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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é um disturbio autoimune, multissistémico, de
etiologia ainda nao bem esclarecida. E uma doenga rara, com a incidéncia de 8,7 a cada
100.000 habitantes da populacédo brasileira em geral e, frequentemente, em mulheres
jovens durante a fase reprodutiva. A disfungdo imune presente no LES leva a grande
producao de autoanticorpos e imunocomplexos, ativagao excessiva do complemento e a
um processo inflamatério tecidual insidioso. Dentre as diversas manifestagcdes do LES, a
nefrite lupica (NL) é a mais relevante ocorrendo em até 50% dos pacientes no momento
do diagndstico, e em até 60% dos pacientes durante o curso da doenca. A patogénese da
doencga é extremamente complexa, com diversos estudos evidenciando alteracbes nos
fendtipos linfocitarios. O objetivo deste estudo foi determinar as alteragcdes do sistema
imune de pacientes com LES em tratamento, e comparar estas alteragdes nas formas
inativa e ativa da doenca entre si, e com o grupo controle. Participaram deste estudo um
total de 30 pacientes com LES e, como controle, 11 individuos sem a doenga (CN).
Foram avaliados os marcadores de células NK, T e B tais como CD3, CD4, CD8, CD16,
CD19, CD25, CD56, HLA-DR, NKG2D e FoxP3 em linfocitos do sangue periférico por
meio da técnica de citometria de fluxo. A populacéo de células NKt se mostrou diminuida
apenas em pacientes com a forma ativa da doenga, enquanto as populagdes de células
efetoras T CD4", T reguladoras FoxP3" e de células B se mostraram diminuidas em
pacientes com LES, em ambas as formas ativa e inativa, quando comparado ao grupo
controle. Ao contrario, a populagcédo de células T CD8 se mostrou elevada no grupo com
LES, nas formas ativa e inativa. Foi também observado um aumento na expressao do
marcador de atividade NKG2D em células CD3'CD56™ em pacientes com nefrite em
relacdo aos ndo portadores, enquanto as populacées de células efetoras T CD4" e de
células B se mostraram diminuidas em pacientes com NL quando comparadas ao grupo
controle. Ao contrario, a populacdo de células T CD8" se mostrou elevada no grupo com
LES com ou sem NL. Quanto aos principais medicamentos utilizados pelos pacientes
com LES, o uso de azatioprina nao afetou os perfis de expressao das células T, B e NK;
tampouco a dose de prednisona. Ao contrario, os usuarios de hidroxicloroquina
apresentaram uma maior expressao dos marcadores de células NK em relagdo aos nao

usuarios. Apesar dos pacientes estudados estarem em tratamento, os dados em conjunto



permitem confirmar disfungcao do sistema imune peculiar no LES, bem como variagcdes do

perfil fenotipico celular em funcéo do status da doenca.

PALAVRAS CHAVES: Lupus eritematoso sistémico, nefrite lupica, células T, células B,
células NK, células T reguladoras, CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD25, CD56, HLA-DR,

NKG2D, FoxP3, azatioprina, prednisona e hidroxicloroquina.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multisystemic autoimmune disorder with an
etiology that is not yet well understood. It's a rare disease, with the incidence of 8.7 per
100.000 inhabitants of Brazilian population and often occurring in young women during
their childbearing years. The immune dysfunction caused by SLE leads to a large
production of autoantibodies and immune complexes, excessive complement activation,
and an insidious tissue inflammation. Among the diverse clinical manifestations of SLE,
lupus nephritis (LN) is the most relevant in SLE, occurring in 50% of patients at diagnosis
and in 60% of patients during the course of the disease. The pathogenesis of the disease
is extremely complex, with several studies showing alterations of lymphocyte phenotypes.
The aim of this study was to determine the imune system alterations in patients with SLE
under treatment and compare such alterations in the active and inactive forms between
themselves, and with the controls. We have studied a total of 30 patients with SLE under
treatment and, as controls, 11 subjects without the disease. NK, T and B cells markers
such as CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD25, CD56, HLA-DR, NKG2D and FoxP3 were
assessed in lymphocytes from peripheral blood through flow cytometric assays. NK t cells
showed to be decreased only in patients with the active form of the disease, while the
TCD4", T reg FoxP3" and B cells populations showed to be decreased in patients with
SLE, in both active and inactive forms, as compared to control. Conversely, T CD8" cells
population showed to be increased in patients with SLE, with both active and inactive
forms. Also, it was observed an increase in the NKG2D activity in CD3*CD56 cells in
patients carrying lupic nephritis (LN) compared to non carriers, while TCD4" and B cells
populations showed to be decreased in patients with LN compared to controls. In contrast,
T CD8" cells have been increased in SLE patients with and without LN. Concerning to the
main medicines used by patients with SLE, azathioprine intake did not affect the NK, T
and B expression profiles, nor even higher or lower prednisone dose. Conversely,
hydroxychloroquine users showed a higher expression of NK cells markers compared to
non users. In spite of the users to be under treatment, the data taken together allow to
confirm the characteristic immune system dysfunction of the SLE, as well variations in the

cellular phenotypic profile according to the disease status.



KEY WORDS: Systemic lupus erythematosus, lupus nephritis, T cells, B cells, natural
killer cells, regulatory T cells, CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD25, CD56, HLA-DR,
NKG2D, FoxP3, azathioprine, prednisone, hydroxychloroquine.
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1. INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € um disturbio autoimune, multissistémico, de
etiologia ainda ndo bem esclarecida. Sabe-se que tal disturbio € de origem multifatorial e
apresenta um forte componente genético (CUI et al., 2013), podendo afetar praticamente
qualquer 6rgdo com envolvimento da  superexpressdo de autoanticorpos contra
antigenos nucleares e citoplasmaticos (LU, 2013). As caracteristicas do LES incluem a
producdo de autoanticorpos, presenca de células T e B hiperreativas, a ativagao
excessiva do complemento, e a deposicao de imunocomplexos em diversos tecidos,
como pele, rins, pulmao, coragao e sistema nervoso central, 0 que causa lesdo nestes
orgaos (AHEARN et al., 2012, RAHMAN et al., 2008). Essas manifestacbes surgem
quando mecanismos de tolerancia a antigenos proéprios falham (CRISPIN et al., 2010).
Apesar das causas exatas do LES ainda ndo serem totalmente esclarecidas, varios
aspectos de um funcionamento anormal do sistema imune ja foram demonstrados. A
doenca reflete um desequilibrio do sistema imune adaptativo envolvendo anormalidades
em linfocitos T e B, embora haja evidéncias da importancia do sistema imune inato para
patogénese do LES através da participacdo de células dendriticas, neutréfilos e
macrofagos (APOSTOLIDIS et al., 2011).

A acgao de fatores patogénicos resulta na geragdo de autoanticorpos, imunocomplexos,
células T autorreativas, e citocinas pré-inflamatoérias que iniciam ou amplificam a
inflamagédo e o dano em diversos tecidos (Figura 1), os quais podem também ser
danificados por fatores locais. Os imunocomplexos sdo formados em grandes
quantidades no LES como, por exemplo, anticorpos antinucleares que se ligam em
material nuclear abundante presente no sangue e nos tecidos e que ndo sao depurados
de forma adequada, pois os receptores para a por¢ao Fc de imunoglobulinas e do
complemento estdo numericamente e funcionalmente deficientes (RAHMAN et al., 2008).
Os imunocomplexos também podem se acumular na pele e no sistema nervoso central.
Estes se ligam a receptores expressos por células especificas no tecido e causam um

recrutamento de células inflamatdrias atraidas pela ativagao do sistema do complemento.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23395425
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22424435
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2823952/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21877904
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMra071297
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Outros autoanticorpos dirigidos contra DNA, fosfolipidios, histonas e ribonucleoproteinas
também podem se ligar a tecidos isquémicos, ativando o sistema do complemento, o que

também, leva ao estimulo para infiltracdo de células inflamatérias nos tecidos (TSOKOS,
2011).

Fatores
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Figura 1: Fatores patogénicos, formagdo dos imunocomplexos, autoanticorpos, células

autorreativas e dano em diversos 6rgaos (TSOKOS, 2011).

Estudos epidemioldgicos indicam o envolvimento de diversos fatores no desenvolvimento
da doenga, entre esses, 0s genéticos, epigenéticos, hormonais e ambientais, além da
alteracao dos fatores imunoreguladores. Tais fatores podem favorecer o aparecimento da
autoimunidade (DANCHENKO et al., 2006)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22129255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22129255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16761508
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1.2  FISIOPATOLOGIA

1.2.1 Fatores genéticos

Fatores genéticos conferem predisposicdo para o desenvolvimento do LES. Em raros
casos a doenga esta associada a deficiéncia de apenas um gene como aqueles que
participam na sintese de componentes do complemento tais como C1q e C4 (MOSER et
al., 2009). A deficiéncia de C4 esta associada a uma menor eliminagcao de linfocitos B
autorreativos implicando em comprometimento da eliminacado de linfécitos produtores de
anticorpos de alta avidez por moléculas préprias, e a deficiéncia de C1q leva a uma
menor eliminacdo de material de restos celulares o que resulta em um maior

recrutamento de células mononucleares (MANDERSON et al., 2004).

Quanto aos fatores genéticos acredita-se que a doenga resulte na deficiéncia combinada
de diversos genes. Dessa forma, cada alelo que participa da patogénese contribui
minimamente e o efeito acumulativo desses varios genes é necessario para aumentar o
risco de desenvolvimento do LES (TSOKOS, 2011). O conhecimento dos fatores
genéticos vem crescendo rapidamente, desde 2008, em fungdo do uso da técnica de
GWAS (genome-wide association study). Os estudos que fizeram o uso dessa técnica
identificaram mais de 40 genes associados ao LES. Varios desses genes também estao
associados a outras doengas autoimunes o que aponta para um mecanismo molecular
semelhante para o desenvolvimento dessas doencas (CUI et al., 2013). Portanto, a
identificacdo e caracterizagcdo da fungdo dos genes envolvidos de forma comum nas
doencgas autoimunes sao importantes para elucidar os mecanismos envolvidos na perda

da tolerancia do sistema imunoldgico (FLESHER et al., 2010).

Conforme relatado por Rahman et al., 2008, genes do complexo de histocompatibilidade
(MHC), particularmente HLA-A1, B8 e DR3 estdo relacionados ao lupus. Diferentes
células no sistema imune como células B, macrofagos e células dendriticas atuam como
células apresentadoras de antigeno. O gendétipo do HLA determina quais moléculas deste
complexo estdo disponiveis aos antigenos que estdo presentes e, dessa forma, o quanto

esses antigenos serao reconhecidos pelas células T. Por essa razdo alguns genes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19440199
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22129255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23395425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2897739/
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMra071297
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particulares estao associados ao risco de resposta a antigenos proprios e aumentam o

risco de doengas como o LES.

Na literatura estdo descritas alteragbes em genes envolvidos no estimulo, ativagdo e
produgao de anticorpos por células B tais quais os genes LYN, BLK, BANK1 e TNFAIP3 e
seriam responsaveis pela ocorréncia de células B hiperreativas e produtoras de
autoanticorpos no LES (VAUGHN et al. 2012). Semelhantemente, também foram
obervadas alteragbes em genes envolvidos no estimulo de células T como PTPN22,
TNFSF4, STAT4 e CD44-PDHX que causariam uma reducido do limiar de ativacdo de
células T, aumento da interacéo entre células T e células apresentadoras de antigenos e
mudancga nos perfis de produgao de citocinas e respostas efetoras de células Th1, Th2 e
Th17 (CUl et al., 2013).

