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RESUMO

A esclerose sistémica (SSc) € uma doenca complexa do tecido conjuntivo que
apresenta fibrose cutédnea e visceral progressiva. Alteracdes microvasculares
proeminentes e a presenca de anormalidades imunes celulares e humorais
também sao caracteristicas desta doenca. A SSc pode ser subdividida em duas
grandes formas, a difusa e a limitada, ambas sdo caracterizadas pela
presenca de autoanticorpos e fibrose tecidual. A identificacdo de genes
diferencialmente expressos na SSc € de extrema importancia para a elucidacao
da etiopatogénese da doenca e o estabelecimento de novas alternativas
terapéuticas, pois a expressao alterada de genes ligados a sistema imune pode
refletir em anormalidades imunes. Os interferons (IFNs) sao citocinas que além
de regularem a resposta imune inata e adquirida, estdo envolvidos em
processos de autoimunidade. Assim sendo o conhecimento do papel dos IFNs
e de seus genes efetores nas diversas doencas autoimunes é de fundamental
importancia para que se possa conhecer os mecanismos de patogénese
dessas doencas e possiveis perspectivas de tratamentos. Neste trabalho foi
analisada o nivel de mRNA de genes ligados a sistema IFN em um grupo de
pacientes com SSc difusa. Quando foi comparado o nivel de mRNA dos IFNs
a2, B, A 1 e A 2/3 foi observado que o nivel basal de MRNA de IFN a2 e B esta
aumentado nos pacientes com SSc quando comparado com 0 grupo controle.
Por outro lado o nivel de mRNA dos IFNs A 1 e A 2/3 nao foi diferente entre os
grupos estudados. Também foi observado um aumento no nivel basal do
mMRNA do ISG (gene estimulado por interferon) 2’56°0OAS genes nos pacientes
com SSC. Estes resultados indicam uma alteracao no nivel de mRNA de genes
do sistema IFN em pacientes com SSc. Este perfil de alteracao ainda nao foi

descrito em outras autoimunidades, sendo assim uma assinatura desta doencga.
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1.1 INTERFERONS

Os interferons (IFNs) sao citocinas que surgiram evolutivamente a milhdes de
anos atras. O gene ancestral de IFNs possuia introns e possivelmente surgiu a
partir de um gene de interleucina (IL). Este gene, semelhante ao gene de IL 28
(IFN A2), sofreu duplicacées ao longo da evolucdo dando origem a outros
subtipos. Estas duplicagdes ocorreram antes da divisdo de répteis, aves e
mamiferos. O gene ancestral para IFNs do tipo | perdeu seus introns e sofreu
varias duplicagdes, principalmente apds o surgimento de mamiferos
placentarios. A grande diversificagdo dos IFNs mostra que estas moléculas
foram importantes para o desenvolvimento dos vertebrados, provavelmente
devido a sua capacidade de imunomodulacdo e de regulacdo de mecanismos
fisiolégicos (KRAUSE & PESTKA, 2005; HAMMING et al., 2011).

Os IFNs foram as primeiras citocinas conhecidas, sendo que esta designacao
foi dada por ISAACS & LINDENMANN, em 1957, ao fator liberado no meio
quando células eram infectadas por virus. Esses fatores ao interagirem com
outras células eram capazes de induzir resisténcia a infec¢do viral. Atualmente
sabe-se que os IFNs apresentam outras atividades biolégicas além da antiviral.
Estas citocinas constituem uma familia heterogénea que possuem também
atividade antiproliferativa e importante agcdo na modulagdo do sistema imune,

agindo na resposta inata e na adaptativa (BONJARDIM, 2005).

A producéo de IFNs tanto in vivo quanto in vitro é transitéria e requer estimulo
por virus, produtos microbianos ou indutores quimicos. Durante a descoberta
dos IFNs o Influenza virus, vivo ou inativado por calor, foi identificado como um
indutor. Posteriormente outros produtos microbianos, incluindo de bactérias,
protozoarios, e virus com genoma constituido de acido ribonucléico (RNA) e de
acido desoxirribonucléico (DNA), também foram reconhecidos como indutores
de IFN. Isso demonstrou que &cidos nucléicos microbianos, lipideos,

lipopolissacarideos (LPS) ou proteinas podem induzir IFNs através da ativagédo
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de receptores que reconhecem padroes moleculares (PRRs), dentre estes os
principais sao os receptores do tipo toll (TLRs) (FIGURA 1). A transcricdo dos
genes de IFNs é induzida pela ligacao de fatores de transcricao ativados por
TLRs em seus promotores. Os mais importantes fatores de transcricdo para
inducao de IFNs séo os IRFs, porem existem outros fatores de transcricdo que
podem induzir a transcrigdo de IFNs (FIGURA 2) (BORDEN et al., 2007)

Lipopeptideos hacterianos,
proteinas com ancora GPl Acido lipotecoico LPS Flagelina
@ @ &
1 2 P s 4 4
TLRI1 TLR2 TLR4 TLR5
TLR7 TLRB8
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Figura 1: Representacao esquematica dos TLRs e seus ligantes

TLR1,TLR2,TLR4, TLR5 e TLR6 estédo localizados na superficie das células. Seus dominios
extracelulares ligam-se a produtos microbianos especificos que atuam como ligantes e os
dominios intracelulares iniciam a sinalizagdo através de uma via citoplasmatica
especifica. Varios TLRs, tais como TLR3, TLR7 / 8 e TLR9, reconhecem acidos nucléicos que
muitas vezes sao produzidos durante infeccbes virais. Eles estdo ligados na membrana
endossomal com dominios de ligagdo dentro da luz e os dominios de sinalizacdo no
citoplasma. Eles também reconhecem RNA dupla fita (ds) e de fita simples (ss) ou DNA ds
contendo sequéncias CpG.

Fonte: ; BORDEN et al., 2007- Adaptado
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Apds a secrecdo dos IFNs no meio, estas citocinas se ligam nos seus
receptores de forma paracrina e autocrina. Suas agdes sdo mediadas pelos
produtos dos genes estimulados por IFNs (ISGs) (FIGURA 2) (KONTSEK et al.,
2003 ; SEN, 2001; BONJARDIM, 2005; BORDEN et al., 2007). A transcricao
dos ISGs € regulada através de uma cascata de transducdo de sinal
desencadeada apds a ligagao dos IFNs em seus receptores celulares. De um
modo geral, a ativagdo dos ISGs ocorre quando o IFN se liga ao seu receptor
celular, que ativa Janus quinases (Jaks) ou tirosinas quinases (Tyks). As
quinases ativadas fosforilam transdutores de sinais e ativadores de transcrigéo
(STATSs), que vao para o nucleo e se ligam a sequéncias especificas de DNA
presentes nos promotores dos ISGs (FIGURA 2). A interacdo das STATs e de
outros fatores de transcricdo com o DNA, com a maquinaria transcricional e
com outros coativadores influencia na regulagéo da transcri¢cdo dos ISGs (SEN,
2001 ; UZE et al., 2007).

Figura 2: Representacdao esquematica da inducao de IFNs por virus e da atividade de
IFNs.

O reconhecimento de padrdes moleculares virais por PRRs celulares (TLRs 3,7,8,9 ou RIG1)
ativam cascatas de transducdo de sinais que culminam na transcricdo de genes de IFNs
(esquerda). Os IFNs produzidos apés estimulo se ligam em seus receptores celulares e ativam
cascatas de transdug¢ao de sinais que regulam a transcricao de I1ISGs

.Fonte: Garcia-Sastre & Biron, 2006-Modificado
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Os ISGs sao um grupo diverso de mais de 300 genes que medeiam os efeitos
biolégicos e terapéuticos da estimulacao por IFNs (TABELA 1). Os estudos dos
mecanismos de acdo dessas proteinas resultaram em descobertas
fundamentais do controle de transcricao, estabilidade RNA, processamento do
RNA e o transporte protéico. O maior conhecimento da acdo das ISGs é
também importante para a triagem de novas drogas usadas na modulacao do
sistema IFN (BORDEN et al., 2007).

Alguns ISGs apresentam bem caracterizadas parte das suas atividades
biolégicas, principalmente os que apresentam atividade antiviral. A proteina
quinase R (PKR), o sistema 2’'-5’ oligoadenilato sintetase/RNase L e a proteina
MxA, interferem com a transcricao, a traducao e a replicagdo do genoma viral ;
(LEVY & SATRE et al., 2003; BONJARDIM, 2005). As proteinas 2’5°0AS e
PKR, quando ativados por ligacdo a RNA de dupla fita, interrompem a sintese
protéica celular. Ja a proteina MxA interfere no processo de montagem e
liberagdo viral, pois inibe formagdo de vesiculas exociticas e sequestra
componentes virais. O gene 6-16 induzido por IFN €& também bem
caracterizado e esta envolvido com a interrupcao da sintese protéica e inducao
da apoptose (SEN, 2001).

Dentre os ISGs, existem cinocinas responsaveis pela regulacdo negativa do
sistema IFN, estes ISGs sdo chamados de supressores da sinalizacao de
citocinas (SOCS) e também sado induzidos apés a ligacdo dos IFNs nos
receptores. SOCS regulam negativamente a reposta biolégica dos IFNs através
de inibicdo de inducdo de TLRs, inibicdo de receptores de citocinas induzidos
por TLRs e também por desfosforilacdo de STATs (BONJARDIM, 2009).



15

TABELA 1: Exemplos de ISGs responsaveis pela acao antiviral e antitumoral na inducao

por IFNs.

