

Leucopenia 1,77 2,13 0,108
(1,57-2,32) (1,73 -2,59)

Nefrite 2,24 2,02 0,185
(1,78 — 2,88) (1,64 —2,56)

Sindrome nefroética 2,27 2,05 0,504
(2,19 -2,35) (1,64 —2,56)

Vasculite 2,03 2,07 0,580
(1,28 —2,40) (1,64 —2,57)

Prednisona 2,13 1,99 0,526
(1,68 — 2,60) (1,63 —2,48)

Pred >20mg 2,10 2,60 0,199
(1,35-2,33) (1,71 - 2,67)

Antimalarico 2,00 2,15 0,511
(1,64 —2,48) (1,64 — 2,66)

Imunossupressor 1,95 2,10 0,438
(1,63 -2,48) (1,64 —2,63)

Azatioprina 1,96 2,08 0,210
(1,53 -2,48) (1,74 - 2,68)

Metotrexato 1,94 2,08 0,603
(1,78 —2,79) (1,61 —2,56)

Ciclofosfamida 1,84 2,09 0,272
(1,60 —2,28) (1,64 —2,58)




ANEXO Q - Associagio entre leptina e manifestagdes clinicas

medicamentos em 136 com LES

Tabela : Associacdo entre leptina e manifestagdes clinicas e uso de medicamentos em

136 com LES
Variaveis Presente* Ausente* Valor de p
Mediana (11Q) Mediana (11Q)

Mucocutanea 1,99 1,77 0,157
(1,36 - 1,89) (1,55-1,99)

Fotossensibilidade 1,50 1,75 0,341
(1,24 -1,97) (1,54 -1,98)

Lesdo discoide 1,71 1,76 0,315
(1,52 -1,84) (1,53 -1,99)

Rash malar 1,68 1,76 0,243
(1,33 -1,96) (1,55-1,98)

Lesao subaguda 1,58 1,75 0,515
(1,32 - 1,85) (1,54 - 1,98)

Artrite 1,71 1,75 0,160
(1,42 -1,82) (1,52 -1,99)

Hematologicas 1,68 1,78 0,361
(1,47 - 1,98) (1,55 -1,98)

Plaquetopenia 1,75 1,75 0.882
(1,56 —2,09) (1,51 -1,98)

Linfopenia 1,69 1,77 0,457
(1,50 -1,97) (1,52 -1,99)

Leucopenia 1,63 1,77 0,125
(1,43 -1,95) (1,56 -1,99)

Nefrite 1,88 1,76 0,182
(1,66 — 2,06) (1,51-1,97)

Sindrome nefroética 1,86 1,74 0,575
(1,81 -1,91) (1,51-1,98)

Vasculite 1,87 1,74 0,495
(1,59 - 2,06) (1,54 - 1,98)

Prednisona 1,78 1,68 0,239
(1,55 -1,98) (1,45 -1,98)

Pred >20 mg 1,81 1,72 0,768
(1,51 -1,98) (1,54 - 1,98)

Antimalarico 1,72 1,78 0,594
(1,51 -1,96) (1,55-2,05)

Imunossupressor 1,84 1,71 0,053
(1,56 —2,04) (1,49 - 1,92)

Azatioprina 1,93 1,71 0,013
(1,64 —2,08) (1,51 -1,93)

Metotrexato 1,75 1,75 0,885
(1,54 -1,97) (1,51 -1,99)

Ciclofosfamida 1,68 1,75 0,373
(1,49 — 1,85) (1,53 —1,98)

e uso de
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ANEXO R - Classificacio nutricional de acordo com o indice de massa corporal
(IMC).

Tabela 1: Classificagcdo nutricional de acordo com o indice de massa corporal (IMC).

Classificacao IMC
Magreza grau Il < 16,00 kg/m?
Magreza grau I 16,00 a 16,99 kg/m?
Magreza grau | 17,00 a 18,49 kg/m?

Eutrofia 18,50 a 24,99 kg/m?
Pré-obeso 25,00 a 29,99 kg/m?
Obesidade Classe | 30,00 a 34,99 kg/m?
Obesidade Classe Il 35,00 a 39,99 kg/m?

Obesidade Classe III > 40,00 kg/m?
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ANEXO S: Locais de colocagdo dos eletrodos da bioimpedancia.