Vérios dos 40 genes associados ao LES estdo envolvidos em processos importantes na
patogénese da doenga como a apoptose que nao € adequadamente depurada, a
diferenciacao de linfécitos que leva a um aumento de células pro-inflamatdrias, a
formacao de células B autorreativas, a producado de autoanticorpos, a apresentacido de
antigenos envolvendo o HLA que ocorre de forma defeituosa e a produgéo de interferon
do tipo 1 que se encontra aumentada em pacientes com LES. Entretanto, alguns dos
genes que estdo associados ao desenvolvimento do LES possuem funcédo ainda
desconhecida (GUERRA et al., 2012).

1.2.2 Influéncias ambientais

A ocorréncia do LES possui uma maior concordancia entre gémeos monozigéticos
quando comparada entre gémeos dizigoticos. Porém, gémeos monozigéticos que vivem
diferentes experiéncias podem apresentar desfechos distintos com relagdo ao
desenvolvimento do LES, o que demonstra uma grande evidéncia do impacto do fator

ambiental na patogénese da doenca (CUI et al., 2013, LU, 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22753952
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O fumo e a exposigdo a luz ultravioleta estdo bem documentados em estudos
epidemioldgicos como fatores para o desenvolvimento do LES. Na pele, os queratindcitos
que sao expostos a luz ultravioleta entram em apoptose e liberam material nuclear que
ndo é depurado de forma adequada levando a um quadro inflamatério (Figura 2). A
depuracdo do material nuclear gerado pela morte dos queratindcitos e outras células é
mediado pelas proteinas amiloide P sérica, c-Mer quinase, IgM, C1q, e DNAse, e uma
deficiéncia genética de qualquer substancia citada anteriormente pode levar ao
desenvolvimento do LES (TSOKOS, 2011). A remocéo dos debris apoptoticos € anormal
nos pacientes com a doenga. In vitro, fagocitos de pacientes com LES englobam muito
menos material apoptotico que fagocitos de pessoas saudaveis durante uma cultura de
sete dias. O C1q participa da acdo de fagdcitos por se ligar aos debris celulares que
podem ser englobados por macréfagos que possuem em sua superficie receptores para
C1q. A deficiéncia de componentes do complemento como C1q, C2, C4 é um fator que
predispde ao desenvolvimento do LES (RAHMAN et al., 2008).

Células dendriticas % s Depuragdo deficiente dos
ativadas oo debris apoptdticos

IFN-a
IL-&

Inflamagao

Figura 2: Células dendriticas ativadas, remocgao deficiente dos debris apoptéticos e

inducao inicial de um quadro inflamatério (CRISPIN et al., 2010).

O fumo constitui uma grande fonte de exposi¢cao ambiental a agentes quimicos toxicos e
a espécies moleculares reativas (COSTENBADER et al., 2004). Estudos prévios

apontaram o fumo como um fator de risco para o desenvolvimento do LES, porém o
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mecanismo bioldgico de como este influencia no desenvolvimento da doenga ainda nao
foi elucidado. Presume-se que a associagcdo entre fumo e autoimunidade inclua uma
maior alteracdo e liberagdo de autoantigenos e mutagdo de agentes imunoregulatérios
por acao de toxinas. Admite-se que a hipdxia tecidual ou a necrose mediada por toxinas
possa levar a liberagdo de antigenos intracelulares e, em conjunto, a uma depuragéo
deficiente, o que levaria ao aumento de células B autoreativas e a sindrome clinica.
Pacientes com LES e fumantes, no momento do diagnédstico, possuem uma chance maior
de desenvolver poliserosite e problemas neuropsiquiatricos em relacdo aos ndo fumantes
(COSTENBADER et al., 2004; RUBIN et al., 2005).

A possibilidade que infecgdes virais possam contribuir para o desenvolvimento da doenga
vem sendo estudado nos ultimos 40 anos. Pacientes com LES apresentam uma
soroconversdo mais rapida e uma maior carga viral quando ha infecgao pelo virus
Epstein-Barr (EBV). Uma possivel causa para essa sintomatologia pode ser explicada
pela similaridade entre o antigeno nuclear 1 do EBV e um autoantigeno comum do LES,
o anti-Ro. Também foram observadas mudancgas epigenéticas, como a hipometilagao do
DNA, causadas por algumas medicagbes, 0 que tem sido apontado como uma das
causas do LES (RAHMAN et al., 2008).

1.2.3 Hormonios femininos e sexo

Horménios femininos contribuem para o desenvolvimento do LES através de mecanismos
ainda ndo conhecidos e sio responsaveis pela maior prevaléncia da doenca no sexo
feminino em idade reprodutiva (WECKERLE et al., 2011). Além disso, o cromossomo X
também pode contribuir na patogénese independente da participagdo dos hormdnios
(RAHMAN et al., 2008). Foi obsevada a presenca de modificagcbes do gene do CD40
ligante (CD40L), localizado no cromossomo X, que causaria uma estimulagcdo excessiva
de células T e B (LU et al., 2007). A gravidez pode agravar o LES, mas ainda n&o esta
claro como os niveis de progesterona e estradiol contribuem para isso. Foi observado
que o nivel desses hormdnios € menor durante o segundo e o terceiro trimestres da

gravidez em pacientes com LES quando comparado aos niveis em mulheres saudaveis.
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Para reverter esse quadro, o tratamento com dehidroepiandrosterona mostrou um efeito
clinico benéfico (TSOKOS, 2011). Gravidez em pacientes com LES constitui um desafio
clinico e envolve a participagao de diversos especialistas no acompanhamento dessas

pacientes.

1.2.4 Regulagao epigenética da expressao génica

A epigenética é o campo que estuda modificagdes hereditarias que regulam a expressao
génica, porém nao alterando a sequéncia do DNA (BIRD, 2007). Os mecanismos
epigenéticos mais comuns incluem a metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e
regulacdo mediada por microRNA. Tais mecanismos possuem papeis importantes em
modular a expressdo génica durante o ciclo celular, na hereditariedade e na funcgéo
celular através do corpo (LAURENT et al., 2010). Como o sistema imune esta sob
controle a nivel epigenético, as anormalidades na regulagao epigenética podem contribuir
para as anormalidades do sistema imune e influenciar nas manifestacbes de doengas
autoimunes (DAl et al., 2011).

A acao dos fatores de transcrigdo nas cadeias de DNA, portanto, a expressao génica, €
regulada pela metilagcdo do préprio DNA e pela modificagdo de histonas através da
acetilagdo ou metilagdo. Hidralazina e procainamida inibem a metilagdo do DNA em
células T e podem induzir a manifestacdo do LES em pessoas saudaveis. Sao
encontradas evidéncias que regides de regulacdo no DNA de alguns genes envolvidos na
patogénese da doenca, como por exemplo, ITGAL, CD40L, CD70 e PPP2CA estéo
hipometilados. Consequentemente, a hipometilagdo do DNA pode causar um aumento na
producdo de citocinas, hiperatividade de linfocitos T CD4" e aumentar a producédo de
imunoglobulinas pelos linfécitos B (LU, 2013, CUI et al., 2013).
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Alteracdes no DNA observadas em células T CD4" também podem contribuir para
patogénese do LES como observado por COIT et al., 2013. Este autor observou
alteracdes na metilagdo do DNA de células T CD4" em pacientes com LES, alteracdes
essas que causam uma reacao hiper-responsiva ao interferon do tipo | nas células T. As
células T de pacientes com LES apresentam numerosas anomalias funcionais que
contribuem para patogénese da doencga e servem como potenciais biomarcadores. Estas
possuem alta capacidade em aderir e migrar para o tecido inflamado contribuindo para o

dano do érgéo infiltrado em pacientes com LES (CRISPIN et al., 2010).

Histonas séo as principais proteinas dos nucleossomos, que constituem a unidade basica
da cromatina e auxiliam na determinacado de qual parte da cromatina esta acessivel para
transcricdo (LUGER et al., 2012). Modificagdes nas histonas podem alterar a estrutura da
cromatina e, dessa forma, alterar a expressdo génica. Foram observados em células T
CD4" de pacientes com LES niveis mais baixos de histonas metiladas ou acetiladas (HU
et al., 2008). Também foram observadas hiperacetilacido de histonas e superexpressao
de genes em mondécitos de pacientes com LES (ZHANG et al., 2010). Esses achados
apontam para uma vasta lista de modificagdes nas histonas de células do sistema imune
de pacientes com LES, e tais modificagcbes podem contribuir na elucidagdo da
patogénese da doencga (LIU et al., 2013).

Mais recentemente, foram descobertos os microRNAs (miRNAs) que sdo pequenos
acidos ribonucleicos (RNA), de 20 a 24 pares de bases de extensao, néo codificadores e
que possuem o importante papel na regulacdo da expressdo génica apos a transcrigcao.
Podem regular de centenas a milhares de miRNA, e apenas um miRNA pode ser alvo de
multiplos miRNA. A producdo dos miRNAs também esta sob controle genético e de
regulagdes epigenéticas (FABIAN et al., 2010). Evidéncias acumuladas indicam que
miRNAs s&o criticos nao apenas no desenvolvimento do sistema imune, mas também na
regulacdo das respostas dos sistemas inato e adaptativo (XIAO et al., 2009). Portanto,
anormalidades na expressao e no funcionamento dos miRNAs foram identificadas como

parte da patogénese das doencgas autoimunes inclusive o LES (SHEN et al., 2012).
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Foram identificados varios miRNAs que estdo expressos de forma defeituosa no LES.
Essa expressao defeituosa contribui para a hipometilagdo do DNA, na perda da tolerancia
dos linfocitos T e B, e na produgdo de autoanticorpos (LU, 2013). Segundo Grammatikos
et al., 2012, o desenvolvimento de doengas autoimunes € decorrente da combinagao de
uma série de fatores que predispde ao seu desenvolvimento como fatores ambientais,

fatores genéticos e epigenéticos, além de infecgdes subclinicas.

1.3 EPIDEMIOLOGIA

Evidéncias apontam que variagbes geograficas podem determinar diferengas no
desenvolvimento, na frequéncia de envolvimento em determinado 6rgao e nos achados
imunoldgicos do LES (BORBA et al., 2013). O LES é uma doenga rara, incidindo mais
frequentemente em mulheres jovens durante a fase reprodutiva, na propor¢gao de nove a
dez mulheres para cada homem. Os indices de incidéncia na populagédo em geral variam
de 1,0 na Dinamarca (BORCHERS et al, 2010) para 8,7 no Brasil a cada 100,000
habitantes (VILAR et al., 2003). Estudos nos Estados Unidos indicam que a incidéncia e
prevaléncia nos americanos afrodescendentes sdo duas a trés vezes maiores quando
comparados aos descendentes europeus. Esse resultado, em conjunto ao de outros
estudos, sugere que europeus e seus descendentes apresentam uma incidéncia do LES
menor que a de outros grupos étnicos (BORCHERS et al., 2010). Por outro lado, outros
estudos epidemiolégicos apontam para uma maior prevaléncia e gravidade da doenga na
populagao asiatica (JAKES et al., 2012).