Gene Funcao da proteina Mecanismo de acao

OAS, Clivagem do RNA Degradacdao de RNA viral e

RNASEL celular, indugao IFN-a/B

PKR Fosforilagéo de EIF2a Blogueio da sintese protéica
e sinalizac&o transcricional

P56 Ligacao a EIF3 Blogueio da sintese protéica

MX1 Envolve o nucleocapsideo viral Interfere  com o trafego
intracelular

PLSCR1 Migragao de fosfolipides, ligagdo ao DNA Aumenta o nivel de mRNA de
alguns ISGs

TRAIL/APO2L Ligante de receptor de apoptose Apoptose

XAF1 Blogueio da inibicao de apoptose Apoptose

G1P3 (6-16) Inibidor de caspase 3 Anti-apoptose

ISG12 Nao conhecido Antiviral

GBP1 GTPase Antiviral, inibicao de
anigiogénese

ISG20 3 exonuclease para DNA e RNA Antiviral

PML Nao conhecido Antiviral, antitumoral

ADAR1 Adenosina deaminase para RNA ds Processamento do RNA,
alteracao da traducao

Viperin (cig5) N&o conhecido Antiviral

iNOS Oxido nitrico sintetase Antiviral

Nup98/Nup96 Nucleoporina Antiviral

IRF7, STAT1  Sinalizagéo para genes de IFNs Inducdo de IFN tipo |

ADART1, adenosina deaminase RNA especifica; dsRNA, RNA dupla fita ; EIF2a/3, Fator de
iniciacdo de eucarioto 20/3; G1P3, proteina a induzida por IFN ; GPB1, proteina de ligacao de
guanilato 1, induzivel por IFN, 67kDa; iNOS, oxido nitrico sintetase induzivel; IRF-7, fator
regulatério de IFN 7; ISGs, genes estimulados por IFN;Mx1, resisténcia a myxovirus 1
(influenza virus) ; Nup98/Nup96, nucleoporina 98/96 kDa; OAS, 2'-5'-oligoadenilate sintetase;
PKR, proteina quinase dependente de RNA dupla fita; PLSCR1, fosfolipide escramablase 1;
PML, leucemia promielocitica; RNASEL, ribonuclease L; STATT1, transdutor de sinal e ativador
transcricional 1, 91 kDa; TRAIL/APOZ2L, fator de necrose tumoral relacionado a apoptose
induzida por ligantes; XAF1, ligante x inibidor da apoptose associada ao fator 1; XIAP, ligante x
proteina inibidora da apoptose.

Fonte: BORDEN et al., 2007- Adaptado

As propriedades fisico-quimicas dos IFNs, as semelhangas entre as estruturas
de seus genes e proteinas e suas atividades bioldgicas possibilitaram dividi-los
em trés grandes grupos chamados de IFNs do tipo | (IFN a, B, Q, €, Kk ,0 e T),
IFNs do tipo Il (interferon y) e IFNs do tipo Ill (IFN A 1, A2 e A 3 ou

interleucinas (IL) 29, IL 28A e IL28B) (TABELA 1) (KONTSEK et al, 2003)
(SHEPPARD et al, 2003).

Devido as diversas atividades biolégicas exercidas pelos IFNs, estas citocinas
tornaram-se medicamentos para o tratamento de algumas doencas. Os IFNs

do tipo | atualmente séo utilizados como terapia em infec¢cées causadas pelo
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virus da hepatite C (HCV), assim como no tratamento de neoplasias malignas e
esclerose multipla (SADLER et al, 2008). IFN tipo Il, y-1b, € usado para

tratamento de doenca granulomatosa crénica.

1.1.1 INTERFERONS TIPO |

Todos os membros desta superfamilia atuam na forma de mondmeros e
apresentam uma estrutura terciaria semelhante composta por cinco alfa hélices
(RADHAKRISHNAN et al., 1996). Os membros mais representativos desta
superfamilia sdo os IFNs a, B, Q, €, k ,0 e 1. Estes IFNs apresentam entre 75-
90 % de identidade de aminoacidos(aa), entre si, e sua presenga varia em
relagdo as diversas espécies de vertebrados. Todos os IFNs do tipo | se ligam
ao receptor de IFN tipo | (IFNAR). Este receptor é composto de duas cadeias
denominadas de cadeia 1 do receptor de IFN tipo | (IFNAR1) e cadeia 2 do
receptor de IFN tipo | (IFNAR2), que estdo associadas a duas quinases
intracelulares latentes denominadas de TyK2 e JAK1, respectivamente
(FIGURA 3) (STARK et al., 1998; BONJARDIM, 2005).

A subunidade IFNAR1 possui uma regido citoplasmatica de aproximadamente
100 residuos de aa e é responsavel pela alta espécie-especificidade do
receptor. Ja subunidade IFNAR2 humana apresenta trés formas, uma forma
longa (hulFNAR2c), uma forma curta (hulFNAR2b) e uma forma soluvel
(hulFNAR2a), sendo apenas a forma longa capaz de transduzir os sinais
desencadeados pelos IFNs (HAN et al., 2001). Apesar dos IFNs deste grupo
compartilharem o mesmo receptor eles apresentam diferencas na afinidade
pelo receptor, uma comparacao entre o IFNs a 2 e 3 mostrou que o IFN B é
mais avido pelo receptor, o que lhe fornece uma maior potencia em sua
atividade biolégica (MARIJANOVIC et al., 2007)
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Tipo I: IFN-ais (13 Tipos ) Tipoll: IFN-y Tipolll: IFN-As (3 Tipos )
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FIGURA 3: Representacao esquematica das vias de sinalizacao por IFNs.

IFNs do tipo I, Il e Ill sdo mostrados se ligando em seus respectivos receptores e ativando
fatores de transcricdo que se dirigem ao nucleo e regulam a transcricao de I1SGs.
Fonte: Borden et al,. 2007-Adaptado

Apos a ligagéo dos IFNSs tipo | ao seu receptor, ocorre a fosforilagéo cruzada e
a consequente ativacdo de TyK2 e JAK1. Estas sdo responsaveis pela
fosforilagdo sequencial de IFNAR1, STAT1 e STAT2. Apds os eventos de
fosforilagédo, e formagéo do heterodimero STAT1/STAT2, esse se dissocia do
receptor podendo se associar com o fator de transcricao p48 formando o fator
de transcricdo estimulado por IFN 3 (ISGF3). Este fator de transcricdo é
responsavel pela expressdo da maioria dos genes estimulados por IFN via
ligacdo ao elemento regulatério de genes estimulados por IFNs (ISRE) no DNA
(STARK et al., 1998; LEVY & SATRE, 2001). Além do fator de transcricdo
ISGF3, outros fatores regulatérios de IFNs tais como IRF-1, IRF-2, IRF-3 e IRF-

7 estao relacionados a inducéao transcricional dos ISGs e também dos préprios
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IFNs (TANIGUCHI & TAKAOKA, 2002; SATO et al., 2001; KONTSEK, et al.,
2003; HONDA et al., 2005).

1.1.2 INTERFERONS TIPO Il

A superfamilia de IFNs do tipo Il é representada por um Unico membro
denominado de IFN y. Este IFN é produzido por células Natural Killer (NK),
linfécitos T, macréfagos e células dendriticas apds contato com diversos
estimulos imunolégicos ou inflamatérios, tais como infecgdes, IL e mitégenos.
O gene que codifica para o IFN y esta presente no cromossomo humano 12
(KONTSEK, et al., 2003; STARK, et al., 1998).

Assim como os IFNs do tipo I, o IFN y exerce atividade antiviral, antiproliferativa
e imunomoduladora. Esta ultima é feita principalmente através da ativacao de
macréfagos, regulacdo da producdo de fator de necrose tumoral (TNF),
regulacdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I,
expressao de receptores de IL-12 em linfocitos T CD4 e bloqueio da producao
de IL-4 (PESTKA et al., 2004).

O receptor de IFN tipo Il (IFNGR) é composto por duas cadeias, denominadas
de cadeia 1 do receptor de IFN tipo Il (IFNGR1) e de cadeia 2 do receptor de
IFN tipo Il (IFNGR2), atuando na forma de tetrdmero. A cadeia IFNGR1 é
essencial para a ligagcdo do IFN y, enquanto a cadeia IFNGR2 é importante
para que a transducao de sinal ocorra. (KONTSEK et al., 2003 ; MARSTERS et
al., 1995). Assim como constatado para os IFNs do tipo |, IFNGR1 se associa a
JAK 1 e IFNGR2 a JAK 2. Logo apds a ligacao do IFN y nas cadeias de
IFNGR1, ocorre a formacao de sitios de ligacao para as duas cadeias IFNGR2.
Com este evento ocorre uma aproximacao dos dominios citoplasmaticos de
cada receptor, com a consequente autofosforilagdo e transfosforilacdo das
JAKs. As STATs serdo entdo fosforiladas e irdo entdo se dissociar do



19

complexo, formar um homodimero e translocar para o nucleo. Este fator de

transcricdo ira se ligar a sequéncias ativadas por IFN y (GAS) (FIGURA 3).

1.1.3 INTERFERONS TIPO Il

O subgrupo dos IFNs A foi encontrado em 2003, e € composto em humanos por
trés IFNs (A1, A2 e A3) que possuem uma similaridade de 17% com os IFNs do
tipo I. Estes IFNs se ligam aos receptores de IFN tipo Il (IFNLR), composto de
duas cadeias denominadas de cadeia 1 do receptor de IFN A (IFNLR1) e
receptor de interleucina 10 2 (IL-10R2) (FIGURA 2). A cadeia IFNLR1 do
receptor ndo é encontrada em varios tipos celulares transformados ou nao, o
que torna as atividades biolégicas destes IFNs bastante restritas. Os IFNs A
sdo capazes de inibir a multiplicacao viral, regular a expressdao de MHC de
classe | e induzir fatores de transcricdo semelhantes aos induzidos por IFNs do
tipo | (KONTSEK, et al., 2003 ; KOTENKO, et al., 2003).

Assim como grande parte dos IFNs do tipo I, os IFNs A sdo induzidos apo6s
infeccbes por diversas familias de virus e apds estimulo de TLRs por
agonistas. Sua cinética de inducao por células dendriticas ap6s estimulo por
LPS ou poli I:C se assemelha a cinética de inducéo do IFN B, uma vez que os
IFNs A sdo induzidos antes da maior parte dos IFNs a. A inducéo dos genes de
IFNs A ocorre de forma diferencial, com a inducdo de IFN A1 sendo regulada
por IRF-3 e IRF-7 e a inducdo dos IFNs A2 e 3 sendo reguladas apenas por
IRF-7 (COCCIA et al.,, 2004 ; YANG et al., 2005 ; MATIKAINEN et al., 2006;
OSTERLUND et al., 2007).

Assim como os IFNs do tipo |, os IFNs do tipo Ill também apresentam atividade
antiproliferativa em células transformadas derivadas de tumores humanos ou
murinos capazes de responderem a eles (DUMOUTIER et al, 2004 ;
ZITZMANN et al, 2006). Apesar de se ligarem a receptores celulares distintos,
as vias de sinalizacdo desencadeadas por IFNs do tipo Il até entdo conhecidas
sao idénticas as vias de sinalizacdo de IFNs do tipo I. O controle destas vias de
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sinalizacao também ocorre de forma similar, através da regulacdo mediada por
supressores de sinalizagdo de citocinas (SOCS) (BRAND et al, 2005b ;
ZITZMANN et al, 2006).