Fonte: KYLE et al., 2004.
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ANEXO T :Valores de referéncia para percentuais de gordura em

mulheres

Valores de referéncia para percentuais de gordura em mulheres

Idade Baixo Recomendado Alto Muito alto
20-39 5-20 21-33 34-38 >38
40-59 5-22 23-34 35-40 >4(0

60-79 5-23 24-36 37-41 >41




ANEXO U: Curva ROC
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Medida Area curva ROC IC 95% Valor p
IMC 0,895 0,844 ; 0,945 <0,0001
CC 0,877 0,814 ; 0,941 <0,0001

IMC: indice de massa corporal, CC: circunferéncia da cintura
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ANEXO V : Caracteristicas sécio demograficas e composicdo corporal
dos pacientes e controles

Caracteristicas socio demograficas e composicdo corporal em 190 pacientes e 70
individuos do grupo controle

Variaveis Pacientes LES Controles p
(N=190)/ N(%) (N=70)/N(%)
Idade* 37,51 (9,97) 39,6 (10,68) 0,131
Escolaridade** 10 (5-12) 11 (3,75-12) 0,817
Ocupagao (180/70)** 88 (48.,9) 56 (80,0) <0,001
RFM (178/67)** 2(2-2) 2(2-2) 0,411
Menopausa 53(27,9) 14 (20) 0,092
IMC* 27,44 (6,00) 27,97( 6,09) 0,045
GC (%) (172/65) 30,54 (6,39) 32,73 (7,82) 0,058
GC (Kg)**(172/65) 20,2 (15,0 -26,10) 23,2 (15,4-30,32) 0,052

= media (DP), " = mediana (IIQ), RFM = renda familiar mensal, GC = gordura corporal
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease, which
pathogenesis is complex and still not completely understood. In SLE, stimulation of
the immune system results in autoantibody production, immune complex deposition
and inflammatory cytokine release. Cytokines are soluble factors that can participate in
the differentiation, maturation and activation of the immune system (1).

Tumor necrosis factor a (TNFa) is a pleiotropic cytokine that elicits
different reactions under various physiological and pathological conditions. TNFa
participates in the activation and development of B and T lymphocytes and can induce
apoptosis (2). It also contributes to the pathogenesis of SLE through inflammatory
actions and through the regulation of immune function (3). TNFa can stimulate the
production of membrane receptors (4), which become soluble and bind to serum TNFa,
avoiding its inactivation by other inhibitory cytokines (5). Some studies have shown
that TNFa and its receptors might be elevated in the serum of patients with SLE (6, 7).
TNFa and its receptors are associated with higher disease activity and kidney
involvement (4, 8).

Adipokines also participate in the regulation of the immune system and
systemic inflammation (9). Leptin and resistin usually have pro-inflammatory effects,
and adiponectin has an anti-inflammatory action in individuals without autoimmune
disorders (10). In chronic inflammatory diseases such as SLE, adipokines, leptin and
adiponectin levels in particular, are usually elevated, compared with healthy
individuals (11-13). In these, adipokines, particularly leptin, might stimulate the
production of TNFa by macrophages, thus modifying the cytokine profile (13).

Few studies have addressed the associations between adipokines (leptin,

adiponectin and resistin) and inflammatory cytokines or between the former and
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clinical, laboratory and treatment-related manifestations in individuals with SLE (14,
15). It is also not yet known whether the TNF system, composed of TNFa and its
soluble receptors 1 (sTNFR1) and 2 (sTNFR2), mediate the inflammatory action of
adipokines in SLE (16, 17). In this context, the aim of the present study was to assess
how adipokines and the TNF system are associated with each other, as well as the
clinical, laboratory and treatment-related characteristics of SLE.

Patients and methods

Patients

This cross-sectional study approved by The Research Ethics Committee of
UFMG and the Teaching, Research and Extension Board, HC/UFMG (ETIC no.
272/08) and conducted at the Rheumatology Unit, at Hospital das Clinicas,

Universidade Federal of Minas Gerais.

Participants were female individuals diagnosed with SLE (according to the
1997 update of the 1982 American College of Rheumatology revised criteria (ACR
82/97)(18, 19), who were older than 18 years of age and who signed an informed
consent form. None of the patients had acute or chronic infection, cancer, and severe

renal or hepatic impairment.

Methods

Data on sociodemographic characteristics, clinical and laboratory
manifestations according to the ACR 82/97 lupus criteria (18, 19) and use of
medication were collected via forms and interviews. Disease activity was measured
using the modified Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000,

without the serologic variables anti-dsDNA and complement (SLEDAI-2Km) (20, 21).
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Irreversible cumulative damage was measured by means of the Systemic Lupus

International Collaborating Clinics/ACR Damage Index (SLICC/SDI) (22).