Apesar do LES afetar mais mulheres que homens, existem variacbes entre as
populagdes na relagcdo entre mulheres/homens e na idade de desenvolvimento da
doenga. A média de idade de desenvolvimento ou de diagnostico da doenga € maior em
pacientes de descendéncia europeia quando comparado a pacientes da Africa, Asia,
América Central, América do Sul ou em populagdes indigenas (BORCHERS et al., 2010).
Conforme relatado por Schwartzman-Morris et al., 2012, muitos investigadores tém
estudado as disparidades relacionadas a epidemiologia da doencga, os quais tém sugerido

que o sexo, o grupo étnico, a idade de diagndstico, e o perfil de produgdo de anticorpos
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constituem meios de identificar subgrupos no LES e, dessa forma, melhores estratégias

de tratamento que beneficiem cada subgrupo podem ser estabelecidas.

A maioria dos estudos epidemioldgicos do LES foi realizada nos Estados Unidos ou na
Europa (VILAR et al., 2003). Foi observada uma maior frequéncia de LES com
envolvimento cutdneo em paises de regides tropicais, incluindo o Brasil, possivelmente
devida a alta exposicao a luz ultravioleta (BORBA et al., 2013). Os estudos atuais sobre
incidéncia no Brasil foram feitos com pequeno numero de pacientes, o que dificulta uma
conclusao definitiva a respeito da incidéncia do lupus no pais. A relacdo entre mulheres e
homens no Brasil € de 11,3 mulheres para cada homem, e a idade média de

desenvolvimento e diagnostico da doenga é de 31 anos (BORBA et al., 2013).

O LES apresenta um padrao de mortalidade bimodal. As causas principais de
mortalidade no inicio da doenga sao representadas por perda de fungado de érgao e por
infeccdes em decorréncia dos periodos de ativacdo. Nas fases tardias da doenca, a
causa principal de mortalidade é a ocorréncia de eventos cardiovasculares. Eventos
vasculares atribuidos a aterosclerose sao mais comuns em pacientes com LES quando
comparados a pessoas saudaveis e podem ocorrer de forma mais precoce que na
populagao em geral (KOJURI et al., 2012; RAHMAN et al., 2008).

1.4 DIAGNOSTICO

O nome lupus é derivado do latim lobo e o termo médico foi utilizado pela primeira vez
por Rogerius no século 13 para descrever o eritema malar. No século 19 a doencga foi
pela primeira vez descrita como sistémica por Cazenave e, posteriormente, Hebra e
Kaposi diferenciaram o quadro sistémico das formas discoides do Ilupus. Confome
relatado por Benedek, 1997, entre 1895 e 1903, Osler descreveu dois casos de LES em
um grupo de 29 pessoas com o quadro de eritema, tendo dessa forma contribuido para
definir muitos aspectos da doenga como é conhecida hoje (HEPBURN, 2001). Apesar de
o termo lupus eritematoso ter surgido no século 19 para descrever lesdes de pele, foram

necessarios quase 100 anos para se estabelecer que a doencga sistémica € causada por
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uma resposta imune desregulada levando a um quadro inflamatério e dano em

praticamente todos os 6rgaos (TSOKOS, 2011).

O LES é caracterizado por periodos de alta atividade (flares) alternados por periodos de
remissdo (SCHWARTZMAN-MORRIS et al., 2012). Constitui uma das doengas que
apresenta maior diversidade de manifestagdes clinicas e alteragées sorologicas entre
pacientes. A disfuncdo imune leva a grande produgcdo de autoanticorpos e
imunocomplexos, ativagado excessiva do complemento, e a um processo inflamatorio
tecidual insidioso. Todas essas alteragbes em conjunto causam a sindrome clinica do
LES, com envolvimento de diversos 6rgaos e um percurso dificil de ser previsto. Os
orgaos nao sao afetados ao mesmo tempo e o envolvimento de um 6rgao especifico nao
se manifesta igualmente entre pacientes diferentes. O grau de envolvimento de um 6rgao

especifico também pode variar ao longo do tempo (CRISPIN et al., 2010).

Varios esforgos tém sido envidados para melhor entender a fisiopatogenia do LES por
meio do desenvolvimento de novos testes diagndsticos e de biomarcadores capazes de
monitorar a doenga de forma a melhorar o cuidado ao paciente. A grande
heterogeneidade das manifestacbes do LES leva a uma importante demanda por
biomarcadores que possam diferenciar, determinar, monitorar, ou prever o grau de

envolvimento de algum o6rgéo especifico (LIU et al., 2013).

Na pratica clinica o diagnostico de LES é feito através dos critérios de classificagao
propostos pelo American College of Rheumatology em 1982 (TAN et al., 1982) os quais
foram revisados em 1997 (HOCHBERG, 1997). O diagnéstico do LES é estabelecido
quando, pelo menos, quatro critérios estdo presentes entre os 11 padronizados (Anexo
I). A definicdo dos critérios da doenga foi importante para uniformizar o diagndstico da
doenca e os estudos cientificos. Embora raro, é possivel que alguns pacientes com lupus
nao apresentem pelo menos os quatro critérios de classificagao, principalmente quando
apresentam algum anticorpo especifico do LES (anti-DNA nativo em titulos moderados/

altos ou anti-Sm) e apenas uma manifestagéo clinica (BORBA et al., 2008).
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Um indice muito utilizado de atividade atualmente utilizado no LES é o SLEDAI (Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index). Esse indice foi desenvolvido e validado
em 1985 em Toronto por reumatologistas experientes como um indice clinico para avaliar
a atividade da doenca, o qual se mostrou sensivel e aplicavel na clinica e na pesquisa
(GLADMAN et al., 2002). O SLEDAI é composto por 24 itens, dos quais 16 s&o clinicos, e
a manifestagao é registrada se ocorrida nos ultimos 10 dias, independente se a condicao
do item melhorou ou piorou. Cada item recebe um peso de 1 a 8 de acordo com sua
importéncia ou gravidade. A sua soma resulta em um indice final correlacionando com a
gravidade da doenga, ndo ultrapassando o maximo de 105 (YEE et al., 2009). Escores
superiores a trés ou quatro indicam doenga ativa (YEE et al., 2011). Variagdo de trés
pontos entre uma visita e outra € aceita como ativagdo da doenga, e variagbes maiores
ou iguais a 12 pontos significam atividade grave (FREIRE et al., 2011). No ano 2000,
Gladman et al. fizeram uma revisdo do SLEDAI original dando origem ao SLEDAI-2K
(Anexo II).

Outros indices também podem ser utilizados para avaliagado da atividade do LES, entre
estes, o BILAG (British Isles Lupus Assessment Group) e o SLAM (Systemic Lupus
Activity Measure). O indice BILAG é composto de oito sistemas organicos que sé&o
avaliados separadamente através das letras A, B, C, D e E. A letra E significa que o
sistema nao tem envolvimento com a doenga, porém a avaliagdo da atividade da doenca
pode evoluir progressivamente até a letra A que significa acometimento grave. Os
sistemas avaliados pelo BILAG sado distribuidos em sintomas gerais, mucocutaneo,
respiratorio, cardiovascular, neurolégico, mucoesquelético, renal e hematolégico (FREIRE
et al., 2011). Por sua vez, o indice SLAM avalia 31 parametros da doenga e cada
parametro recebe um valor numérico de 0 a 3 de acordo com a gravidade. Apds o
somatoério de todos os valores determina-se a atividade geral da doenca (LAM et al.,
2005).

1.4.1 Nefrite lapica

A doenca renal crbénica constitui um problema de saude publica de alta prevaléncia,
morbidade, mortalidade e com altos custos para manutencdo dos pacientes renais

cronicos nas diversas formas de terapia (FERRAZ et al., 2010). No Brasil, assim como
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em varios outros paises, as doencgas glomerulares constituem uma etiologia frequente de

insuficiéncia renal cronica.

A nefrite lupica (NL) é a manifestagao clinica mais relevante no LES, ocorrendo em até
50% dos pacientes no momento do diagndstico, e em até 60% dos pacientes durante o
curso da doenga (IWATA et al., 2011). O curso clinico da NL varia desde a presencga de
hematuria assintomatica até a sindrome nefrética ou lesdo renal aguda. Cerca de 10 a 15
% dos pacientes com NL evoluem para doenga renal em estagio final e necessitam de
didlise (MAVRAGANI et al., 2003). No rim, imunocomplexos se acumulam inicialmente
nos espacos subendoteliais e mesangiais. Em seguida, estes se depositam na membrana
basal e em areas subepiteliais, enquanto células T infiltram os tecidos, inclusive o renal, e
contribuem para o dano. Muitas dessas células sdo CD3"CD4 CD8" e secretam IL-17 de
forma a contribuir para o aumento da inflamagéo através do recrutamento de células
polimorfonucleares. Células constitutivas dos tecidos também contribuem para
manifestacdo e piora da doenga. Nos rins, células mesangiais, intersticiais e podécitos
adquirem capacidade de apresentacdao de antigenos e de secretar citocinas pro-

inflamatérias quando estimuladas por interferon y (IFN-y) (TSOKOS, 2011).

A identificacdo de biomarcadores especificos que possam ser utilizados para
diagnosticar precocemente, dimensionar sua gravidade e monitorar a resposta ao
tratamento na NL € de grande importancia clinica, podendo prevenir lesdes renais
permanentes e o continuo declinio da fungao renal (HEINLEN et al., 2007). Atualmente, o
diagnodstico e prognostico da nefrite € determinada pela quantificagdo de marcadores
circulantes de funcao renal como creatinina e uréia sérica, de fragdes C3 e C4 do sistema
do complemento, e de autoanticorpos como anticorpo anti-DNA dupla-fita (ROVIN et al.,
2009). Porém esses marcadores utilizados no acompanhamento dos pacientes com NL
nao possuem sensibilidade de deteccado precoce de falha do tratamento. Dessa forma,
configura-se a necessidade da identificagdo de novos biomarcadores mais sensiveis e
especificos para o diagndstico e monitoramento da doencga renal, visando identificar mais
rapidamente a ocorréncia de um quadro inflamatério ativo, prevenindo assim o dano

irreversivel do rim dos pacientes com NL (LIU et al., 2013).
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A bidpsia renal € padrao ouro para avaliagdo do tipo e gravidade da lesao renal. Essa €
importante para orientar o manejo terapéutico e avaliagdo prognéstica dos pacientes com
NL (BATAL et al., 2012). Observou-se nos primeiros estudos realizados em bidpsias
renais de pacientes com NL que a evolugcdo da doenca estava diretamente relacionada
ao grau e extensdo da inflamagdo do compartimento glomerular (SOARES et al., 2005).
As alteragdes da morfologia glomerular encontradas nessas bidpsias incluem lesbes
mesangiais, endoteliais e epiteliais. As lesbes mesangiais apresentam hipercelularidade e
acumulo de matriz extracelular de células mesangiais causadas pela presenca de
imunocomplexos. As lesdes endoteliais sdo caracterizadas por um componente exudativo
com a presencga de infiltragao leucocitaria, lesdo endotelial e proliferagao endocapilar.
Essa lesdo esta associada a destruicao da parede endotelial, ao acumulo moderado de
imunocomplexos e a graus variados de proliferacédo de células mesangiais. As lesdes
epiteliais sdo causadas pela presenca de anticorpos e complemento levando a
citoxicidade dos poddcitos, e forma uma lesdo ndo exudativa e nao proliferativa da
parede capilar dos glomérulos. E comum que mais de um tipo de lesdo glomerular exista
ao mesmo tempo na NL (WEENING et al., 2004). A primeira classificacdo das lesbdes na
NL foi proposta pela OMS, publicada em 1974, e sofreu modificagbes em 1982 e 1995.
Em fungao dos avangos na compreensao da NL e aos trabalhos de correlagéo entre a
clinica dos pacientes e as alteragcbes patoldgicas, a Sociedade Internacional de
Nefrologia (ISN) e a Sociedade de Patologia Renal (RPS) realizaram uma revisao da
classificacdo da OMS em 2003. A nova classificacdo mantém a simplicidade da
classificagdo de 1974, mas apresenta modificagdes em relagdo a diferengas quantitativas
e qualitativas entre as lesdes de classe lll e IV (SOARES et al., 2005, WEENING et al.,
2004). A classificagao ISN/RPS pode ser visualizada na (Anexo lll).