A atividade antiviral in vitro de IFNs do tipo Il contra varios virus humanos ou
murinos ja foi demonstrada. Por exemplo podemos citar Encephalomyocarditis
virus, Sinbdis virus (KOTENKO et al, 2003 ; SHEPPARD et al, 2003), Hepatitis
B virus e Hepatitis C virus (ROBEK et al, 2005), Human herpesvirus 5 (CMV)
(BRAND et al, 2005) , Human herpesvirus 2 (ANK et al., 2006), Apeu virus
(ALMEIDA et al., 2008 ), Human immunodeficiency virus 1 (HOU et al., 2009),
West Nile virus (MA et al., 2009), Sin Nombre virus, Andes virus ,(PRESCOTT
et al., 2010). No caso do Human herpesvirus 2, a atividade antiviral de IFN A
também foi mostrada in vivo (ANK et al, 2006). Vaccinia virus WR
recombinantes que codificam IFN A2 murino s&o atenuados quando
comparados com virus selvagens em infeccoes de camundongos BALB/C
(BARTLETT et al., 2005). Recentemente, um viroceptor codificado por um
virus do género Yatapoxvirus capaz de se ligar a IFNs A foi descrito (HUANG et
al., 2007). A capacidade de IFNs A em induzir estado antiviral contra um grande
numero de virus, e a existéncia de um mecanismo de evasao contra estes IFNs
sao evidéncias de sua importdncia no controle de infecgbes Vvirais
(BONJARDIM, 2005).

A atividade antiviral e antiproliferativa dos IFNs do tipo lll ocorrem de forma
menos intensa e em um numero restrito de tipos celulares, quando comparadas
com as atividades dos IFNs do tipo I. A atividade mais restrita destes IFNs
pode ser atribuida a menor quantidade de tipos celulares que codificam a
cadeia IFNLR1 de seu receptor (MEAGER et al., 2005) (GALLAGHER et al.,
2010; JEWELL et al., 2010).

Os IFNs do tipo Ill também possuem atividade imunomodulatéria, e € neste tipo
de atividade que eles até entdo se diferem dos IFNs do tipo |. Tratamento de
células dendriticas imaturas com IFN A1 resulta em um processo de maturacao
distinto, resultando em células dendriticas maduras com altos niveis de MHC
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de classe 1 e 2 capazes de migrar e que retém a capacidade fagocitaria
(MENNECHET & UZE, 2006). PBMCs tratados com IFN A1 produzem IL6, IL8 e
IL10, mas ndo TNF ou IL1. Destas células, as que respondem melhor ao
tratamento sdo mondcitos e macréfagos (JORDAN et al., 2007a). IFNs do tipo
[l também sdo capazes de modular a resposta imune, principalmente através
da diminuigcao de niveis de IL13 (JORDAN et al., 2007b).

1.2 AUTOIMUNIDADE E INTERFERONS

Os IFNs sao citocinas de extrema importancia na regulacao fina da resposta
imune, tanto contra doencas infecciosas e tumores, quanto na manutencao do
equilibrio do sistema imune em estado fisiolégico. Uma falta de equilibrio no
sistema IFN tem uma importancia central no aparecimento e persisténcia de
doencas autoimunes (THEOFILOPOULOQOS et al., 2005; COELHO et al., 2008).

As primeiras evidéncias de que os IFNs estavam envolvidos na patogénese de
doencas autoimunes vieram de estudos com lupus eritematoso sistémico, e
subsequentemente foi encontrado a participacdo dos IFNs em outras doencas
do sistema imunol6gico, como SSc e algumas formas de artrite reumatéide
(MEYER, 2009).

O mecanismo da patogénese de autoimunidades tem muitas vezes os IFNs
com um papel central no inicio e manutencao das doengas. A ligagao de IFN
ao/B e IFN A em seus receptores celulares aumentam a expressao de ISGs,
incluindo o MHC classe | e classe Il. Em condicbes normais, moléculas de
MHC classe | sdo expressas em varios tipos celulares e as moléculas de MHC
classe Il na superficie de células apresentadoras de antigenos, tais como
células B, macréfagos e células dendriticas. No entanto em condigdes
patologicas é observado a expressao aberrante de moléculas de MHC classe I
em células que ndo fazem parte do sistema imune, este fato tem sido
correlacionado com muitas doencgas autoimunes, como por exemplo doencas

autoimunes da tiredide, diabetes tipo |, artrite reumatdide e esclerose multipla.
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Assim esta expressdo aumentada de moléculas de MHC classe Il em células
alvo de autoimunidade tem sido relacionado a acdo dos IFNs sobre essas
células (COELHO et al.,2008).

Existe um modelo consensual onde a produgdo de IFNs em doencas
autoimunes ocorre por ativacdo de TLRs presentes na membrana celular ou
em compartimentos endossomais de células dendriticas por ligantes exdégenos
(LPS, DNA com sequéncias CpG sem metilacao, ssRNA e dsRNA e/ou ligantes
exbégenos (células em apoptose, tecidos necrosados e nucleoproteinas)
(Borden et al., 2007). Quando os TLRs sao ativados eles ativam diferentes
moléculas adaptadoras (MyD88, Tirap, Trif e Tram) que amplificam a
transducdo do sinal sobre as células dendriticas. As moléculas adaptadoras
ativam outras moléculas no interior das células, incluindo proteinas quinases,
que amplificam o sinal e levam a inducdo ou supressao de genes que
orquestram a resposta inflamatéria (BEUTLER et al., 2006). O recrutamento e
ativacao de IRF-3 ativa a transcricao de IFN B, que apos ser secretado se liga
ao receptor de IFN, ativando a via JAK-STAT e levando subsequentemente a
expressao de IRF-7, que leva a expressao de outros IFNs (FIGURA 4).
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(Esclerodermia) pode surgir e se perpetuar.

(A)

IFNs tipo | (a/B), IFN tipo Il (y) e IFN tipo Ill (IFNs A) se ligam aos seus respectivos

complexo de receptores. Todos ativam a via de JAK-STAT levando a indugéo génica de ISGF3

ou GAF/AAF. Quando fosforilados, esses fatores de transcricdo ligam-se nos promotores de
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ISGs chamados ISRE. (B) Estimulos endogenos (produtos bacterianos ou virais) irdo
sensibilizar as células dendriticas via TLR4 (LPS) sobre a membrana celular ou TLR3 (dsRNA),
TLR7 e TLR 8 (ssRNA) ou TLR 9 ( seqiéncias CpG de DNA) nos endossomos. Estimulos
endbégenos serdo percebidos através da ligagdo de imunocomplexos, que se formam através
de autoanticorpos ligados a nucleoproteinas acopladas ao DNA/RNA, a TLR3, TLR7,TLR8 e
TLR9. Apos da ativagao da transdugao de sinal pelos TLRs, IRF-3 e inicia a producéo de IFN
o/B e ativacdo através da sinalizagao por IFNs de varias células auto imunes reativas. ( C)
Inicialmente, IFNs produzidos por células dendriticas sdo conseqliéncia da infecgdes virai ou
bacterianas. Os IFNs produzidos promovem a maturagao das células dendriticas, ativagao de
linfécitos T e producdo de autoanticorpos por linfécitos B. Proteinas associadas ao DNA ou
RNA, geradas através de apoptose e necrose celular se ligam a autoanticorpos formando
assim complexos imunes que podem agir como indutores endégenos que causam
prolongamento da producédo de IFNs. Isso estimula a resposta autoimune com consequente
producédo de mais autoanticorpos e formagéo de mais complexos imunes.

FONTE: COELHO et al., 2008

As células dendriticas sdo células importantes para iniciar e modular a
resposta imune induzida pelo reconhecimento dos agentes infecciosos. Apés a
estimulacdo dos TLRs por padrbées moleculares associados a patégenos (
PAMPs) um complexo programa de maturacédo € desencadeado o que resulta
em migragdo de células dendriticas dos tecidos para os linfonodos, que
reforcam a estimulagéo do linfécitos B. Durante o processo de maturagédo as
células dendriticas produzem varias citocinas e quimiocinas que agem
sequencialmente em diferentes microambientes e sobre diferentes populagdes
leucocitarias para estabelecer uma inflamagcdo e uma resposta imune inata e
assim recrutar mondécitos, macréfagos, células dendriticas e neutréfilos para o
sitio inflamatério ( COELHO et al., 2008).

O IFNs produzidos apds a estimulagdo de TLRs em doengas autoimunes
podem auxiliar na diferenciacéo e ativacao de células dendriticas imaturas em
células dendriticas em processo de maturacao, que sao responsaveis por ativar
células T e, finalmente, a producdo de autoanticorpos por células B. Os
autoanticorpos produzidos irdo se ligar a nucleoproteinas ou particulas que
desencadeiam apoptose e as células necroticas desencadeiam uma resposta

autoimune. Por conseqiiéncia a secrecao de IFNs ira promover a ativacdo de
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células T e B auto reativas através da secregéo de citocinas e quimiocinas por
células dendriticas, assim o processo autoimune ¢é sustentado
(THEOFILOPOULQOS et al., 2005; COELHO et al., 2008). A participacdo de

IFNs do tipo Il ainda ndo foi estudada nestas doencas.

1.3 ESCLEROSE SISTEMICA

A SSc é uma doenca multifatorial e heterogénea do tecido conjuntivo, os
estudos de sua etiologia encontram-se em grande ascensao, porem sua exata
natureza e os fatores que delineiam as suas causas sdo desconhecidos
(ABRAHAM & DISTLER, 2007). A epidemiologia desta doenca nao é bem
estabelecida, porem os estudos realizados na populacdo norte americana,
estimam que a SSc prevalece em 240 adultos por milhdo e incide em 19 novos
adultos por milh&do por ano (MAYES, 2003).

Em geral, a taxa de sobrevivéncia situa-se entre 34 e 73%. E, no entanto, mais
curta em homens e pacientes mais velhos do que em mulheres e pacientes
mais jovens. A mortalidade média anual foi relatada ser entre 0,9 e 3,8 por
milhdo de habitantes por ano, e na Australia foi de 4,1. Ha um risco 4,6 vezes
maior de morte em comparagdo com a populagdo geral. A maioria dos
pacientes morrem de doenga cardiopulmonar ou renal. Ha também um
aumento da mortalidade por cancer , particularmente do pulmdo (MAYES,
2003).