The patients were divided into two groups according to disease activity:
SLEDAI-2Km< 4 (low disease activity) and SLEDAI-2Km=> 4 (moderate and high

disease activity) at study inclusion (T,) (23).

According to BMI, patients were classified as normal weight (BMI = 18.6-24.9
kg/m®), overweight (BMI = 25-29.9 kg/m®) and obese (BMI =30 kg/m®) based on the

criteria of the World Health Organization (24).

At the time of clinical assessment (Ty), serum samples were collected in sterile
tubes, centrifuged for 20 minutes, frozen and stored at -70 °C. The serum was diluted
10-fold prior to measuring cytokine levels, except for TNFa. Adiponectin, leptin,
resistin, TNFa, sTNFR1 and sTNFR2 were analyzed using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits (Duoset, R&D Systems, Minneapolis, MN)
according to the manufacturer’s instructions.

The test sensitivity was 2.5 pg/ml for TNFa and 5.0 pg/ml for the remainder of

the assessed molecules.

Statistical analysis

A database was created using the software EpiData® version 3.1 (EpiData
Association, Odense, Denmark). The software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS®) version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA.) was used for the statistical

analysis.
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In order to assess potential associations between clinical characteristics and the
TNF system or adipokines, the non-parametric U-Mann-Whitney, Chi-square or
Fisher’s exact tests were used when appropriate. Associations between the TNF system

and adipokines were investigated by means of Spearman’s correlation test.

Multiple linear regression was used for multivariate analysis after logarithmic
transformation of the dependent variables included in the models. The independent
variables to be included in the model were selected based on their statistical
significance in the univariate analysis and their likely biological association. To fit the

model, four patients with outliers of STNFR1 levels were excluded.

The significance level was set to 5% (p < 0.05) in all analyses.

Results

Patients’ characteristics

The median and interquartile range (IQR) age and disease duration of the 136
assessed women were 41.5 (33.0-49.7) years old and 11.3 (7.8-15.8) years; 105
(77.2%) participants were classified as nonwhite, and 67 (49.3%) were
postmenopausal. Cumulative revised ACR classification indicated mucocutaneous
manifestations in 50.7% of the patients, hematological disorders in 77.2%, arthritis in
21.3%, nephritis in 35.3%, serositis in 3.7%, and neuropsychiatric disorders in 0.7%.
Considering immunological criteria, 28.7% of patients were positive for anti-Sm,
47.8% for double stranded anti-DNA, 9.6% false-positive VDRL, 25.7% for anti-
cardiolipin IgM or IgG, and 12.5% for lupus anticoagulant. The median cumulative
prednisone dose was 36.5g (22.9-51.1), and the current daily prednisone dose was 5.0
mg/day (0.0-10.0).

The disease and treatment characteristics of patients at the study inclusion (Ty)
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are described in Table 1. The median (IQR) SLEDAI-2Km was 0 (0-4) and the median
(IQR) SLICC/S/DI was 2 (1-3). The Number (%) of patients with SLEDAI 2k-m > 4

was [35 (25,7%)] and < 4 [101(74,3%)].

Serum cytokine concentrations
Table 2 presents the serum adipokines levels and the TNFa system
components in the 136 participants as well as the serum levels of these factors
according to disease activity as assessed by the SLEDAI-2Km.
TNFa system and clinical manifestations analysis
Positive correlation between sTNFR1 and sTNFR2 levels (rs: 0.745; p <
0.001) was observed. However, no correlation was identified between TNFo and
STNFRI (rs: 0.960; p = 0.680) or sSTNFR2 (rs: 0.106; p = 0.221).
Higher sTNFRI1 levels were associated with nephritis [no nephritis: 1.38
(1.08-1.80) ng/ml versus nephritis: 1.89 (1.38-3.07) ng/ml; p < 0.001] and arthritis [no
arthritis: 1.38 (1.10-1.84) ng/ml versus arthritis: 1.91 (1.70-2.31) ng/ml; p = 0.025].
Higher levels of sTNFR1 were correlated with age (rs = 0.178; p = 0.039) and the
presence of menopause (no menopause: 1.34 ng/ml versus menopause: 1.65 ng/ml; p <
0.001) and inversely correlated with creatinine clearance (rs = - 0.299; p < 0.001).
Higher sTNFR1 levels were found among those participants who were not using
antimalarial drugs [not using: 1.62 (1.11-1.93) ng/ml versus using: 1.38 (1.04-1.78)
ng/ml; p = 0.04).
Higher sTNFR2 levels were associated with the presence of nephritis [no
nephritis: 4.35 (3.50-5.26) ng/ml versus nephritis: 6.43 (4.94-9.63) ng/ml; p < 0.001],
and higher serum TNFa levels were associated with arthritis [no arthritis: 0.03 (0.00 -