1.5 TRATAMENTO

Os regimes de tratamento atuais incluem trés grandes classes de medicamentos, os
corticoesterdides, os imunosupressores e o0s antimalaricos. Esses regimes estao
frequentemente associados a efeitos adversos e podem levar a manifestacdes piores que

a doenga propriamente dita. Altas doses de corticosteroides podem resultar, a longo
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prazo, em catarata, infecgbes, obesidade, osteoporose, hipertenséo e diabetes (STRAND
et al., 2013).

O manejo terapéutico depende do tipo de manifestacdo do LES ou da gravidade do
envolvimento do 6rgao afetado (TERRIER et al., 2012). Azatioprina, micofelato de mofetil
e o metotrexato podem ser utilizados em pacientes sem respostas aos regimes
tradicionais. A doencga leve na pele pode ser tratada com corticosteroides topicos ou
antimalaricos orais, sendo mais utilizada a hidroxicloroquina. Porém, nas manifestacoes
de pele mais graves, terapias imunossupressoras mais agressivas sdo necessarias. O
sintoma da artrite pode ser tratado com anti-inflamatorios n&o esteroidais orais (AINES)
se leve, todavia, em casos mais graves pode-se fazer uso do metotrexato. Os sintomas
de serosites, pleurite ou pericardite, podem inicialmente responder ao uso de AINE, mas
alguns pacientes com serosite de grau leve e a maioria com serosite moderada precisam
de doses moderadas a altas de corticosteroides orais. Serosites graves ou refratarias
precisam de terapia imunossupressiva intensa. Costicoesteroides sistémicos sdo usados
para tratar muitas manifestacées do LES em baixas, médias ou altas doses ou ainda em
pulsoterapia venosa dependendo da gravidade do estado do paciente. Azatioprina,
metotrexato, ciclofosfamida ou micofelato de mofetil, em combinacdo ou ndo, podem ser
usados em flares de moderados a graves em manifestacées do LES de grandes 6rgéos.
Pulsoterapia de ciclofosfamida ou micofelato de mofetil, ambos em combinagdo com
corticoesterdides, sao utilizados como terapia de manutengédo na NL de moderada a
grave. Esses agentes imunoterapéuticos possuem agao ampla e néo especifica para o
sistema imune ou para o LES. Essas limitagcbes mostram a necessidade de novas drogas
mais especificas e com melhor risco/beneficio no tratamento do LES (BOYCE et al.,
2012).

As células B produzem o fator estimulador de linfécitos B (BLys) que é expresso como
uma proteina transmembrana em mondcitos, macrofagos e células dendriticas (MACKAY
et al., 2009). A forma soluvel do BLys € biologicamente ativa e critica para o crescimento
e sobrevivéncia dos linfocitos B. Varios estudos mostram que aproximadamente 30% dos
pacientes com LES possuem niveis elevados de BLyS e se correlacionam com niveis
elevados de anticorpos IgG, especialmente anti-DNA dupla-fita, e com a atividade da

doengca mensurada pelo SLEDAI (LIU et al., 2013). O Belimumab é um anticorpo
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monoclonal que inibe o BLys e foi o primeiro agente biolégico e medicamento aprovado
depois de 55 anos pelo FDA para o tratamento do LES (BOYCE et al., 2012).

1.6 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DO LES

1.6.1 Imunidade inata

As células natural killer (NK) sdo um importante grupo pertencente a imunidade inata e
possuem a fungao de vigilancia na defesa contra virus, bactérias intracelulares e células
cancerosas por exercerem atividade diretamente citotoxica ou por meio da secrecédo de
citocinas. Dessa forma, estas podem influenciar e regular a atividade da imunidade
adaptativa, incluindo células T e células dendriticas. O papel das células NK e suas
subpopulagdes nas doencgas autoimunes também pode envolver as células dos tecidos
que se tornam alvos. Desde o inicio da década de 80, varios estudos demonstraram
diminuicdo do numero e de atividade das células NK em sangue periférico de pacientes
com doengas autoimunes como o LES, a artrite reumatoide, diabetes tipo 1 e sindrome
de Sjogren (SCHLEINITZ et al., 2010).

As células NK podem ser distribuidas em dois subgrupos principais com base na
densidade de expressao de CD56 na superficie celular. As células de alta densidade de
CD56 sdo chamadas de CD56°™ (10%) e as de baixa densidade sdo chamadas de
CD56°™(90%) que sao biologicamente distintas apds a ativacdo (YAP, 2010). As células
NK CD56""" proliferam e produzem uma grande variedade de citocinas, como por
exemplo, IFN-y, fator de necrose tumoral, IL-10 e quimiocinas, mas apresentam
atividade citotdxica minima. Ja as células NK CD56%™ apresentam pouca proliferagao,
produzem quantidades relativamente menores de citocinas, mas possuem atividade

altamente citotoxica.

Estudos prévios, como o de Green et al., 2005, identificaram menos células NK e
diminui¢cdo da citotoxicidade em pacientes com LES, enquanto Park et al., 2009, sugeriu
que a diferenciacao de células NK esta prejudicada no LES, o que poderia contribuir para

o desequilibrio do sistema imunolégico, mas também poderia indicar um possivel papel
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de controle na autoimunidade. Varios estudos indicam que células NK constituem numa
populacao heterogénea e que pode existir um tipo regulatério que mantém a homeostase
nas condigodes fisioldgicas e patologicas. De acordo com Tian et al., 2012, as células NK
poderiam limitar as respostas autoimunes por inibir a proliferacao e ativacao de linfocitos

autorreativos ou por eliminar células dendriticas imaturas.

Todas as células NK e algumas células T, especialmente do tipo CD8, possuem um
receptor de membrana expresso na superficie denominado NKG2D. Em células NK, o
NKG2D é um receptor de ativacao e inducéo da citotoxicidade, porém em células T, para
que essa ativacado ocorra também sdo necessarios outros sinais co-estimulatorios. Uma
série de evidéncias apontam para um envolvimento das vias de ativacdo do NKG2D no
desenvolvimento das doengas imunomediadas (STEIGERWALD et al., 2009).

1.6.2 Perfil fenotipico de linfécitos

A importancia das células T no LES é bem documentada na literatura. O desequilibrio no
numero de células T auxiliares (Th) e a deficiéncia das células T reguladores (Treg) estao
envolvidos na patogénese do LES. As células Th sdo definidas como células Th1, Th2 ou
Th17 e sao caracterizadas pela produgao de citocinas. As células Th1 secretam IFN-y, as
células Th2 secretam IL-4, e as células Th17, mais recentemente descritas na literatura,
secretam IL-17A. Varios estudos em humanos apontam um papel patogénico das células
Th no LES (DOLFF et al., 2011, MIYAKE et al., 2011, XING et al., 2012). Esses estudos
observaram uma alteragao no perfil de TH1/TH2 e imagina-se que esse fato contribua
para a patogénese da doenga (SHIN et al., 2011). Coz et al., 2013, reportou uma
diminuicdo de células TH1 e um aumento de células TH2 em sangue periférico de
pacientes com LES. Esse resultado também foi observado por Dolff et al., 2011, que
também reportou uma diminuicdo das células TH1 e um aumento na relagdo TH17/TH1.
No entanto, foram observados em pacientes com LES niveis elevados de citocinas como
IL-12, TNF-a e IFN-y que favorecem uma resposta do tipo TH1(YU et al., 2012). Segundo
Basu et al., 2009, o receptor de imunoglobulinas de células NK (KIR) é expresso de forma
aberrante em células T de pacientes com LES, cuja expressao possui correlagdo com o

indice de atividade da doenca, SLEDAI, servindo essa caracteristica como potencial
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biomarcador da doenga. Outro potencial biomarcador estudado no LES advém de uma
grande expansao da subpopulagdo de células T CD4" que expressam o receptor NKG2D
e apresentam atividade reguladora em pacientes com LES juvenil. A frequéncia dessas
células com caracteristicas regulatérias se correlaciona com a auséncia da atividade da
doencga (DAl et al., 2011). As células T que ndo expressam CD4 ou CD8 constituem em
uma pequena populagado (< 5% de células T) em individuos saudaveis, mas estdo
significativamente expandidas em pacientes com LES. De acordo com Crispin et al.,
2008, essas células podem secretar citocinas como IL-17 e induzir a producdo de
anticorpo anti-DNA dupla-fita por células B autoreativas e se infiltrar nos rins de pacientes
com NL. Nesse caso, as células T participam na modulagdo da resposta de células B e
no estimulo para producao de autoanticorpos, além de controlar as fungdes e expansao
de células Th. As células T também infiltram o tecido renal e lesam o parénquima via
atividade citotéxica ou através do recrutamento de macréfagos e células NK (FOSTER,
2007).