A SSc apresenta-se como uma doenca sistémica que afeta a pele e também
orgaos internos, principalmente pulmdes, trato gastrointestinal, coragcéo e rins.
As principais caracteristicas dessa doenga sao fibrose cutédnea e visceral
progressiva com alteracdes microvasculares proeminentes e presenca de
anormalidades imunes celulares e humorais. A SSc (FIGURA 5) compreende a
SSc difusa e a SSc limitada, sdo caracteristicas comuns a todas as formas da
doenca o dano tecidual e a presenca de autoanticorpos. A forma difusa da
doenca apresenta rapida progressdo, dano grave aos 0rgaos internos, dano
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grave na pele, sua evolucao é usualmente progressiva e incuravel. A forma
limitada é caracterizada por apresentar progressao mais lenta, a pele é o 6érgao
mais afetado, os danos aos 6rgaos internos sdo menos grave. Os individuos
com SSc limitada podem desenvolver a sindrome de CREST, que é
caracterizada pelo aparecimento dos seguintes sinais: calcinose cutanea,
fenbmeno de Raynaud, disfuncdo esofagica, esclerodactilia e telangiectasia
(FIGURA 6) (STEEN & MEDSGER, 1990; SONTHEIMER, 2004; DENTON &

BLACK, 2004).

FIGURA 5: LesOes e caracteristicas da SSc. (A) Face esclerética . (B) Les&o no tecido bucal

(C) Lesao inicial na ponta dos dedos (D) Necrose na ponta dos dedos.

Fonte: www.dermis.net
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FIGURA 6: Danos que compéem a sindrome CREST : (A) Calcinose cutanea. (B)
Telangiectasia. (C) Esclerodactilia. (D) Fendmeno de Raynaud.

Fonte: www.dermis.net
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A doenca tem inicio com alteracbes em células do endotélio e inflamacéao, que
resulta no recrutamento de linfécitos e em dano tecidual. A fibrose
caracteristica da doenca € resultado de reparo tecidual excessivo,
provavelmente mediado por células mesenquimais alteradas (ABRAHAM e
VARGA, 2005)

Embora as causas que levam ao aparecimento da SSc sejam ainda
desconhecidas, acredita-se que a doencga tenha uma grande influencia da
interacao entre fatores genéticos dos hospedeiros e fatores ambientais. Varios
fatores tem sido propostos como agentes que podem causar a doenca, estes
fatores incluem exposicao a solventes organicos, toxinas, tratamento com IFN,
estresse oxidativo associados a geracao de radicais livres, agentes infecciosos,
tal como o Human herpesvirus 5 (CMV) (MAITRE et al., 2004).

A SSc nao é herdada de forma mendeliana, porém algumas caracteristicas
genéticas tem papel importante na susceptibilidade e na progressdo da
doenca. Tem sido identificado alguns polimorfismos especificos associados a
SSc. Dentre os genes que apresentam estes polimorfismos estdo os que
codificam fatores de regulacdo vasomotora, marcadores de células B,
quimiocinas, receptores de quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento
teciduais e fatores de transcricdo. Estudos recentes relacionaram um
polimorfismo no gene que codifica o fator regulatério de interferon 5 ( IRF-5)
com a suceptibilidade ao desenvolvimento de lupus eritrematoso e SSc. Esta
mutagdo também esta associada a desenvolvimento de fibrose pulmonar em
pacientes com SSc (DIEUDE et al. 2009)

A influéncia dos fatores genéticos e ambientais no aparecimento da doenca e
em sua manutencdo sao apenas uma das faces que envolvem a etiopatologia
da SSc. A expressao alterada de citocinas e quimiocinas e a produgao de
autoanticorpos tem sido encontradas em pacientes com SSc. Alem disso tem
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sido estabelecido que a maioria das células imunes com fendtipo Th2 de
pessoas doentes secretam uma grande quantidade de interleucinas 4, 5 e 10
(JIMENEZ & DERK, 2004).

Estudo pioneiro no Brasil, no Laboratério de Virus, envolvendo um grupo
transdisciplinar realizou anéalise da expressdao génica em células de lesao de
pele de pacientes com SSc e descreveu efeitos modulatérios do IFN 3 humano
recombinante em células de pacientes com SSc(OLIVEIRA 1999).

Outros estudos também tem demonstrado o papel dos IFNs sobre a etiologia e
a patogénese da SSc. O aumento na producédo de IFN y e de expressao de
ISGs em PBMCs de pacientes com SSc (MOLTENI et al., 1999; VALENTINI et
al., 2001) e o aumento no nivel de mRNA de duas ISGs classicas, proteina
quinase dependente de RNA dupla fita (PKR) e 2°5 cligoadenilatossintetase
(2’5°0OAS), em fibroblastos de pacientes, foi descrito (COELHO et al.,2007).
Fibroblastos de pessoas com SSc apresentam altos niveis de mRNA do gene
do IFN B, induzidos com virus (OLIVEIRA 1999).Pequenos titulos de IFN a
foram detectados no soro de pacientes com SSc, assim como ja descrito
anteriormente para lupus eritematoso (ELORANTA et al.,2010).

SSc é uma doenca que assim como outras autoimunidades apresetam
desregulacdo de componentes do sistema imune. Os IFNs sdo citocinas de
grande importancia na regulagdo imune e como descrito j4 exixtem varias
evidencias da participacdo dos IFNs na desregulacdo imune presente nas
autoimunidades.
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SSc é uma doencga do tecido conjuntivo que afeta a pele e érgaos internos e
ainda € incuravel. Segundo estudos na populacdo dos Estados Unidos da
America e da Europa esta doenca atinge 240 adultos por milhdo e séo
relatados 19 novos casos por ano por milhdo de adultos. Existe uma variacao
muito grande em termos de prognaéstico. Para alguns pacientes representa uma
doenca mais branda, enquanto para outros é uma doencga grave e letal, sendo
para a maioria uma doencga que afeta 0 modo como elas vivem o seu dia a dia.
A SSc é classificada como uma doenga autoimune, juntamente com a artrite
reumatdide, o lupus eritematosos sistémico, a sindrome de Sjégren e a
esclerose multipla e esta patologia ainda ndo apresenta etiologia e tratamento

estabelecidos.

Os IFNs sao citocinas imunoregulatérias de grande importancia na homeostase
do sistema imune e na protecao contra infec¢des. Os varios subtipos de IFNs e
suas complexas vias de sinalizacdo sugerem que o funcionamento destas
moléculas deve ser regulado de forma bastante complexa. Os IFNs do tipo
se ligam a um receptor celular distinto, mas a maior parte de suas atividades
bioldgicas sao redundantes com as atividades biol6gicas dos IFNs do tipo I. Até
o momento nada foi descrito sobre a participacdo dos IFNs tipo Ill nas doencas
do sistema imunolégico e pouco se sabe da participacdo de IFNs do tipo | na
SSc. Como os IFNs do tipo | exercem uma grande influéncia em doencas
autoimunes, torna-se importante estudar a participacédo dos IFNs do tipo Ill nas
autoimunidades, pois estas citocinas apresentam varias atividades bioldgicas

redundantes.

O Laboratorio de Virus possui uma linha de pesquisa com SSc, onde até entao
foi analisado a expressao génica de ISGs em fibroblastos de pacientes, sendo
que foram encontrados ISGs que apresentam sua expressao alterada em
pacientes. Também foram obtidos dados da expressao génica de IFN B em
fibroblastos, que sugerem uma alteracdo na expressao desta citocina. Os
estudos mais recentes do laboratério demonstraram uma alteracdo na
expressao génica de MxA em PBMCs de um pequeno grupo de pacientes,
mas nao de 2’5°0OAS como verificado em fibroblastos, isto sugere uma
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diferenga na resposta a IFN nos diferentes modelos. O uso de PBMcs neste
estudo se justifica pelo fato destas células estarem ligadas a resposta imune e
também porque alguns tipos celulares sao produtores de IFNs. O estudo em
PBMCs retrata o que acontece de forma sistémica nas autoimunidades.

Os niveis basais de expressao de genes ligados ao sistema IFN em PBMCs
“frescos”, possibilita aprofundar resultados anteriores da participacdo dos IFNs
na SSc. Mais esclarecimento sobre a participacado de genes ligados ao sistema
IFN na SSc torna-se importante para contribuir no entendimento da etiologia e

patogénese desta doenca.

Estudos sobre SSc na populacao brasileira sdo extremamentes raros, desta
forama este trabalho contribui para o entendimento da participacdo de IFNs
nesta populacdo em especifico.



lll. OBJETIVOS

33



34

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a existéncia de alteracbes no nivel de mRNA de
componentes do sistema IFN em PBMCs de pacientes com SSc.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar uma reacao de real time PCR para os genes que terao
sua expressao analisada neste projeto (IRF-7, 6-16, MxA, 2'5 OAS,
IFN-a 2, IFN-B, IFN A 1 e IFN- A 2/3).

e Comparar os niveis de expressdo de IRF-7(regulador de IFN) em
PBMCs dos pacientes com SSc em relacédo a expressdao em PBMCs
de pessoas saudaveis.

e Analisar o nivel de mRNA de ISGs (6-16, MxA e 25 OAS).

e Analisar o nivel de mRNA de IFNs (IFN-a 2, IFN-B, IFN A 1 e IFN- A
2/3).

e Analisar o nivel de mRNA de IFN-B e IFN-A 1 em PBMCs de
pacientes estimulados com IFN-B humano e com IFN A 1 humano.
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Tratamento ein de linhagens
celulares adas para
obtengéo de controlesposiivos

l

Extracéio de RNAs tratamento com
DNase etranscrigioreversa para
producéo de cDNAs

l

Padronizagdo de PCR em
tempo real
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5.1 CELULAS

5.1.1 A549

As células A549 sao células derivadas de carcinoma de pulmao humano.
Apesar de serem células tumorais, elas respondem ao tratamento com os IFNs
e sao permissivas a infeccdo com VSV. Estas células foram utilizadas nos
experimento de inducado da expressao de IFNs apds infeccao com VSV e no

experimento de inducéo da expressao dos ISGs apdés tratamento com IFN a .

As células A549 foram cultivadas em meio minimo de Eagle modificado por
Dulbeco (DMEM), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)
(CULTILAB, Brasil), gentamicina (50 ug/mL), penicilina potassica (100 U/mL) e
fungizona (2 pg/mL). As células foram mantidas em garrafas apropriadas e
incubadas em atmosfera de 5% CO2 a 37°C.

5.1.2 VERO

As células da linhagem continua Vero, derivadas de epitélio de rim de macaco
verde (Cercopithecus aethiops), foram adquiridas originalmente da American
Type Culture Collection (ATCC), Maryland, USA, na passagem numero 126.
Essas foram cultivadas no Laboratério de Virus da UFMG por um numero
desconhecido de passagens. Essas células foram utilizadas para multiplicacao
de virus, titulacao de virus, titulacdo de IFNs e atividade antiviral dos IFNs dos
tipos | e lll. Células Vero foram utilizadas nos ensaios de titulagdo dos soros,
pois a uma delecdo cromossémica nas seqUéncias génicas que expressam
IFNs do tipo | (PETRILLO-PEIXOTO et al, 1980; DIAZ et al, 1988) e, por isso,

nao sao capazes de produzir essas citocinas frente a estimulos.