0.20) ng/ml versus arthritis: 0.242 (0.05-1.48) ng/ml; p = 0.014].
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Positive correlations were found between disease activity and serum sTNFRI
(rs =0.219, p = 0.011) and sTNFR2 (rs = 0.292; p = 0.003) concentrations (Figure 1).
Serum sTNFR1 (p = 0.001) and sTNFR2 (p = 0.001) levels were higher among the
participants with moderate/high active disease versus those with inactive/low disease
(Table 2). Similarly, positive correlations were found between the damage index and
sTNFR1 (rs = 0.427, p < 0.001) and sSTNFR2 (rs = 0.245; p = 0.005) levels (Figure 1).
However, no correlation was found between TNFa levels and disease activity or
SLICC-ACR/DI score.

In the multivariate analysis, independent associations were found between

sTNFR1 and sTNFR2 and disease activity and damage indexes (Table 3).

Adipokines and clinical manifestations

The body mass index median (BMI) of the 136 participants was 26.4 (23.6-
30.6) kg/m*; 38% were of normal weight, 30.6% were overweight and 31.4% were
obese. A weak positive correlation was found between serum leptin levels and BMI (rs
=0.168; p = 0.051), and an inverse correlation was found between serum adiponectin
levels and BMI (rs = - 0.287; p = 0.001). No correlation was found between BMI and
resistin levels (rs= 0.058; p=0.501).

Regarding organ damage, there was no correlation between SLICC/SDI and
serum leptin levels (rs = - 0,055; p = 0,528), resistin (rs = 0,101; p = 0,243) or
adiponectin (rs = - 0,062; p = 0,479). Similarly, there was no association between the
serum adipokines levels and disease activity (Table 2).

Higher serum adiponectin levels were correlated with thrombocytopenia (no
thrombocytopenia: 11.11 ng/ml versus thrombocytopenia: 19.72 mg/ml; p= 0.022),

nephritis (no nephritis: 10.63 ng/ml versus nephritis: 16.01 ng/ml; p=0.013) and use of



139

antimalarial drugs (not using: 9.13 ng/ml versus using: 12.35 ng/ml; p= 0.008).
Creatinine clearance was inversely correlated with resistin (rs= -0.219; p= 0.011) and
adiponectin (rs=-0.178; p= 0.039) levels. Higher leptin concentrations were associated
with azathioprine use (not using: 1.71 ng/ml versus using: 1.93 mg/ml; p=0.013).

In the multivariate analysis, higher serum adiponectin levels were
independently associated with the presence of thrombocytopenia, presence of nephritis
and use of antimalarial drugs (Table 4).

TNFa, its receptors and adypokines
Leptin serum levels were correlated with STNFR2 (rs= 0.414; p=0.002)
concentrations and resistin with sSTNFR1 (rs= 0.489; p< 0.001) and sTNFR2 (rs=

0.298; p< 0.001) concentrations.

Discussion

In the present study of 136 SLE female patients a positive association
was observed between TNFa receptors levels and nephritis, arthritis, disease activity
and damage index. Adiponectin levels were associated with nephritis and antimalarial
drugs use.

Other authors have found similar association between TNFa receptors
and disease activity (4), renal (8, 25) and cutaneous involvement (26). Mahmoud et al.
analyzed 44 patients and found that those with diffuse proliferative lupus nephritis
exhibited the highest serum TNFa and sTNFR2 concentrations (27). The evidence
suggesting the role of TNF in the pathogenesis of nephritis were published by
Takemura et al., who demonstrated TNFa deposition in the glomeruli of patients with

SLE and different types of nephritis (28), and by Zhu et al., who detected greater TNFa
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gene expression in patients with class III and IV nephritis (8).