As células T reguladoras (Treg) sao especializadas na supressao de células T efetoras, e
sdo importantes na manutencao da propria tolerancia. Em humanos, as células Treg
constituem em meédia de 1 a 2 % das células T do tipo CD4 no sangue periférico
(BONELLI et al., 2009). Um tipo de Treg regula a resposta imune por meio da secregao
de citocinas como IL-10 e TGF-B, mas também existe um outro tipo que é caracterizado
pela expressdo de CD25, o qual realiza seu efeito supressor via contato com outra célula
(MIYARA, 2005). As células Treg possuem a agéo de suprimir as respostas de células T
autorreativas e, portanto, quando seu numero ou fungdo esta diminuido favorece o
desenvolvimento de doencgas autoimunes. Além disso, observou-se que o numero de
células Treg apresenta uma correlagao inversa com os niveis de anticorpos anti-DNA,
nao ocorrendo o mesmo com niveis de fatores do complemento (BONELLI et al., 2008). A
expressao do fator de transcricio FoxP3 é necessaria para a atividade funcional de
células Treg. Nos ultimos anos, estudos envolvendo Treg foram realizados por varios
grupos, porém os resultados sobre o desequilibrio nas células Treg ainda sao
inconclusivos (GERLI et al., 2009). A maioria dos estudos descrevem numeros reduzidos
e fungao prejudicada nas células Treg no LES (BONELLI et al., 2008, VALENCIA et al.,
2007). Ja outros grupos falharam em observar essas alteragdes, no entanto foi observada
resisténcia da célula T efetora a agao regulatéria das células Treg (ALUNNO et al., 2012).
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Evidéncias demonstram um papel primario das células B no desenvolvimento do LES.
Modelos animais com auséncia de células B ndao desenvolvem a doenga. O LES ativo
esta associado ao quadro de linfopenia com diminuicdo de células B, e também a
expansdo de certos tipos celulares como plasmaocitos jovens e células imaturas em
sangue periférico (LOONEY et al., 2004). Em adigéo, ja foram documentadas a hiper-
reatividade de células B e producao espontanea de anticorpos no LES por meio de
mecanismos ainda nao elucidados (MOK, 2010). Apesar de serem mais conhecidas pela
producdo de anticorpos, as células B apresentam uma profunda influéncia na resposta
imune celular devido a produgao de citocinas, além da interagao direta com células T e
células dendriticas. As células B ainda possuem alta eficiéncia na apresentagcao de
antigenos, sdo capazes de capturar antigenos via receptores de superficie e apresentar
essas moléculas através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classes
| e Il. A apresentagdo de antigenos ativa as células T autorreativas. Além disso, as
células B regulam as células T, as células de memoria, e o desenvolvimento e ativagao
de células dendriticas (FOSTER, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A patogénese do LES é extremamente complexa, com varios estudos evidenciando a
participagéo de diferentes fenodtipos linfocitarios na patogénese da doenga. Porém na
populagao brasileira ainda ndo foi estudado as alteragdes de fendtipos linfocitarios. O
conhecimento desses fendtipos pode contribuir para elucidar a fisiopatologia desta
doenga com suas diversas implicacbes clinicas e pode ser importante para o
desenvolvimento de novos biomarcadores e tratamento. A resposta ao tratamento
existente é bastante heterogénea entre os pacientes. Assim, o tratamento convencional
pode apresentar eficacia para alguns pacientes, enquanto outros voltam a apresentar a
doencga na forma ativa. Diante do exposto acima, o presente estudo pretende caracterizar
pela primeira vez na populagéo brasileira, a disfungdo da imunorregulagdo em pacientes
com LES em tratamento, sob controle ou ndo, respondendo algumas questdes, tais

como:

- As populagdes de linfocitos T, B e NK apresentam diferenga segundo o desfecho clinico
em pacientes com LES em tratamento? Em outras palavras, ha diferencas nos fenétipos
das populagdes de linfocitos T, B e NK naqueles pacientes em tratamento cuja doencga

esta em atividade comparado aqueles nos quais a doenga permanece controlada?

- Se ha alteragbes fenotipicas quanto as populagdes de linfécitos T, B e NK, entre
aqueles com a doenga em atividade ou n&o apesar do tratamento, estas correlacionam

com a presencga ou auséncia de NL?



42

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Determinar os fendtipos de linfécitos T, B e NK em pacientes com LES em tratamento,

comparando-os nas formas inativa e ativa da doenga entre si e com um grupo controle.

3.2 ESPECIFICOS

— Caracterizar imunofenotipicamente linfocitos T, B e NK do sangue periférico,
identificando populagdes celulares, através dos seguintes marcadores:

A — Linfécitos T: CD3, CD4, CD8, CD25, FoxP3, HLA-DR

B — Linfécitos B: CD19

C — Células NK: CD16, CD56, NKG2D

— Comparar os fenoétipos celulares em pacientes com LES, com e sem nefrite lupica (NL);

— Comparar os fendtipos celulares segundo o uso de medicamentos mais utilizados na

populacéo estudada.
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4 PACIENTES E METODOS

41 CASUISTICA

Pacientes com diagnéstico de LES, segundo a American College of Rheumatology
(ACR), em tratamento foram recrutados sequencialmente no ambulatorio de
Reumatologia da Santa Casa de Belo Horizonte no Centro de Especialidades Médicas
coordenado pelo Dr. Paulo Madureira de Padua, ou entre pacientes internados no
Hospital da Santa Casa no periodo de fevereiro a setembro de 2013. No presente
estudo, foi utilizada uma amostra de conveniéncia com 30 pacientes, incluindo 28
mulheres e 2 homens que foram atendidos pelos médicos residentes que obtiveram os
dados clinicos utilizados e com base nesses, o SLEDAI-2K foi calculado. Também
foram convidados 11 individuos sem a doenga para compor o grupo controle. Os
participantes foram distribuidos em grupos conforme mostrado abaixo:

Grupo 1: individuos voluntarios sem de LES (grupo controle) com n=11;

Grupo 2: pacientes voluntarios com LES, em tratamento, com a forma inativa da
doenca, score do SLEDAI-2K de até 4 (YEE et al., 2011) (método), com n=18;

Grupod: pacientes voluntarios com LES, em tratamento, com a forma ativa da
doenca, score do SLEDAI-2K acima de 4 (YEE et al., 2011); com n=12;

O presente estudo foi analisado e aprovado pela Comissédo de Etica em Pesquisa da
UFMG — COEP e apresenta o numero de protocolo 01928412.8.0000.5149.

As informacdes obtidas dos pacientes em relagcdo a idade, sexo e atividade da doencga

estao descritas na Tabela 1.


http://rheumatology.oxfordjournals.org/content/early/2011/01/17/rheumatology.keq376
http://rheumatology.oxfordjournals.org/content/early/2011/01/17/rheumatology.keq376

Tabela 1: Caracteristicas demograficas dos grupos do estudo.
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LES-A LES-I CN
Grupos Valor p
(n=12) (n=18) (n=11)
Sexo
Femininon (%) | 11(91,7) | 17 (94,4) 10 (90,9) -
Masculino n (%) 1(8,3) 1 (5,6) 1(9,1) -
Idade (anos) 40 28 28 0,267*
SLEDAI-2K
9 1 - <0,001**
(mediana)

CN: grupo controle; LES-A: portadores de LES na forma ativa; LES-I: portadores de LES

na forma inativa. *Kruskal-Wallis; ** Mann-Whitney

4.2  CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram selecionados pacientes portadores de LES segundo os critérios de classificagao
da American College of Rheumatology (ACR), em tratamento, com a doenga em
atividade ou néo, acima de 18 anos. Conforme grupos definidos anteriormente, a selegcéo
estava a cargo dos reumatologistas do Servigo de Reumatologia da Santa Casa de Belo
Horizonte. Foram excluidos pacientes portadores de outras doencas autoimunes
associadas, doencas infecciosas, doencas imunossupressoras inclusive HIV/AIDS e
pacientes que nao autorizaram e/ou ndo assinaram o termo de consentimento da
pesquisa (Anexo V). Quanto ao grupo controle foram selecionados individuos sem a
doenca e sem histérico familiar de LES, acima de 18 anos e de ambos os sexos, porém
nenhuma analise laboratorial foi realizada. O grupo controle foi avaliado em relagdo as
doencas relacionadas acima por meio de um questionario elaborado para tal finalidade

(Anexo VI). Dessa forma, outras doencas autoimunes foram excluidas.
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4.3 DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES

Os dados clinicos foram obtidos por meio da analise dos prontuarios dos pacientes, e o
diagnostico da nefrite lupica foi realizada de acordo com o resultado confirmatério da
biopsia renal. Porém uma paciente ainda ndo havia sido submetida a bidpsia, todavia
apresentava proteinuria de 5,891 g/24horas e, dessa forma, também foi classificada

nesse estudo como portadora de nefrite lupica.

Os dados laboratoriais dos pacientes foram obtidos por meio da analise dos respectivos
prontuarios. Os exames de PCR, C3 e C4 foram realizados pelo método de
imunoturbidimetria. A contagem de leucécitos foi realizada por método automatizado e o

VHS pelo método de Westergreen.

4.4 OBTENGAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

A coleta das amostras de sangue dos pacientes foi realizada no ambulatério de
Reumatologia ou Hospital da Santa Casa durante a parte da manha por meio de pungao
sanguinea venosa em fossa antecubital. Foram coletados 5 mL (1 tubo) de sangue com
anticoagulante EDTA para analise do perfil imunofenotipico de células T ( T reguladoras
e T efetoras), B e NK. As amostras obtidas foram mantidas em temperatura ambiente
(16°C a 28°C) até o momento da analise, que ocorreu em até 24 horas apos a coleta do

sangue conforme recomendagdes de STELZER et al., 1997.

4.5 IMUNOFENOTIPAGEM

4.5.1 Analise ex-vivo do fenoétipo celular de linfécitos

Em funcdo do volume de amostra necessario para separagao das células por meio do

Histopaque®, o ensaio de imunofenotipagem dos linfécitos do sangue periférico dos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9383095
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pacientes foi realizado no contexto ex-vivo. As amostras bioldgicas dos pacientes e

controles foram manipuladas e analisadas de acordo com o Fluxograma 1.

Amostra biolégica

Sangue total em EDTA
SmlL

Imunofen otipagem dos
marcadores de superficie

T N

Células B Celulas NK Celulas Th Células Treg
CD3-APC (25 pL) CD3-APC 25 pL) CD3-APC (2,5 pL) CD3-APC (25 pL)
CD19-PE (5 pL) CD16-FITC (05 pL) CD4-FITC {10 pL) CD4-FITC (10 pL)
CD56-PE (5 pl) CD8-PeCy5.5 (2,5 pL) CD25-PE (25 pL)
NKG2D-PerCP-Cy5.5 (5 pL) HLA-DR-PE (5 pL)
Imunofenotipagem do

marcador intracelular

(permeabilizagéo celular realizada
com solugdo de saponina a 0,5%)

|

| FoxP3-PerCP-Cy5.5 (10 pL) |

e

Leiturano citémetro de fluxo LSR Fortessa™ / BD FACSDiva Software™(BD, EUA)/
Anélise dos dados realizadan o Flow Jo™ (TreeStar Inc.)

Analise estistica
-Software GraphPadPrism 6
-Normalidade de dados: método Kolmogorov-Smirnov
-Comparacéo das variaveis continuas nédo normais: teste Kruskal-¥allis e Mann-Whitney
-Comparacéo das variaveis continuas normais: teste ANOVA e t-Student
- P< 0.05: estatisticamente significativo