As células Vero foram cultivadas em meio minimo de Eagle (MEM),
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (CULTILAB, Brasil),
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gentamicina (50 pg/mL), penicilina potassica (100 U/mL) e fungizona (2 pug/mL).
As células foram mantidas em garrafas apropriadas e incubadas em atmosfera
de 5% CO2 a 37°C.

5.1.3 PBMCs

Os PBMCs foram obtidos a partir do sangue de pessoas saudaveis e de
pacientes com SSc sistémica, apds assinatura do termo de consentimento
aprovado pelo comité de ética da UFMG (COEP — UFMG). A triagem dos
pacientes foi feita pelos médicos Antonio Carlos Martins Guedes e Flavia
Patricia Sena Teixeira Santos, do Hospital das Clinicas da UFMG. O sangue foi
coletado por pessoal treinado e as células foram fracionadas.

Tabela 2 —Informag6es sobre os individuos que consentiram participar da pesquisa.

Sexo |ldade (anos) Tempo do
diagnostico (anos)
P1 F 30 1
P2 F 54 5
P3 M 35 5
P4 M 29 1
P5 M 40 7
P6 F 30 2
P8 M 56 6
P9 F 58 11
P10 F 70 20
C1 M 39 -
C2 F 32 -
C3 M 25 -
C4 F 24 -
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5.2 VIRUS

5.2.1 VSV

A amostra de Vesicular stomatitis Indiana virus (VSV) utilizada é proveniente do
Laboratério de Virus do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFMG e corresponde
a amostra ATCC VR-1238 (Indiana Lab [V-520-001-522]).

5.2.2 EMCV

A amostra do Encephalomyocarditis virus (EMCV) foi cedido pelo Dr. lan Kerr,
Londres, Reino Unido. Os estoques de virus foram obtidos em cultivos de
fibroblastos de camundongos (L-929).

5.3 INTERFERON a

Os IFN a 2a (Roferon Roche) recombinante foi obtido comercialmente,

aliquotados e armazenados a -70°C até o momento do uso.

5.4 EXTRAGAO DE RNA CELULAR

A extracdo RNA total foi feita com o kit Rneasy (Qiagen®) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Resumidamente, as células foram raspadas e
lisadas com 350 ul de RLT. Apés homogeneizacao, foram acrescentados 350
ul de etanol 70% e as amostras foram passadas pela coluna de afinidade
(Silica). Sequencialemente a coluna foi lavada uma vez com tampao RW1 e
duas vezes com tampao RPE. O RNA foi eluido da coluna em 40 microlitros de

agua ultra pura isenta de RNAs.
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5.5 TRATAMENTO COM DNASE

Parte do extrato de RNA obtido foi tratado com DNAse | (New England,
BioLabs) antes da transcricdo reversa. Primeiramente, adicionou-se 3 pyL do
tampdo 10X da enzima aos 27 pL da solucdo de RNA. Foi acrescido a
preparacao 1 uL de DNAse | (2 U), com posterior incubacao a 37°C por 10 min.
Apl6s a incubacdo, as amostras foram colocados em banho de gelo, para a
adicao de 0,3 pL de EDTA a 0,5 M. Finalmente, foi feita uma incubagéo a 75°C
por 10 min para inativacdo da enzima DNAse |.

5.6 TRANSCRICAO REVERSA

Para a produgéo de DNA complementar (cDNA), cerca 1 ug de RNA extraido

( tratado com DNAse), foi incubado a 70°C por 5 min, juntamente com 0.5 pg
de oligo dT. Posteriormente a mistura foi incubada em banho de gelo, e os
seguintes componentes foram adicionados a reacao: 5 pL de tampao de RT-
PCR 5X (Tris a 250mM pH 8.9, MgCl, a 15mM, KCI a 375mM, DTT a 50mM) e
1,25 de dNTP (10mM), 1 (200U) de enzima M-MLV RT (200U/uL) (Promega
Corporation-EUA) e agua ultra pura livre de nuclease g.s.p 25 L. Essa mistura
foi incubada por 60 min a 42°C, me seguida resfriada em banho de gelo. O
cDNA resultante foi diluido em 50 pl de agua ultra pura livre de nuclease e
utilizado como molde nas rea¢des de PCR em tempo real.

5.7 INFECCAO COM VSV

500 mil células A549 foram implantadas em uma camara de 9.6 cm? com meio
DMEM, apo6s 24h de incubacdo em atmosfera de 5% CO2 a 37°C, foram
infectadas com VSV ( M.O.l. 0.01) durante 18h. Apds as 18h de infeccéo o

RNA total foi extraido e 1 ug foi utilizado em reacao transcricao reversa, o
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cDNA obtido foi utilizado na padronizacao das reacées de PCR em tempo real
para os genes dos IFNs B, a, A1 e A2/3.

5.8 TRATAMENTO COM IFN a

500 mil células A549 foram implantadas em uma camara de 9.6 cm? com meio
DMEM, apo6s 24h de incubacdo em atmosfera de 5% CO2 a 37°C, foram
tratadas com 1000U de IFN o2a durante 18h. Apds as 18h de tratamento o
RNA total foi extraido e 1 pug foi utilizado em reagédo transcricao reversa, o
cDNA obtido foi utilizado na padronizacao das reacées de PCR em tempo real
para os ISGs 6-16, MxA e 2'5°OAS.

5.9 FRACIONAMENTO DE PBMCS

PBMCs do sangue de doadores saudaveis ou pacientes com SSc foram
fracionados da seguinte forma: 10 ml de sangue serdo coletados em tubos
contendo EDTA e diluidos no mesmo volume de PBS 1x. O sangue foi
adicionado lentamente sobre uma camada de 10 ml de ficoll-Paque®,
centrifugado por trinta minutos por 1200 rpm e o anel de PBMCs foi aspirado
com uma pipeta. Os PBMCs foram lavados com 20 mL PBS 1X (BOYUM
1968). As células foram contadas em camara de Neubauer e o RNA celular

total foi extraido de 1milhao de células.
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5.10 PBMCS ESTIMULADOS COM IFNS ( cDNA)

O laboratério de virus da UFMG possui um banco de cDNAs de PBMCs de
pacientes com SSc e de pessoas saudaveis, ambos estimulados com IFNs
humanos recombinantes do tipo | e tipo Ill. Neste trabalho foram utilizados
cDNAs obtidos de PBMCs de pacientes com SSc difusa (TABELA 3) e
doadores saudaveis como controle. Os PBMCs foram estimulados com
1000U/mL de IFN B humano recombinante ou com 1000U/mL de IFN A 1

humano recombinate.

O referido banco de cDNAs foi criado pelo Dr. Gabriel Magno de Freitas
Almeida, durante o seu doutorado ( ALMEIDA, 2008)

Tabela 3 —Informag6es sobre os individuos que consentiram participar da pesquisa.

Sexo |Idade (anos) Tempo do
diagnostico (anos)

P1 F 50 3
P2 M 73 -
P3 F 51 31

5.11 PCR EM TEMPO REAL

Para a realizacao da PCR em tempo real oligonucletideos foram desenhados
ou obtidos da literatura, sendo que todos sdo capazes de reconhecer regides
especificas dos mMRNA dos genes alvo e do gene normalizador. As condi¢cdes
de amplificacdo para os genes do IFNs B, a, A1 e A2/3 foram padronizadas
com a utilizacdo da amostra de cDNA obtido de células A549 infectada com
VSV ( M.O.1. 0,01) por 18h. As reacdes para os ISGs 6-16, MxA e 2'5 0OAS
foram padronizadas com a utilizacdo e amostra de cDNA obtido de células
A549 tratadas com 1000Ude IFN a2a por 18h.
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As reacOes para os genes que tiveram o nivel de mRNA mensurado neste
projeto, foram realizados com os seguintes reagentes: SYBRGreen® Master
Mix Applied Biosystems 1x oligonucleotideos senso e anti-senso 100nM e 1l
de cDNA. As condi¢des para todas as reacbes foram as seguintes: 10mim.
95°C e 45 ciclos de 95°C 15seg. 60° 1mim. Apds a reacao os produtos
gerados foram submetidos a uma curva de dissociagao, onde foi verificado a

especificidade da reagéo.

Produtos da PCR gerados nas padronizacées foram utilizados para a
construgao de curvas padrao, as quais foram utilizadas nos PCRs em tempo
real para possibilitar a analise da expressao génica pelo método da curva
padréao relativa.

A reagdes foram feitas no termociclador StepOne® da Applied Biosystems e os

dados de detecgao e quantificacao foram coletados e analisados pelo software
StepOne® versdo 2.2 da Applied Biosystems.

5.12 OLIGONUCLEOTIDEOS

Os seguintes oligonucleotideos foram utilizados nas reacées de PCR em tempo
real e de PCR ( TABELA 4).
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TABELA 4: Relacao dos oligonucleotideos que foram utilizados neste trabalho.

oligonucleotideo Sequéncia Referéncia
250AS senso 5 -AACTGCTTCCGACAATCAAC- 3
250AS anti-senso 5-CCTCCTTCTCCCTCCAAAA-3
6-16 senso 5-CATGCGGCAGAAGGCGGTAT-3
6-16 anti-senso 5-CGACGGCCATGAAGGTCAGG-3 COELHO
MxA senso 5-ATCCTGGGATTTTGGGGCTT-3" ot al. 2007
MxA anti-senso 5-CCGCTTGTCGCTGGTGTCG-3
IFN beta senso 5-CCTGTGGCAATTGAATGGGAGGC-3
IFN beta anti-senso 5-CCAGGCACAGTGACTGTACTCCTT-3
IRF-7 senso 5°-CAAGTGCAAGGTGTACTGG-3
IRF-7 anti-senso 5-CAGGTAGATGGTATAGCGTGG-3
IFN A 1 senso 5°- CTTCCAAGCCCACCCCAACT-3 KIM
IFN A 1 anti-senso 5-GGCCTCCAGGACCTTCAGC-3 et al. 2007
IFN A 2/3 senso 5-TTTAAGAGGGCCAAAGATGC-3
IFN A 2/3 anti-senso 5-TGGGCTGAGGCTGGATACAG-3
IFN alfa senso 5-TTGACCTTTGCTTTACTGGT-3
IFN alfa anti-senso 5-CACAAG GGCTGTATTTCTTC-3 OLIVEIRA
D.B.