In the present study we found an association, so far unpublished, between
arthritis and the sTNFR1. This is a very interest data considering the observation of
arthritis improvement during treatment of lupus patients with TNFa inhibitors (29). We
also describe a reduction in sTNFRI levels in the patients using antimalarial drugs.
Treatment with such drugs is known to reduce several clinical and laboratory
parameters of active disease in patients with SLE (30). Sacre et al. demonstrated that
the inhibition of the toll-like receptors (TLRs) TLR7 and 9, in dendritic cells in
particular, by antimalarial drugs, could interfere with interferon y production and
consequently in TNFa releasing (31). Although effective in reducing TNFa
concentrations, clinical experience with TNF blockade in SLE patients is limited.
There are data suggesting efficacy of an induction regimen of TNF blockers for lupus
nephritis, hemophagocytic syndrome, and interstitial lung disease. Nonetheless, it may
increase the level of autoantibodies and the risk of life-threatening adverse events in
long-term use (32).

The systemic immune deregulation observed in SLE, involve in the local
inflammatory response that ultimately leads to tissue injury and end organ damage
(33). Interesting correlation of STNFR1 and sTNFR2 with organ damage as assessed
by SLICC/SDI, was showed in this study. The association of high TNFa serum levels
and the accrued organ damage after five-years follow up has been previously described
(33), thus the highest levels of TNF receptors could be considered worse prognosis
markers and indicate the persistence of inflammation in those patients with lupus who
have permanent damage.

In the present study, we did not find an association between adipokines

and disease activity similar to other studies (11, 35-39). Although, Almehed et al.
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studied 163 women with SLE and found an association between resistin and lower
complement levels (14). Regarding the damage index, contrasting with our results
greater damage index has been reported in individuals with higher resistin and leptin
levels (15, 36, 39).

With regard to adipokines and the clinical manifestations and treatment of the
disease, higher levels of adiponectin were associated with the presence of nephritis and
antimalarial drugs use. These findings were similar to Rovin et al. results, which
detected higher serum and urinary adiponectin levels in individuals with SLE and
nephritis compared to patients without nephritis, and to healthy individuals (40). This
and others studies suggested that adiponectin might be considered a marker of renal
disease activity (41, 42). Considering that this adipokine usually behaves as an anti-
inflammatory cytokine; the results presented here indicate a possible counter-
regulation of the immune system that would stimulate adiponectin production in
response to inflammatory stimuli associated to nephritis. Furthermore, adiponectin can
behave as pro-inflammatory adipokine in SLE, depending upon the isoform. Song et al
postulated that the high-molecular weight isoforms, but not the low-molecular weight,
induce the expression of the pro-inflammatory chemokines MCP-1 and IL-8 (41).

According to several studies, circulating leptin levels are directly correlated
with body mass index (BMI) in both healthy individuals and SLE patients (11-13, 38).
By contrast, the association of leptin with the clinical manifestations and
pharmacological treatment of SLE remains poorly understood. Wislowska et al.
studied 30 individuals with SLE and found lower leptin levels among those with
arthritis or with involvement of the central nervous system (11). In the present study,
no association between leptin levels and any clinical manifestation was observed,

however a positive association was established between leptin levels and azathioprine
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use. De Sanctis et al. reported the opposite trend upon assessing 60 SLE patients:
subjects taking a combination of corticosteroids with immunomodulators and
immunosupressive drugs exhibited lower leptin concentrations compared to non treated
patients (37).

The association between clinical manifestations of SLE and resistin has been
seldom described in the literature. In the present study, we found that higher resistin
concentrations were correlated with lower creatinine clearance. Similarly, Baker et al.
reported that patients with SLE and higher serum resistin levels exhibited lower
creatinine clearance. These authors also showed that patients with higher levels of
serum resistin had proteinuria history (36). Studies conducted with individuals without
autoimmune diseases found the same correlation between elevated resistin levels and
kidney dysfunction, which might be explained by the fact that resistin is mainly
excreted in the urine (43-45).