Fluxograma 1: Procedimentos realizados a partir da coleta das amostras até a analise

estatistica dos resultados.
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Os volumes pré-titulados de anticorpos monoclonais foram adicionados a uma aliquota
de 100 pL de sangue total periférico. Para a marcagao de células T foram adicionados os
volumes de anticorpos de 2,5 uL de CD3 (APC), 10,0 uL de CD4 (FITC), 2,5 uL de CD8
(Pe-Cy5.5) e 5,0 yL de HLA-DR (PE) a um tubo ja contendo o sangue total. Para
marcagao de células B foram adicionados a outro tubo, também contendo sangue total,
os anticorpos nos volumes de 2,5 pL de CD3 (APC) e 5 yL de CD19 (PE). Para
marcacao de células NK foram utilizados os anticorpos nos volumes de 2,5 uL de CD3
(APC), 0,5 yL de CD16 (FITC), 5,0 yL de CD56 (PE) e 5 uL de NKG2D (PerCP-Cy5.5),
enquanto para marcagao de células T reguladoras foram adicionados os anticorpos nos
volumes de 2,5 uL de CD3 (APC), 10 pyL de CD4 (FITC), 2,5 uL de CD25 (PE) e 10,0 uL
de FoxP3 (PerCP-Cy5.5). Apés homogeneizacdo em vortex, as preparagdes foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e protegidas da luz. Em seguida, foi
realizada a hemdlise das amostras, adicionando em cada tubo 2 mL de solucéo de lise
comercial (FACS Lysing Solution-Becton Dickinson®) diluida 10 vezes em agua
destilada. As preparagdes foram incubadas por 10 minutos, a temperatura ambiente,
protegidas da luz e entdo, submetidas a centrifugagdo a 2000 rpm por 5 minutos. Em
seguida, o sedimento de leucdcitos foi lavado em PBS-W. As células foram entdo fixadas
com 200 pL de solugao fixadora (10g/L de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sddio,
6,67g/L de cloreto de sodio, pH 7,4) até o momento da leitura em citdbmetro de fluxo.
Apdés 10 minutos de fixagcdo, os tubos utilizados para a marcacao intracelular foram
submetidos a centrifugagdo a 2000 rpm por 5 minutos e novamente lavados em PBS-W
para retirada do fixador. Para a deteccdo do marcador intranuclear FoxP3 foi utilizado
protocolo descrito por Araujo et al., 2007, que consistiu na adicdo de 1mL de solugao de
PBS-P (PBS, pH 7,4, contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sddica e 0,5% de saponina)
para realizar a permeabilizacdo das células. Posteriormente, os tubos foram incubados
por 30 minutos a temperatura ambiente, lavados em PBS-P e, apos verté-los, foram
adicionados 10uL de anticorpos anti-FoxP3 para cada tubo. Apds a incubacido de 60
minutos, as células foram lavadas com 1mL de PBS-P e novamente lavadas, com 1mL
de PBS-W. Para finalizar, foram adicionados 200uL da solugdo fixadora aos tubos
contendo a suspensao celular e, entdo, procedeu-se a aquisicdo de dados em citdmetro
de fluxo. A expressao fenotipica nos leucocitos do sangue periférico foi identificada por
meio da leitura no citdmetro de fluxo LSR Fortessa™ (BD, EUA) e a andlise dos dados

obtidos foi feita utilizando-se o software Flow Jo™ (TreeStar Inc.).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17485260
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4.5.2 Titulacao dos marcadores de superficie celular

Os anticorpos utilizados nesse estudo podem ser observados na Tabela 2. Estes foram
titulados em placa de microtitulacdo de 96 pocos de fundo em U, cujo objetivo foi
determinar o volume ideal de cada anticorpo para a analise dos fendtipos celulares.
Inicialmente, o volume recomendado pelo fabricante para realizagdo de um teste para
cada anticorpo, foi adicionado a um poco da placa de 96 pogos e esse volume foi
completado com PBS-W (PBS, pH 7,4, contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida sddica)
em quantidade suficiente para 100 pL. Posteriormente, 50 pL desses 100 pyL foram
transferidos sucessivamente do primeiro poco até o oitavo e assim realizando a diluicao
seriada em pogos que ja continham 50 pyL de PBS-W. O volume final, 100 yL, de
anticorpo de cada poco foi adicionado a outra placa contendo em cada pogo o sedimento
de uma suspensao de células que foram previamente separadas por meio do uso de
Histopaque® (Sigma-Aldrich®), de densidade 1,077 g/mL, tendo sido o nimero de células
ajustado de 10° a 10° células/100 pL de suspensdo. As preparacdes foram incubadas
por 30 minutos, a temperatura ambiente e protegidas da luz e entdo, submetidas a
centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas

vezes em PBS-W e entdo foram fixadas com paraformaldeido a 1%.

No caso do anticorpo FoxP3 nao foi possivel realizar a diluicdo seriada. Entretanto,

foram testados volumes fixos do anticorpo de 20, 10 e 5 pL.

O volume ideal de cada anticorpo necessario para a imunofenotipagem foi obtido apds a
leitura das suspensdes de células marcadas com o respectivo anticorpo no citdmetro de
fluxo LSR Fortessa™ (Biosciences Pharmingen, EUA) e a analise da determinagdo dos

titulos foi realizada utilizando-se o software Flow Jo™ (TreeStar Inc.) (Anexo VIII).
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Tabela 2: Fendtipos e caracteristicas dos respectivos anticorpos monoclonais marcados
com os fluorocromos aloficocianina (APC), isotiacianato de fluoresceina (FITC),
ficoeritrina (PE), combinagao entre ficoeritrina e cianina (Pe-Cy5.5) e combinacéo entre
PerCP e cianina (PerCP-Cy5.5) do presente estudo.

Fendtipos Anticorpo Marca Clone Titulo
Anti-CD4-FITC Dako MT310 1:10
Anti-CD8-PECy5.5 BD Biosciences HIT8a 1:40
Anti-CD3-APC BD Biosciences HIT3a 1:40
Células T Anti-HLADR-PE BD Biosciences G46-6 1:20
Anti-FoxP3-PerCP- 1:10
BD Biosciences 236a
Cy5.5
Anti-CD25-PE BD Biosciences M-A251 1:40
Anti-NKG2D-PerCP- 1:20
BD Biosciences 1D11
Cy5.5
Células NK
Anti-CD56-PE BD Biosciences B159 1:20
Anti-CD16-FITC BD Biosciences B73.1 1:160
Células B Anti-CD19-PE BD Biosciences HIB19 1:20

4.6  AQUISICAO DOS DADOS

Para cada amostra foram coletados no minimo 100.000 eventos no citbmetro de fluxo
LSR Fortessa™ (BD, EUA) por meio do software do citdmetro chamado BD FACSDiva
Software™. A andlise dos linfocitos obtidos a partir do sangue periférico foi realizada por
meio de graficos de distribuicdo de densidade de pontos de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC), selecionando a populacao de interesse (Figura 3). Ressalta-se
que as outras populagdes de leucdcitos ja haviam sido excluidas mediante parametros

definidos previamente.
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Figura 3: Grafico de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) da populagao de
linfocitos, no destaque, obtidas a partir da analise no Flow Jo™. (A) Populagao de
leucdcitos com linfécitos em destaque, (B) populagao de linfécitos em destaque apdés

exclusdo de mondcitos e granulécitos.

4.6.1 Analise

convencional de linfécitos

A partir da selegao da populagao de linfocitos mostrada acima foram feitos os dot-plots e

histogramas das populagbes celulares de interesse. As marcagbes podem ser

visualizadas nas figuras abaixo (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8).

0.208

u.Lus

10* 10°

Figura 4: Dot-plot para avaliagdo de células B, APC versus PE. (A) Tubo controle sem

marcacgao, (B) marcagao de células B e T (CD19 e CD3).
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Na analise das células Th e Treg foram selecionadas previamente as células CD3
positivas. Essas foram visualizadas em dot-plot CD3 versus SSC, conforme mostrado na
Figura 5. Na Figura 6 podem ser observadas células CD3 positivas sem marcagao
(controle) (A) e estas marcadas com CD4 e CD25 com populacdo CD25"" e CD25™ (B),

enquanto na Figura 6C, pode ser observado um histograma evidenciando a expressao
do FoxP3 em células CD25"9",

U |||||||||H |||||||I T TT | T IIII T T T |||||I T TT | ||||I T
0 102 10° 10* 10°
<APC-A>: CD3

Figura 5: Grafico de granulosidade (SSC) versus APC para evidenciar a marcagéo de
células T (CD3).
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Figura 6: Dot-plot para avaliacdo de células T reguladoras, FITC versus PE, e
histograma para avaliagdo do marcador FoxP3. (A) Tubo controle sem marcagéao, (B)
marcacdo de células T reguladoras (CD3'CD4°CD25") e a divisdo entre populagéo

CD25"" e CD25™, (C) histograma para avaliar a expressdo de FoxP3 em células
CD3*CD4'CD25"" indicada pela seta.
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Na Figura 7 podem ser observadas células CD3 positivas sem marcagédo (A) e estas
marcadas com CD4 e CD8 (B), enquanto na Figura 7C, pode ser observada a marcagao
de células positivas para CD4 e HLA-DR e na Figura 7D pode ser observada a marcagao

de células positivas para CD8 e HLA-DR.
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Figura 7: Dot-plot para avaliagao de células T, FITC versus PECy5.5, e HLA-DR em
células T CD4" e T CD8". (A) Tubo controle sem marcacéo, (B) marcagéo de células T
efetoras CD3'CD4" e CD3"CD8", (C) avaliagdo da expressdo de HLA-DR em células
CD4", (D) avaliagdo da expressdo de HLA-DR em células CD8".

Na analise das células NK foram estudadas quatro populacdes observadas no dot-plot
CD3 versus CD56, entre essas, a populacdo NK total (CD3'CD56"), as subpopulagbes
NK bright (CD3CD56""") e NK dim (CD3'CD56°™), e a populacdo NKt (CD3*CD56").
Para cada uma das quatro populagdes foi realizada a analise do NKG2D. Na Figura 8,
observa-se o exemplo dessa andlise para a avaliagcdo da expressdao de NKG2D na

subpopulagao de células NK bright.
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Figura 8: Dot-plot para avaliacdo de células NK, APC versus PE. (A) Tubo controle sem
marcacgao, (B) marcacdo das células NK e suas subpopulagdes bright e dim, (C)

histograma para avaliar a expressao de NKG2D nas células NK bright indicada pela seta.

Conforme recomendado por Herzenberg et al., 2006, para avaliacdo da expressao
percentual de FoxP3 e NKG2D foram utilizados tubos controles contendo todos os
marcadores menos um. Por exemplo, para avaliacdo do FoxP3, os demais marcadores
de superficie como CD3, CD4 e CD25 foram adicionados ao tubo, mas sem a presenca
do FoxP3. O mesmo foi realizado para as células NK em que foram adicionados ao tubo
controle os anticorpos anti CD3, CD16, CD56, mas ndao o NKG2D. Para analise foi
realizado o overlay entre as fluorescéncias do tubo com a marcagdo e sem a marcagao
conforme Figura 9. A avaliacdo da intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi
realizada por meio do calculo do valor da mediana do fluorocromo de interesse de cada
fendtipo estudado. Por exemplo, para determinar o MFI do marcador FoxP3 foi realizado

o célculo da mediana do fluorocromo PerCP-Cy5.5.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16785881
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Figura 9: Estratégia de marcacédo e analise para avaliagcdo dos marcadores NKG2D e
FoxP3.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi efetuada ao término dos procedimentos experimentais utilizando-
se o software GraphPad Prism 6™, por meio do teste t — Student e da analise de
Variancia (ANOVA), em caso de dados com distribuicdo normal, para comparagdes entre
dois e trés grupos, respectivamente. No caso de dados com distribuicdo ndo normal,

foram utilizados o teste de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis. A analise de normalidade
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das variaveis foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando os dados
se mostraram normais, estes foram expressos como média e desvio padrao. Por outro
lado, quando ndo normais, estes foram expressos como mediana, minimo e maximo. As

diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05.
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5 RESULTADOS

51 POPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas demograficas idade, sexo e SLEDAI-2K dos participantes deste estudo
foram sumarizadas na Tabela 1, os quais foram distribuidos em grupos de pacientes
portadores do LES na forma ativa (LES-A), na forma inativa (LES-I) e grupo controle
(CN). Os dados laboratoriais de PCR, C3, C4, numero de leucdcitos e VHS dos pacientes

com LES na forma ativa ou inativa podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3: Dados laboratoriais dos pacientes com LES na forma ativa ou inativa.