BETA-ACTINA senso
BETA- ACTINA anti-

senso

5-CCAACCGCGAGAAGATGA-3'
5-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3'

*

* Dados nao publicados
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5.13 TITULAGAO DE IFN NO SORO

Apo6s o fracionamento dos PBMCs com ficoll-Paque®, 1 mL de soro foi
coletado de cada doador e congelado a -70°C. Posteriormente cada amostra
de soro foi diluida em razado de dois ( de 1:2 ate 1: 4096) e usado para tratar
células Vero com 90% de confluéncia em placas de 96 camaras. Dezoito horas
apdés o tratamento, o meio foi descartado e as células infectadas com
10* TCID50/mL de EMCV. A infecgdo foi monitorada por 48h, e apds este
tempo as placas foram fixadas com 3,7% de formaldeido e corada com cristal
violeta 1% (adaptado de FERREIRA PC, 1979). os seguintes controles foram
usados : Meio DMEM com 600u/mL de IFN a 2a recombinante (Roche) e soro
de amostra negativas adicionadas com 600U/mL IFN a 2a recombinante (
Roche).

5.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados pelo programa Graphpad (USA).
foram utilizados o teste t de Student, e as diferencas com p < 0,05 foram

consideradas significativas.
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6.1 NIVEL DE mRNA DOS IFNS o, 8, A1 EA 2/3

A nivel dos mMRNAs que codificam para os genes dos IFNs a, B, A 1 e A 2/3 foi
mensurada por PCR em tempo real através da transcricdo reversa do RNA
extraido imediatamente apds a coleta dos PBMCs de pacientes com SSC ou
de pessoas saudaveis. Foi observado que os niveis basais mRNA de IFN a2 e
IFN B esta aumentado nos pacientes com SSc enquanto pequenos ou nenhum
nivel de mRNA desses genes foi observado nos doadores saudaveis ( Figura 1,
AeB).

Quando foi mensurado o nivel de mRNA de IFNs tipo lll, foi que os niveis
basais de mRNA do IFN A 1 e IFN A 2/3 nao foi detectado no grupo dos
pacientes com SSC e no grupo dos controles ( Figura 1, C e D)

Esses resultados foram obtidos com células sem qualquer tratamento ou
cultura. Indicando assim que os IFNs a2 e B podem estar constantemente
induzidos em pacientes com SSc.
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Figura 7: Nivel basal de mBNA dos IFNs tipo | e tipo Il em PBMCs de doadores
saudaveis e de pacientes com SSc - PBMCs de doadores saudaveis e de pacientes com SSc
foram fracionados e o RNA total extraido. O RNA obtido foi usado em reacdes de transcri¢cao
reversa e 0 cDNA resultante foi utilizado em PCRs em tempo real para mensurar mRNA de IFN

a(A), IFN B(B), IFN A1(C) and IFN A 2/3 (D).
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6.2 TITULACAO DE IFNs NO SORO

Para detectar IFNs no soro dos pacientes com SSc, estes foram titulados em
um ensaio biolégico utilizado para quantificar biologicamente a atividade dos
IFNs. Nao foi encontrado no soro a presenca de IFNs detectaveis pelo método
utilizado, sendo que o limite de deteccao foi de 20 U/mL ( Figura 8). Neste
ensaio foi utilizado um controle no qual foi adicionado 600U/mL IFN a 2a
recombinante ( Roche) em uma mistura de soros de doadores saudaveis. Com
o uso deste controle foi demonstrado que os resultados obtidos ndo sao

devidos a toxicidade do soro ou a artefatos da técnica.

50

N W IN
? ? ?

Niel de IFN no soro ( U/mL)

—
?

0 T T
\?'\ @q’ erb Q@ @ @ @ x@
‘\®Q~®&~®&~®&~e§\~®&~®&~ S,
& ,bo\ ,bo\ ,bo\ ,bo\ ,bo\ ,bo\ ,bo\
Q7 QYP QP QU QU Qv QU QU ¢

7 -
3 -
6 —
>
&f 4
9 -
o
7 -
2 -
5

Figura 8: Nivel de IFNs no soro dos pacientes com SSc e nos controles.Soros obtidos dos
paciente com SSc e controles saudaveis foram titulados. Os soros foram diluida em razdo de
dois ( de 1:2 ate 1: 4096) e usado para tratar células Vero com 90% de confluéncia em placas
de 96 camaras. Dezoito horas apds o tratamento, o meio foi descartado e as células infectadas
com 10* TCID50/mL de EMCV. A infeccao foi monitorada por 48h, e apds este tempo as placas
foram fixadas com 3,7% de formaldeido e corada com cristal violeta 1%. Foram usados os
seguintes controles : Meio DMEM com 600u/mL de IFN a 2a recombinante (Roche) e soro de

amostra negativas adicionadas com 600U/mL IFN a 2a recombinante ( Roche).
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6.3 NIVEL DE mRNA DOS ISGS 6-16, MXA E 2'5 0AS

Além dos niveis basais de mRNA dos IFNs, também foi mensurado os niveis
basais de mRNA de IRF7, 2’5°0OAS, MxA e 6-16.

O nivel basal de mRNA de IRF-7 nao estava diferente nos PBMCs dos
pacientes com SSc e nos controles ( Figura 9A). De modo contrario foi
observado uma diferenca no nivel basal de mRNA de 2’5°0OAS nos pacientes
com SSc em relagdo aos controles ( Figura 9B). Um pequeno aumento nos
niveis de mRNA de MxA ( Figura 9C) e de 6-16 (Figura 9D) foi encontrado nos
pacientes em relacdo aos controles, apesar de que as diferengas néao

apresentaram significancia estatistica.
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Figura 9: Nivel basal de mRNA de IRF-7 e de ISGs em PBMCs de doadores saudaveis e

de pacientes com SSc.

PBMCs de doadores saudaveis e de pacientes com SSc foram

purificados e o RNA total extraido. O RNA obtido foi usado em reagbes de transcricao reversa

e o cDNA resultante foi utilizado em PCRs em tempo real para mensurar IRF-7 (A), 225°0OAS

(B), 6-16 (C) and MxA (D).
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6.4 NiIVEL DE mRNA DE IFN 8 E IFN A 1 EM PBMCS TRATADOS COM IFN
B OUIFN A 1.

O nivel dos mRNAs que codicam os IFNs 3 e A 1 foi mensurada em PBMCs de
pacientes com SSc e de doadores saudaveis tratados com IFN tipo | e tipo Ill.
PBMCs foram tratados com 1000U/mL de IFNs B ou A1. Seis horas apo6s o
tratamento o RNA total das células foi extraido e utilizado como molde em
reacdes de transcricdo reversa. O cDNA resultante foi utilizado para mensurar
o nivel dos IFNs por PCR em tempo real.

Apoés o tratamento dos PBMCs com IFN B, ndo foi observado diferenga nos
niveis de mRNA de IFN B ( Figura 10A) e A 1 ( Figura 10B) nas células dos
pacientes com SSc em ralacao as células dos controles. Depois do tratamento
dos PBMCs com IFN A1, também néo foi observado diferenga no nivel de
mRNA de IFN B ( Figura 11A) e A 1 ( Figura 11B) nas células dos pacientes

com SSc em relacao as células dos controles apés.
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Figura 10: Nivel de mRNA de IFN B e IFN A 1 ap6s tratamento com IFN B. PBMCs de
pacientes com SSc e de controles foram tratados com 1000u/mL de IFN 8, apds 6h o RNA total
foi extraido. O RNA obtido foi usado em reacgbes de transcricdo reversa e o cDNA resultante

foi utilizado em PCRs em tempo real para mensurar o nivel de IFN 3 (A) e IFN A 1 (B).
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Figura 11: Nivel de mRNA de IFN 3 e IFN A 1 apés tratamento com IFN A 1.
PBMCs de pacientes com SSc e de controles foram tratados com 1000u/mL de IFN B, apds 6h

o RNA total foi extraido. O RNA obtido foi usado em reacdes de transcricdo reversa e o cDNA
resultante foi utilizado em PCRs em tempo real para mensurar a expressao de IFN B (A) e IFN

A (B).
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IFNs sao citocinas com atividade antiviral, antiproliferativa e imunomodulatoria.
Apesar de estudos recentes ter demonstrado a participacdo de IFNs tipo | na
patogénese de autoimunidades, a influencia dos IFNs tipo Ill nessas doencas
ainda é desconhecido. O estudo da participagdo dos IFNs tipo Il nessas
doencas torna-se interessante pois os IFN tipo | e lll apresentam atividade
biolégica similar. SSc é uma doenca autoimune com etiologia desconhecida,
porem € conhecido que nesta doenca a homeostase do sistema imune esta
gravemente comprometida. Informag¢des sobre a influencia dos IFNs na
patogénese e na patologia da SSc sdo poucas na literatura, assim também sao
restritas as evidencias sobre a inducdo basal de IFNs tipo | e lll em pacientes
com SSc(THEOFILOPOULOS et al., 2005; COELHO et al., 2008). .

Neste trabalho foi demonstrado que o nivel de mRNA de alguns componentes
do sistema IFN estdo aumentados em PBMCs fracionados “frescos” de
pacientes com SSc. O aumento do nivel basal de mRNA de IFN a2 e IFN B (
IFNs tipo I) foi observada em pacientes com SSc, por outro lado quanto ao
nivel de mRNA de IFN A | e IFN A 2/3 ( IFNs tipo lll) ndo foi observado
alteracao nos pacientes com SSc quando comparado com os niveis de mRNA
em individuos saudaveis ( Figura 7). Estes resultados mostram que PBMCs de
pacientes com SSc tem um aumento no nivel de mRNA de IFNs tipo I. Essa
alteracao no nivel de mRNA, especialmente no caso de IFN a2, é condizente
com o que acontece em outras doengas autoimunes onde € descrito a
participacao deste IFN na etiopatogénese e na manutencdo dessas doencas,
conforme descrito para lupus eritematoso. Um aumento no nivel de mRNA de
IFN B é grave em doencas autoimunes, pois apesar deste IFN apresentar
atividade biol6gica similar ao IFN a, ele apresenta uma poténcia mais elevada
(MEYER, 2009).