An original contribution of our study is the identification, in SLE patients, of a
correlation between the adipokines (leptin and resistin) levels and TNFa receptors. We
found correlations between leptin and sSTNFR2, and between resistin and both sTNFR1
and sSTNFR2. The correlation of leptin and TNF system has been described in
individuals without lupus (16, 17, 46). Leptin can induce T cell activation and
modification of T cell response to Thl pattern, in addition to inhibiting regulatory T
cells (Tregs) (10, 47, 48). TNFa can stimulate leptin release by adipose tissue, while
leptin can increase the expression of inflammatory mediators such as TNFa (13). It is
known that resistin can induce the production of IL6, IL1p and TNFa (49) and is also
elevated in inflammatory diseases like rheumatoid arthritis (50) and inflammatory
bowel disease (46). Almehed et al. found a positive correlation between resistin and

IL6, IL6 receptor and TNFa when they analyzed 163 SLE women (14).
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As a limitation, we quote the cross-sectional design of the present study, which
does not allow the assessment of changes in the levels of adipokines and TNF system
with fluctuations of disease activity. Prospective studies are more suitable to address
the relation between these two classes of molecules. I find that, despite you found
significant statistical correlations, there is too much data dispersion to consider it as a
potential marker and, as you acknowledged, the number of patients with high activity
is small and it weakens the results We also hypothesized that the low SLEDAI of
patients in the present study may have affected the identification of correlation
between disease activity and serum levels of adipokines.

In conclusion, TNFa, its receptors and adipokines were associated with arthritis
and nephritis. The sTNFR1 correlated with global activity and the organic injury of
lupus, suggesting that this could be used as a marker of disease activity. Resistin and
leptin were associated with higher concentrations of TNF receptors. This correlation
between the two systems (adipokines and TNF system) allows a better understanding

of the role of adipokines in the inflammatory response in SLE patients.
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TABLE 1

Table 1: Characteristics of patients at study inclusion (Ty)

Variable Ty
N (%)
Clinical manifestations
Mucocutaneous 26 (19.1)
Arthritis 9 (6.6)
Serositis (pleurisy) 1(0.7)
Hematological 48 (35.3)
Hemolytic anemia 1 (0.75)
Leukopenia 21 (15.4)
Lymphopenia 44 (32.4)
Thrombocytopenia 4(2.9)
Neuropsychiatric 0
Nephritis 22 (16.2)
Nephrotic syndrome 2(1.5)
Vasculitis 42.9)
Medication
Corticosteroids 94 (69.1)
Antimalarial 88 (64.7)
Immunessuppressors 67 (44.3)
Azathioprine 38 (28.0)
Methotrexate 22 (16.2)
Cyclosporine 0
Cyclophosphamide 7(5.1)

Mycophenolate Mofetil 0
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TABLE 2
Table 2: Comparison of adipokines and TNFa, sTNFR1 and sTNFR2 in 136

patients, according to activity index

Cytokines Total SLEDAI-2Km <4 _EDAI-2Km > 4 N
Median (IRQ) (N = 136) (N=101) (N=35)
Leptin (ng/ml) 1.75 1.75 1.75 0.743
1.52 - 1.98) (1.55-199) 1.49-1.92)
Resistin (ng/ml) 2.07 2.05 2.09 0.917
1.65 —2.56) (1.64-2.59)  1.60-2.46)
Adiponectin® (ng/ml) 11.30 10.76 14.64 0.176
7.07-18.03) (7.07-16.56)  6.37-19.20
TNF a (pg/ml) 0.04 0.03 0.04
0.00 —0.25) (0.03-0.25) 0.08-0.14) 0.502
sTNFR1 (ng/ml) 1.42 1.38 1.81
1.12 - 1.87) (1.07-1.74) (1.34-2.32) 0.001
sTNFR2 (ng/ml) 4.58 4.32 5.74
(3.62 - 5.86) (3.56-5.52) (4.06 -7.56) 0.001
a - N= 135 ; TNFa = tumor necrosis factor-alpha, sSTNFR1 = soluble TNF receptor 1, sSTNFR2 soluble
TNF receptor 2
TABLE 3

Table 3 Logistic regression of activity and damage index with sTNFR1 and
sTNFR2 of patients

Varia Log sTNFR1 Log sTNFR2
ble
B (IC95%);p B (IC95%); p
SLED 0.01 (0.03 - 0.02) p=10.003 0.01 (0.06-0.22) p <0.001
Al'm
SLIC 0.04 (0.02 - 005) p <0.001 0.03 (0.02-0,05) p < 0.001
C

Log = logarithmic; SLEDAI m = activity index; SLICC = damage index; a- Results are adjusted for age,

menopause, creatinine clearance and antimalarial use
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TABLE 4
Table 4 - Logistic regression of adiponectin log with clinical characteristics and

medication of 136 patients

Variable B Valor de p

Thrombocyt 0.146 0.065
openia

Nephritis 0.212 0.009

Antimalaria 0.196 0.015

a - Adjusted for age, BMI (body mass index) and creatinine clearance
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