Dados LES-A (n=12) LES-I (n=18) P

laboratoriais

PCR (mg/dL) 0,34 (0,10 a 7,80) 0,20 (0,10 a 12,0) 0,2893*
(VR: < 0,30)

VHS (mm) 37 (2 a 120) 21 (1a 69) 0,4640*
(VR: 0 a 20)

C3 (mg/dL) 86,91 (+ 31,44) 107,2 (% 34,04) 0,1521*

(VR: 90 a 170)

C4 (mg/dL) 17,10 (7 a 43) 24 (19 a 48) 0,0313*
(VR: 12 a 36)

Leucécitos (mm®) | 5510 (3170 a 12700) | 4640 (2730 a 10900) 0,5156"
(VR: 4000 a 11000)

*Mann-Whitney, **T-Student. LES-A: portadores de LES na forma ativa; LES-I: portadores
de LES na forma inativa; PCR: proteina C reativa; VHS: velocidade de
hemossedimentacado; C3: fracdo do complemento C3; C4: fracdo do complemento C4;
VR: valor de referéncia.
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As caracteristicas de cada paciente do estudo como idade, sexo, tratamento e resultado

da biopsia renal estdo sumarizados na Tabela 4 e organizadas em ordem crescente do

indice SLEDAI-2K.

Tabela 4: Principais caracteristicas dos pacientes do estudo, incluindo idade, sexo,

SLEDAI-2K, tratamento e resultado de bidpsia renal quando disponivel.

Resultado
Paciente Idade Sexo SLEEAI' Tratamento da bidpsia
renal
1 45 F 0 HCQ -
2 33 F 0 PDN/HCQ -
3 49 F 0 HCQ -
4 69 F 0 -
5 29 F 0 HCQ/ AZA NL classe Il
6 58 F 0 HCQ -
7 31 F 0 PDN/HCQ/AZA  NLclasse lll
8 53 F 0 PDN/HCQ -
9 29 M 1 PDN/AZA NL classe Il
10 31 F 1 PDN/AZA NL classe IV
11 50 F 1 PDN/HCQ =
12 42 F 2 PDN/AZA NL classe IV
13 29 F 2 PDN/AZA NL classe Il
14 41 F 2 PDN/HCQ/AZA  NLclasse llI
15 20 F 2 PDN -
16 40 F 4 PDN/AZA NL classe llI
17 24 F 4 PDN/HCQ -
18 33 F 4 PDN/HCQ NL classe Il
19 34 F 6 PDN/HCQ/AZA *
20 49 F 6 PDN/HCQ -
21 21 F 8 PDN/HCQ -
22 41 F 8 PDN/AZA -
23 55 F 8 PDN -
24 52 F 8 PDN/HCQ -
25 21 F 10 PDN/HCQ NL classe Il
26 25 F 12 PDN/HCQ /MMF NL classe llI
27 18 F 14 PDN -
28 24 F 16 PDN/HCQ/AZA -
29 61 F 17 PDN/HCQ / AZA -
30 18 M 18 PDN/HCQ /MTX -

*Paciente com nefrite, porém sem a realizagdo da bidpsia renal.F: feminino; M:

masculino; PDN: prednisona; HCQ:

hidroxicloroquina;

micofenolato de mofetil; MTX: metotrexato; NL: nefrite lupica.

AZA:

azatioprina;

MMF:
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A analise dos prontuarios dos pacientes com LES permitiu realizar o levantamento de

quais foram os principais critérios diagndsticos da doenca na populagdo estudada. O

critério/sintoma que apresentou maior frequéncia entre os participantes foi o resultado

positivo de anticorpos antinucleares e, em seguida, artrite. A frequéncia dos critérios,

segundo ACR, apresentados pelos pacientes pode ser observada na Tabela 5.

Tabela 5: Distribuicdo dos critérios de diagndstico do LES de acordo com os
acometimentos entre os portadores da doenca.

Critérios do LES Numero de Nuamero de Nuamero de
pacientes pacientes pacientes
total (%) LES-A LES-I

Anticorpos antinucleares (FAN- 20 (66,7) 8 12
Hep2)
Artrite 13 (43,3) 5 8

Fotossensibilidade 12 (40,0) 6 6

Alteragcbes hematoldgicas (total) 12 (40,0) 4 8
Linfopenia 6 (20,0) 1 5
Leucopenia 3 (10,0) 1 2

Plaguetopenia 2(6,7) 1 1

Anemia hemolitica 1(3,3) 1 0

Proteinuria 12 (40,0) 3 9

Eritema malar 11(36,7) 4 7

Alteracdes imunoldgicas (anti- 9 (30,0) 4 5
DNA/anti-SM)

Ulceras orais/nasais 7 (23,3) 4 3
Convulsao ou psicose 4 (13,3) 1 3
Pleurite ou pericardite 4 (13,3) 1 3

Lesbes cutaneas discoéides 2 (6,7) 1 1
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Os pacientes deste estudo que desenvolveram nefrite lupica (NL) foram submetidos a
bidpsia para avaliagdo da extensdo e gravidade da lesédo renal. Quatro pacientes foram
classificados como portadores de nefrite lupica classe Il, cinco pacientes como nefrite
lupica classe lll e dois pacientes como nefrite lupica classe IV segundo os critérios da
OMS/ ISN/RPS (SOARES et al., 2005).

5.2 FENOTIPOS CELULARES

5.2.1 Células NK

Apds a avaliagao das populagdes foi realizada a analise das células NK. Nao foram
observadas diferencgas significativas nos percentuais de células da populagdo NK totais
(p= 0,891; ANOVA), CD3'CD56", e suas subpopulagdes, NK bright (p= 0,915; Kruskal-
Wallis), NK dim (p= 0,893; ANOVA) e CD16 (p= 0,474; Kruskal-Wallis) quando
comparados os grupos LES-A, LES-I e CN. Apenas a populacdo NKt, CD3*CD56",
apresentou diferenga significativa entre os trés grupos (p= 0,014; Kruskal-Wallis). A
analise do teste de Mann-Whitney para determinar a que grupo essa diferenga estatistica
se refere mostra que o percentual de células NKt esta diminuida no grupo de LES-A.
Apbs aplicagao do teste de Mann-Whitney, foi verificada diferenga entre os grupos CN e
LES-A (p= 0,007), e entre LES-A e LES-I (p= 0,015). Os menores valores para
CD3"CD56" foram observados no grupo com LES-A. O resultado pode ser observado na

Figura 10.


http://www.jbn.org.br/detalhe_artigo.asp?id=280
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Figura 10: Expresséao fenotipica de células CD3"CD56"(em percentual) para os grupos

com a doenga ativa (LES-A), inativa (LES-I) e grupo controle (CN). *Mann-Whitney.

Para avaliacao da ativacio das células NK foi utilizado o marcador de superficie NKG2D,
porém nenhuma diferenca foi observada entre os grupos LES-A, LES-I e CN para todas
as subpopulagdes de células NK estudadas, CD3'CD56" (p= 0,259; ANOVA), CD3"CD56"
(p= 0,141; ANOVA), CD3 CD56""" (p= 0,290; Kruskal-Wallis) e CD3CD56%™ (p= 0,224;
ANOVA).

Na analise de intensidade média de fluorescéncia (MFI), foi observada diferenga entre as
populacdes de NK, CD3'CD56" (p= 0,049; Kruskal-Wallis) e de NKt, CD3"CD56" (p=
0,043; Kruskal-Wallis) quando comparados os grupos com e sem nefrite lupica e CN. A
populacdo com nefrite lUpica apresentou uma maior expressdo de CD3CD56" quando
comparada aquela sem nefrite lGpica. Similarmente o CD3'CD56" se mostrou
significativamente mais expresso nos pacientes com nefrite lupica. Os resultados dessa
analise podem ser observados na Figura 11. As diferengas foram observadas apenas

entre as formas com nefrite e sem nefrite para os dois fendétipos.
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Figura 11: Expressao fenotipica das populagdes CD3'CD56" e CD3"'CD56"(em MFI) em

pacientes com e sem nefrite lupica (NL). *Mann-Whitney.

5.2.2 Células T efetoras

Apos avaliagao das populagdes foi realizada analise percentual de células T efetoras por
meio da imunofenotipagem celular utilizando-se os marcadores de superficie CD3, CD4 e
CD8. Para a analise do perfil de ativagao celular foram utilizados o HLA-DR para analise

de atividade tardia, e o CD25 para analise de atividade intermediaria em células T CD4".

N&o foram observadas diferengas no percentual das populagdes de células T CD3" entre
os grupos CN, LES-A e LES-I (p= 0,300; Kruskal-Wallis). Quando foi realizada uma

andlise semelhante para T CD3" em intensidade média de fluorescéncia (MFI) também
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nao foi observada diferenga entre os grupos (p= 0,056; ANOVA). Da mesma forma, para
o fendtipo CD3"CD4 CD8" também n&o foi observada diferenga entre os mesmos grupos
(p= 0,936; Kruskal-Wallis). Quando analisada a populagdo de células T CD4 (CD3"CD4")
foram observadas diferencas quando comparados os grupos LES-A, LES-l e CN (p=
0,014; ANOVA). Ao contrario, para o perfil de ativagdo do HLA-DR das células T CD4",
nao foi obervada diferenga quando comparados os trés grupos (p= 0,273; Kruskal-Wallis).
Da mesma forma, e para o perfil de ativagcdo do CD25, também nao foi observada
diferengca (p= 0,687; Kruskal-Wallis). Ja quando analisada a populacdo de linfécitos T
CD8" (CD3*CD8") foram observadas diferengas quando comparados os grupos de LES-
A, LES-I1 e CN (p= 0,004; ANOVA). Para a analise do perfil de ativagao das células T
CD8" foi utilizado o marcador de superficie para o HLA-DR e foi observada diferenca
entre os mesmos grupos (p= 0,009; Kruskal-Wallis). Nas populagdes em que se
observaram diferengcas foram realizadas analises entre as populagdes para determinar
onde estas se encontravam por meio do teste de Mann-Whitney ou T-Student. Na Figura
12 pode-se observar a distribuicdo dos valores obtidos, em percentual, para os grupos
LES-A, LES-I e CN.
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Figura 12: Expresséo fenotipica (em percentual) das populacbes CD3"CD4", CD3"'CD8"
e CD3'CD8"HLA-DR" entre os grupos com a doenga ativa (LES-A), inativa (LES-I) e
grupo controle (CN).* Mann-Whitney; **T-Student.

Pela analise da Figura 12, pode-se observar uma diminuigdo no percentual de células T
CD4" circulantes nos pacientes com LES e um aumento no percentual de células T CD8"

que também apresentaram um perfil de ativacdo aumentado.
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A mesma analise foi aplicada aos pacientes com e sem nefrite lupica (NL) comparados
ao grupo controle e os resultados foram similares aos anteriores. Nenhuma diferenca
para o percentual de células T CD4" foi observada entre aqueles pacientes com e sem
NL. Foi observada diferenga para os pacientes com LES, com ou sem NL, comparados
ao grupo controle. Este achado indica que as alteragdes nos perfis de células T CD4", T
CD8" e HLA-DR se correlacionam ao LES de forma geral e ndo especifica, como a renal.
Os resultados podem ser observados na Figura 13.
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Figura 13: Expresséo fenotipica (em percentual) das populagbes CD3'CD4", CD3"CD8"
e CD3"CD8'HLA-DR" entre os grupos com e sem nefrite lupica (NL) e grupo controle
(CN). * Mann-Whitney; ** T-Student.