Apos a detecgdo de uma aumento no nivel de mRNA de IFN o2 e B3, os soros
dos pacientes com SSc foram titulados para mensurar a quantidade de IFNs
circulante, porem os niveis dos IFNs estava abaixo do limite de detecgdo do
método utilizado ( Figura 8). Considerando que o ensaio de titulagdo é capaz
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de detectar qualquer IFN que induza atividade antiviral nas células, pode-se
hipotetizar que se algum tipo de IFN estiver aumentado na circulagcdo de
pacientes com SSc, este ndo esta em altos niveis. Metodologias mais sensiveis
poderdo ser usadas para mensurar pequenas quantidades de IFN tipo | no soro
dos pacientes (ELORANTA et al. , 2010).

O nivel de mRNA de IFR-7, um fator de transcricao responsivel a IFNs tipo | e
[l (OSTERLUND et al., 2007), ndo se apresentou alterado nos pacientes com
SSc (FIGURA 9A). Esse achado nos leva a concluir que os niveis de mRNA de
IFN a2 e B estdo sendo induzidos por um estimulo que seja especifico para
esse tipo de IFN, pois este estimulo ndo leva a inducdo dos mRNAs de IFNs
tipo llI( Figura 7 C e D)

Quando foi mensurado o nivel de mRNA de 2’5’°0AS esse ISG estava
aumentado nos pacientes ( Figura 9B). Esse mRNA também foi encontrado em
nivel aumentado em pacientes com lupus eritematoso (Ye et al., 2007). Esse
aumento no nivel basal de mMRNA de 2’5°0OAS corrobora com dados estudos
anteriores, onde foi encontrado um aumento na expressao basal de 2’5°0OAS
em fibroblasto de pacientes com SSc quando comparado com fibroblastos do
grupo controle (COELHO et al., 2007). Assim € importante correlacionar estes
trabalhos pois eles revelam que algumas alteracbes no sistema imune estao
presentes na pele e no sangue de pacientes com SSc. Foi dosado também o
nivel de mRNA de outros ISGs, 6-16 e MxA , e estes genes apresentaram
pequenas diferencas no nivel de mRNA entre pacientes e controles, porem
essas diferencas nao foram estatisticas ( Figura 2, C e D). Os fatores que
levam a este perfil de expressao de ISGs ndo sao conhecidos porem pode ser
devido a exposicao das células a varios subtipos de IFNs expressos durantes a
doenca. A capacidade do soro de pacientes com SSc induzir citocinas em
células tratadas (ELORANTA et al. , 2010) suporta essa observacao, isso é
devido provavelmente a presenca de citocinas e outras moléculas no plasma

dos pacientes.
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Neste trabalho também foi estudado a capacidade de PBMCs de pacientes
com SSc aumentarem os nivéis de mRBNA de IFN B e IFN A 1 apdés um
tratamento com IFN B humano recombinante ou com IFN A 1 humano
recombinante. Foi observado que em células dos pacientes conseguem induzir
a sintese de mRNA de IFN B e IFN A 1 da mesma forma que as células dos
doadores saudaveis, apdés o tratamento com IFN B ou com IFN A 1. Desta
forma foi observado que as células sanguineas de pacientes com SSc nao
modificam a capacidade sintese de mRNA de IFNs mesmo com exposicao de

citocinas circulantes.

Considerando todos esses achados, pode ser hipotetizado que o sistema IFN
esta modificado em pacientes com SSc. Por um mecanismo ainda
desconhecido, os niveis de mRNA de IFN a2 e IFN B estdo aumentados em
pacientes por uma via exclusiva, que nao induz IFNs do tipo Ill. IFNs tipo |
produzidos por células circulantes de pacientes com SSc e também por outros
tipos celulares apds ativacao de alguns subtipos de ISGs pode ajudar na
manutencao de fendmenos autoimunes na SSc, isso porque essas moléculas
sao importantes na ligacao da resposta imune inata e adaptativa. Assim sendo
estes componentes do sistema IFN , dentre outras agbes, podem ativar células
imunes e aumento a quebra de tolerdncia levando o sistema a gerar
autoanticorpos contra antigenos préoprios (MARSHAK-ROTHSTEIN , 2006). Ja
foi descrito que IFN a2 é capaz de induzir ativacdo de TLR3 em fibroblasto de
pacientes com SSc em cultura (AGARWAL et al., 2011), e essa ativagao pode
também estar acontecendo in vivo por IFN tipo | produzidos por PBMCs,
corroborando com os outros dados deste trabalho. O aumento da expressao de
IFN B em pacientes com SSc é um novo achado para esta doenca, isto € de
grande importéncia para o entendimento da alteracdo na homeostasia imune
na SSc. Apesar de varias atividades biolégicas do IFNs tipo | e Ill serem
redundantes, neste trabalho foi mostrado que os IFNs tipo lll parecem né&o
participar das alteragdes imunes geradas na células sanguines circulantes nos

pacientes com SSc.
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Os resultados deste trabalho sdo de grande importancia para o entendimento
da patogénese e da patologia da SSc. O aumento do nivel basal de mRNA de
IFN tipo | pode levar a ativagdo anormal de ISGs e gerar indesejaveis efeitos
locais nos pacientes com SSc, mesmo sem a interferéncia dos IFN tipo Ill. O
perfil diferencial de ISGs encontrados em células sanguineas é condizente com
o perfil encontrado anteriormente em fibroblastos (COELHO et al., 2007), o que
nos leva a hipotetizar que este perfil pode ser uma caracteristica relacionada a
esta doenca. Essa modificacdo Unica em relacédo a resposta a IFNs pode ser
considerado como um candidato a biomarcador para SSc.
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Abstract

Objective: Systemic sclerosis (SSc) is a complex autoimmune disease in which
interferons (IFNs) may play an essential role. We hypothesized that type | and Il IFNs may be
found in increased levels on patients and be responsible for SSc autoimmune status. Methods:
Type | and Il IFNs and ISGs basal expression profiles were measured by qPCR using RNA from
patients and controls PBMCs. Results: Type | IFNs are increased in SSc patients, while no
induction of type lll IFNs was detected. This induction cannot be related to IRF7, since no
upregulation of this gene was seen on patients. Of the ISGs tested, 2’5'0AS levels were
increased in patients, while 6-16 and MxA levels were not. Conclusions: While there is no
indication of type Il IFN induction, increased levels of type | IFNs may lead to abnormal

regulation of ISGs that can be responsible for immune system alterations described for SSc.

Keywords: Type | and Ill interferons, alpha2, beta, lambda, autoimmunity,

scleroderma, systemic sclerosis (SSc)



1.Introduction

Systemic sclerosis (SSc) is a complex autoimmune disease of unknown aetiology
characterized by excessive fibrosis of the skin and internal organs, presence of autoantibodies
to nuclear antigens and vascular damage [1-4]. Several genetic and environmental agents
have been proposed to be responsible for causing SSc. Among these agents are infections,
toxin exposure, single nucleotide polymorphisms (SNPs) and interferon treatment [5-7].
Regardless of the origin, the immune system on SSc patients shows evidence of homeostatic
alterations, including increased levels of chemokines in blood serum and different populations
of lymphocytes in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). In addition to these
alterations, there is increased evidence that the interferon (IFN) system is modified in patients
with SSc [8-15].

IFNs are immunomodulatory cytokines that act as an important link between the
innate and adaptive immune system in vertebrates. IFNs bind to distinct cellular receptors, and
their biological activities are mediated by the regulation of interferon stimulated genes (I1SGs).
IFNs can be divided into three types based on receptor binding and homology. Type | and type
IIl IFNs are important regulators of innate immunity and are produced after stimulation of
pattern recognition receptors in order to initiate and regulate the immune response. One of
the main pathways leading to type | and IIl IFNs induction depends on the induction and
activation of IRF7. Almost every cell type is able to produce these IFNs after stimulation, but its
main producers are cells from the immune system such as plasmacitoyd dentritic cells. Type |
and Il IFNs have redundant biological activities, even though they bind to different cellular
receptors and have distinct structures. IFN gamma, the only known type Il IFN, has distinct
biological activities and is important for the regulation of adaptative immunity [16-17]. The
innate immune system and type | IFNs have been proposed as important factors in the

initiation and maintenance of some autoimmune diseases, and the influence of type | IFNs in



SSc has not been studied in detail [18-20]. Several activities of type | and type Il IFNs are
redundant, and until now there has been no description of type Ill IFNs participation in SSc or
other autoimmune diseases. A SNP in one chain of the type Ill IFNs receptor (ILLOR2) has been
associated with SSc, indicating that at least reponsivity to these molecules may be important
for the disease [21].

Previous studies have shown an increase of several ISGs in PBMCs of patients with
autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus (SLE) and type | diabetes [10,22].
Differential induction of ISGs in blood cells and fibroblasts from patients has already been
described [19,23-25]. When PBMC gene expression was compared by microarray between
healthy donors and SSc patients, several I1SGs were characterized as differentially induced.
Some of these genes were also found in patients with SLE, which is an autoimmune disease
marked by several alterations in the type | IFN system [4,24]. Levels of 2'5' oligoadenylate
synthetase (2’5’0AS) and double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR), two ISGs, are
found at higher levels in fibroblasts from SSc patients when compared to controls [19]. To
date, there is no direct evidence of abnormal induction of type | IFNs in SSc, even thought cells
treated with sera from SSc patients produce more IFN alpha and other cytokines than cells
treated with sera from controls [12]. These findings suggest that IFNs may also be important in
SSc pathology.

In this paper we show that PBMCs from SSc patients basally expressed more type | IFNs
(alpha and beta) than PBMCs from healthy donors. In addition, there was no detectable basal
induction of type Ill IFNs in patients or healthy donors. When ISGs were measured, we
observed increased 2’'5’0AS basal levels, consistent with previous studies. These findings

suggest that, similar to other autoimmune diseases, type | IFNs play an important role in SSc.



2.Methods

2.1 Blood donors: Ten patients fulfilling the American College of Rheumatology
preliminary criteria for diagnosis of diffuse SSc and four healthy subjects were chosen as blood
donors (Table 1). Before donating blood, each subject read and signed an informed consent
previously approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal de Minas Gerais,
Brazil.

2.2 Cells and PBMC fractionation: Vero cells (African green monkey kidney cell line)
were obtained from the ATCC and grown at 37 °C in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM) supplemented with 2 mM glutamine, 5% fetal calf serum (Cultilab, Campinas, SP,
Brazil) and antibiotics. PBMCs from healthy donors or SSc patients were purified using the
Ficoll Hypaque purification technique [26]. Briefly, fresh blood collected in vacuum tubes
containing heparin was diluted in an equal volume of 1X phosphate buffered saline (PBS).
Twenty milliliters of the diluted blood were carefully added over 10 ml of Ficoll and
centrifuged at 400 x g for 30 min. The layer containing PBMCs was collected, washed once in
1X PBS and the cells were counted. One million cells were pelleted and used for RNA
extraction.

2.3 RNA extraction, DNAse treatment, reverse transcription and quantitative PCR
(qPCR): Total cellular RNA was extracted using the RNeasy mini kit (QIAGEN). After the
extraction one microgram of RNA was treated with 1U of DNase | enzyme (BIOLABS), and after
treatment the RNA was used as template in reverse transcriptions carried out using MMLV
reverse transcriptase (PROMEGA). These steps were performed as described by the
manufacturers. Real time PCRs were performed in a Step One Real Time PCR Machine (Applied
Biosystem) using the relative quantification methodology. The results were analyzed using
StepOne Software v2.2 and all data were expressed as a ratio relative to the beta-actin level.

PCR primers used for human genes are listed below: IFN alpha2 forward 5'-



TTGACCTTTGCTTTACTGGT-3 and reverse 5'-CACAAGGGCTGTATTTCTTC-3". IFN beta forward 5'-
CCTGTGGCAATTGAATGGGAGGC-3" and reverse 5-CAGGTAGATGGTATAGCGTGG-3'. IFN
lambdal forward 5- CTTCCAAGCCCACCCCAACT-3" and reverse 5-GGCCTCCAGGACCTTCAGC-
3. IFN lambda2/3 forward 5-TTTAAGAGGGCCAAAGATGC-3° and reverse 5'-
TGGGCTGAGGCTGGATACAG-3". IRF-7 forward 5-CAAGTGCAAGGTGTACTGG-3" and reverse 5'-
CAGGTAGATGGTATAGCGTGG-3. 2'5'0AS forward 5-AACTGCTTCCGACAATCAAC-3" and reverse
5'-CCTCCTTCTCCCTCCAAAA-3'. MxA forward 5-ATCCTGGGATTTTGGGGCTT-3’ and reverse 5'-
CCGCTTGTCGCTGGTGTCG-3". 6-16 forward 5'-CATGCGGCAGAAGGCGGTAT-3' and reverse 5'-
CGACGGCCATGAAGGTCAGG-3'. Beta-actin forward 5'-CCAACCGCGAGAAGATGA-3" and reverse
5'-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3'.

2.4 IFN titration: After cell fractionation by Ficoll Hypaque, one milliliter of sera was
collected from each donor and frozen at -70°C until use. At the time of titration, each serum
sample was serially diluted from 1:2 to 1:4096 and used to treat 96-well plates of Vero
cells with 90% confluency. Eighteen hours after treatment, the medium was discarded and the
cells were infected with 10* TCID50/m| of Encephalomyocarditis virus (EMCV). The infection
was monitored for 48 hours, at which time the plates were fixed with 3.7%
formaldehyde before being stained with 1% crystal violet (adapted from [27]). Alongside the
samples the followingcontrols were wused: 600U/mlof recombinant human IFN
alpha 2a (Roche) anda negative serum sample to which 600U/ml of recombinant
human IFN alpha 2a (Roche) was added.

2.5 Statistical analysis: Student’s T-test and non parametric Mann-Whitney test were
used to analyze the results. Differences of p < 0.05 were considered to be statistically

significant. Analyses were made using the GraphPad Software (USA).



3.Results

The expression profile of type | and type lll IFNs was measured by qPCR using RNA
from PBMCs freshly collected from SSc patients or controls. We observed that the basal levels
of IFN alpha2 and IFN beta were increased in patients while there was little or no expression of
these genes on healthy donors (Figure 1, A and B). When type Il IFNs were measured, we
observed that the basal level of IFN lambdal and lambda2/3 was the same between both
groups (Figure 1, C and D). These results were obtained from cells without any treatment or
culture, indicating that these genes might be normally induced in patients. We also attempted
to detect IFN proteins in sera from patients and controls through a biological assay commonly
used for IFN titration. However we were unable to detect any activity higher than the
detection limit of the assay (20 IU/ml). Our controls worked perfectly, indicating that the
negative results obtained were not due to sera toxicity or experimental artifacts (data not
shown).

In addition to IFN basal levels, we also measured IRF7, 2'5'0AS, MxA and 6-16 basal
levels in PBMCs from patients and controls. IRF7 is an important factor for type | and type llI
IFN induction, whereas the other genes are ISGs that are commonly induced by type | and type
Il IFNs. There was no statistically significant difference in the levels of IRF7 (Figure 2A)
between patients and controls. Similarly, there was no difference between levels of MxA
(Figure 2C) and 6-16 (Figure 2D). However a difference on 2’5'0AS levels was detected, and

this gene basal expression level was increased in patients but not in controls (Figure 2B).

4.Conclusions
IFNs are cytokines with antiviral, antiproliferative and immunomodulatory activities.
Type | IFNs have been implicated in the pathogenesis of several known autoimmune diseases.

However, the influence of type Ill IFNs in these diseases is not yet known, despite the



similarities in the biological activities of these IFN types. SSc is an autoimmune disease with
unknown etiology in which the immune system homeostasis is severely compromised. To date
there has been little information about the influence of IFNs in SSc patients in the literature,
and no direct evidence of type | or type Il IFNs basal induction in patients.

In this paper we show that some components of the IFN system can be found at higher
levels in freshly purified PBMCs from SSc patients, compared with cells from controls.
Increased basal expression of IFN alpha2 and IFN beta (type | IFNs) was detected in SSc
patients, while there was no difference between the basal levels of IFN lambdal and IFN
lambda2/3 (type Ill IFNs) in patients and controls (Figure 1). These results show that, at least
for mRNA levels, there is a higher expression of type | IFNs by PBMCs from SSc patients than
from controls. This abnormal expression, especially in the case of IFN alpha2, is consistent with
the status of autoimmunity in several other diseases and can have a major role in initiating and
maintaining the disease. High levels of IFN beta can be even more dramatic for an autoimmune
status, since this IFN has similar biological activities to IFNs alpha but is even more potent [28].
We also tried to titrate IFN protein levels on sera obtained from patients and controls, but the
levels were below our limit of detection (20 IU/ml). Considering that this titration method is
able to detect any mixture of IFNs capable of inducing antiviral activity in host cells, we can
hypothesize that even though IFN levels are increased on SSc, they are not found in high levels.
Methodologies with greater sensitivity must be used in order to detect and measure type |
IFNs proteins in SSc patients sera.

Expression levels of IRF7, an inducible transcription factor responsible for type | and
type Il IFN gene induction [29], were not altered between patients and controls (Figure 2A).
This finding leads us to conclude that IFN alpha2 and beta are being induced by another
stimulus in the disease, that is specific to their induction and is not common to type Il IFNs

induction. 2’5’0AS basal expression levels were higher in patients than in controls (Figure 2B).



This gene is also found at higher levels in SLE patients [30]. Differential induction of 2’5’OAS is
consistent with a previous study that used fibroblasts from SSc patients, in which higher basal
levels of 2’5’0AS were detected when compared to control fibroblasts [19]. It also indicates
that there is, at least to some degree, some similarity between alterations in the skin and
blood cells of SSc patients. Other measured ISGs, 6-16 and MxA, were not differentially
expressed between patients and controls (Figure 2, C and D). The factors leading to this
differential induction on ISGs are unknown, but could be due to cell exposure to various IFN
subtypes abnormally expressed during the disease. The capacity of SSc sera to induce
cytokines in treated cells [31] supports this observation, since this activation probably occurs
due to cytokines and other molecules in the plasma.

Based on these findings, we hypothetize that the IFN system is modified in SSc. By still
unknown mechanisms, at least IFNs alpha2 and IFN beta are induced in patients by a pathway
that does not induce type Il IFNs. Type | IFNs produced by patients cells circulates and through
activation of certain subsets of ISGs maintains the autoimmune status of SSc. These molecules
are important links between innate and adaptative immune responses and can, among other
actions, activate immune cells to improve autoantigens detection and autoantibodies
production [32]. It has been already described that IFN alpha2 can induce TLR3 activation in
SSc fibroblasts in culture [33]. This activation can also be happening in vivo by type | IFNs
naturally produced by PBMCs, corroborating our hypothesis. IFN beta activation is a novel
finding on the disease and can be of great importance to SSc altered immune homeostasis.
Even though there is some redundancy between the activity of type | and type Ill IFNs, we
could not link type Il IFNs to SSc, at least when PBMCs are involved. Future experiments with
higher sample size and using distinct cell populations isolated from total PBMCs are essential

to further investigate these results.



These findings are of great importance to our understanding of
the pathogenesis and pathology of SSc. Increased basal levels of type | IFNs can lead to
abnormal activation of I1SGs and undesirable side effects on the patients, even without
interference by type lll IFNs. The differential expression profile of ISGs detected in PBMCs is
consistent with the profile found previously in fibroblasts [19], and could be a signature related
to the disease. These unique modifications in the IFN response may be considered as
candidates for SSc biomarkers, and can be considered for further studies as diagnostic tools for

SSc
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Table 1 -Information about the subjects that consented to take part in this research.

Sex Age (years) |Disease time (yea rs)1 Treatment ANA titer
P1 F 31 1 Prednisone >1/320
P2 F 54 5 Methotrexate <1/10240
Prednisone
P3 M 35 5 Methotrexate >1/5120
Prednisone
P4 M 29 1 Prednisone >1/640
P5 M 40 7 - <1/10240
P6 F 30 2 - >1/320
P7 F 50 5 - >1/80
P8 M 56 6 - <1/10240
P9 F 58 11 Methotrexate >1/80
Prednisone
P10 F 70 20 - >1/640
Cc1 M 39 - - Not tested
c2 F 32 - - Not tested
c3 M 25 - - Not tested
ca F 24 - - Not tested

C: control ; P: patient; M: male ; F: female; - : not treated.

! Dated from the onset of the first non-Raynaud’s symptom.
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Figure 1: Type | and type Il IFN mRNA basal levels in PBMCs from healthy donors and
SSc patients. PBMCs from healthy donors and SSc patients were purified and total RNA
extraction was performed. The RNA obtained was used as template in reverse transcription
reactions, and the resulting cDNA was used in real time PCRs to measure IFN alpha (A), IFN

beta (B), IFN lambda1l (C) and IFN lambda 2/3 (D).
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Figure 2: Basal levels of IRF-7 and ISGs in PBMCs from healthy donors and SSc patients.

PBMCs from healthy donors and SSc patients were purified and total RNA extraction was

performed. The RNA obtained was used as template in reverse transcription reactions, and the

resulting cDNA was used in real time PCRs to measure IRF-7 (A), 2’5’0AS (B), 6-16 (C) and MxA

(D) levels.