Por outro lado, foi observado um aumento da expressao, em MFI, de HLA-DR em células
T CD4" nos pacientes com nefrite ltpica (NL) em relagdo ao grupo CN (p= 0,004) e ao
grupo sem NL (p= 0,039). Apds andlise, em MFI, da populagdo CD3"CD56' NKG2D"*

observou-se que a expressao de NKG2D em células CD3 esta aumentada em pacientes
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com NL em relagdo ao grupo controle (p= 0,014) e ao grupo sem NL (p= 0,047). Esses

resultados podem ser observados na Figura 14.
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Figura 14: Expressdo fenotipica (em MFI) das populagdes CD3'CD4'HLA-DR® e
CD3"CD56'NKG2D" entre os grupos com e sem nefrite lipica (NL) e grupo controle (CN).
*Mann-Whitney; ** T-Student.

5.2.3 Células T reguladoras

Apos a avaliagdo das populagdes foi realizada analise de células T reguladoras
utilizando-se os marcadores CD3, CD4, CD25 e FoxP3. Nao foram observadas
diferengas significativas para a populagado CD3+CD4+CD25""FoxP3* entre os grupos
LES-A, LES-1 e CN (p= 0,133; ANOVA), porém, observou-se uma redugdo em percentual
das CD3*CD4'CD25"™"FoxP3" nos pacientes com LES-A versus CN (p= 0,045; T-



67

Student) quando os dados foram analisados em termos percentuais. No entanto, a
analise, em MFI, da populagdo CD3*CD4*CD25""FoxP3" mostrou diferenca significativa
entre os grupos LES-A e CN (p= 0,018) e entre os grupos LES-I e CN (p= 0,049). Os

resultados podem ser observados na Figura 15.
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Figura 15: Expressdao fenotipica (em percentual e em MFI) de células
CD3*CD4*CD25""FoxP3" entre os pacientes com as formas ativa (LES-A), inativa (LES-
[) e grupo controle (CN). **T-Student.

Conforme mostrado na figura acima, foi observada uma menor expressao, em MFI, do
FoxP3 nos pacientes com LES (ativo e inativo) em relagdo ao grupo CN. Entre os

pacientes com e sem nefrite lupica, em percentual (%) e em MFI, foi observada uma
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reducao significativa deste marcador apenas para a forma nao renal da doenca. O

resultado obtido pelo teste T-Student pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16: Expressao fenotipica (em percentual e em MFI) de células
CD3*CD4'CD25""FoxP3* de pacientes com e sem nefrite Itpica (NL) e grupo controle
(CN). **T-Student

5.2.1 Células B

Apos avaliagao das populagdes foi realizada a analise estatistica do percentual de células
B, CD19", para os grupos LES-A, LES-I e controle. Foi possivel observar diferenca
significativa no percentual de expressao de células CD19 entre os grupos LES-A, LES-l e
CN (p = 0,001; Kruskal-Wallis). Quando aplicado o teste de Mann-Whitney para
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determinar quais os grupos eram diferentes entre si, observou-se que os resultados dos
pacientes portadores de LES para CD19" foram significativamente reduzidos em relagéo
ao grupo controle, todavia ndo ocorrendo diferenga entre LES-A e LES-I. O resultado da

analise pode ser visualizado na Figura 17.
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Figura 17: Expresséo fenotipica (em percentual) de células CD19" para os grupos com a

doenga ativa (LES-A), inativa (LES-I) e grupo controle (CN). *Mann-Whitney.

Foi também realizada a mesma estratégia de analise estatistica para avaliagcdo da
populacdo de células CD19" em pacientes com e sem nefrite lupica. A andlise dos
pacientes com nefrite lUpica ndo apresentou diferenga em relagdo aos pacientes sem
nefrite lUpica. Esse resultado indica que o percentual de células CD19" esta diminuido de
forma geral nos pacientes com LES, ndo sendo, portanto, uma particularidade da nefrite

lupica. Os resultados podem ser observados na Figura 18.
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Figura 18: Expresséo fenotipica (em percentual) de células CD19" entre os grupos com e

sem a nefrite lupica (NL) e grupo controle (CN). *Mann-Whitney.

5.2.2 Tratamento dos pacientes

Como os pacientes estavam sob tratamento, este protocolo terapéutico foi analisado para
investigar se os medicamentos com acdo no sistema imunologico interferiram na
expressao de algum fendtipo celular. Foram analisados os medicamentos utilizados pela
maioria dos pacientes do estudo que sdo azatioprina, prednisona e hidroxicloroquina. A
analise do efeito da azatioprina foi realizada em um grupo de 12 pacientes em uso desde
medicamento, cujos resultados, em percentual, foram comparados aos 18 pacientes que
nao estavam em uso desse medicamento. Nao foi observada diferenca entre os
resultados dos grupos em uso ou nao de azatioprina para todos os fendtipos celulares

estudados para células T, B e NK.

Para a investigacao do efeito da prednisona na expressao dos fenétipos celulares, foram
comparados dois grupos de pacientes. O primeiro formado por 8 pacientes com dose
abaixo de 10mg e outro grupo formado por 17 pacientes com dose a partir de 10mg. N&o

foi possivel formar um grupo de nao usuario de prednisona devido ao numero limitado de
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pacientes. Também né&o foi observada diferenga entre esses dois grupos quando
comparados os resultados, em percentual, obtidos pela citometria de fluxo para os

fendtipos celulares investigados.

Quanto aos possiveis efeitos da hidroxicloroquina sobre a expressao do fendtipo celular,
foram comparados dois grupos, um formado de 20 pacientes em uso desse medicamento
e 10 outros que nao estavam em uso do mesmo. A comparacgao entre os resultados dos
que usavam este medicamento versus os que nao usavam mostrou diferenca em
percentual para as populagdes CD3'CD56" como um todo (p= 0,002), e entre suas
subpopulacdes CD3'CD56%™ (p= 0,001) e CD3'CD56""9" (p= 0,012), conforme Figura 19.

Os valores de p de cada fendtipo linfocitarios da comparacdo entre os usos de

prednisona, azatioprina e hidroxicloroquina podem ser visualizados no Anexo VII.
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Figura 19: Expressao fenotipica de células CD3'CD56, CD3'CD56%™, CD3'CD56°9™ (em
percentual) entre usuarios ou n&o de hidroxicloroquina (HCQ) e grupo controle (CN).
*Mann-Whitney.

Um dos fendtipos de ativacdo em células NK, avaliado pela expressao de NKG2D, o
CD3 CD56"™"NKG2D* também apresentou diferenca quando comparados os usuarios e

nao usuarios de hidroxicloroquina. O resultado pode ser visualizado na Figura 20.
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Figura 20: Expressdo fenotipica (em percentual) da populagdo CD3 CD56”""NKG2D*
entre os grupos de usuarios ou nao de hidroxicloroquina (HCQ) e o grupo controle (CN).
*Mann-Whitney
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 PACIENTES

Nao foi observada diferengca na idade entre grupos CN, LES-A e LES-I. Entre esses,
registrou-se a participagao de um individuo do sexo masculino em cada grupo. Quanto
aos dados laboratoriais, os niveis de C4 foram significativamente mais baixos nos
pacientes com a doenca na forma ativa quando comparados aqueles observados nos
pacientes com a forma inativa, porém os resultados para ambos os grupos nao foram
inferiores ao VR. O aumento da atividade do LES causa uma redugao nas fracbes do
complemento, C3 e C4, conforme reportado por Li et al.,, 2013. Mesmo nao observando
diferenga nos valores de C3 entre os grupos LES-A e LES-I, o grupo LES-A apresentou
uma média discretamente mais baixa dessa fragao, cujo resultado foi abaixo do VR. O
grupo LES-A também apresentou valores mais altos para parametros inflamatérios, tais
como PCR e VHS em relagdo ao grupo LES-I e ao VR. Os achados acima estdo em

consonancia com a pratica clinica em pacientes com LES.

Entre os pacientes com LES, foi observada que a presenga de anticorpos antinucleares
seguida de artrite, fotossensibilidade e alteragdes hematolégicas foram os critérios
diagnésticos observados com maior frequéncia. Tais achados foram similares aos
observados por Schauren et al., 2013, em pacientes de Porto Alegre, e por Borba et al.,
2013, em pacientes do estado de S&o Paulo, porém neste ultimo a frequéncia do critério
eritema malar foi maior que no presente estudo. Dentre os pacientes que foram
submetidos a bidpsia, a classificagdo como NL classe lll foi a que apresentou maior

frequéncia, porém a literatura indica que a classe mais comum é do tipo IV.

6.2 CELULAS NK

As células NK sdo um grupo heterogéneo de grandes linfécitos granulares que néao

expressam em sua membrana o CD3. Estas podem ser primariamente classificadas em
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duas subpopulagdes dependendo da densidade de moléculas de CD56 expressas na
membrana. A maior parte das células NK, aproximadamente 90%, possuem baixa
expressdo de CD56, CD56%™, sendo responsaveis pela atividade citotoxica, enquanto
que uma menor populacdo que corresponde a aproximadamente 10%, CD56°™9™, possui
a funcdo de secretar citocinas (COOPER et al., 2001). Esse estudo n&o observou
diferenca no percentual total, ou suas subpopulag¢des, de células NK circulantes entre
pacientes com LES e o grupo controle. Esse achado difere dos resultados observados
em outros estudos para essas populagdes os quais se mostraram diminuidos nos
pacientes com LES (GREEN et al., 2005, HENRIQUES et al., 2013, HERVIER et al.,,
2011). De acordo com GREEN et al., 2005, um menor numero de células NK circulantes
foi observado e também com menor capacidade citotéxica. Park et al., 2009, sugeriram
que a deficiéncia das células NK no LES possa contribuir para as alteragdes observadas
no sistema imune, porém ainda ndo esta elucidada a forma com a qual essas alteracdes
estdo relacionadas com a atividade da doencga, ja que mesmo nos periodos de remissao
da doenca o numero e atividade de células NK circulantes continuam diminuidas.
Observou-se na analise, em MFI, diferenca na expressao de CD56 entre os pacientes
com e sem NL, porém nao foi observada diferengca de ambos os grupos em relagdo ao
controle. Em consonancia com nossos dados, Park et al., 2009, observaram que a
deficiéncia do numero de células NK circulantes e capacidade citotdéxica foram mais

proeminentes em pacientes com NL ou com trombocitopenia.

A avaliacido do efeito do tratamento nas subpopulacdes de linfocitos mostrou que o uso
de hidroxicloroquina pode alterar o percentual de células NK circulantes dos pacientes
com LES em uso desse medicamento, aproximando o perfil destas células ao grupo
controle (CN). Sacre et al., 2012 demonstraram que a producao de IFN-a e TNF-a esta
diminuida em pacientes lupicos tratados com hidroxicloroquina. O IFN-a possui um papel
central na ativagcao de células do sistema inato, inclusive de células dendriticas e uma
possivel deficiéncia na ativacdo de células dendriticas poderia reduzir igualmente a
producéo de IFN-y e IL-12 que s&o importantes na indugéo de células NK (SCHEPIS et
al., 2009). Diversos estudos apontam para uma interacdo entre células NK e células
dentriticas (FERLAZZO et al., 2004; LUCAS et al., 2010). Existem relatos observados em
células de cultura acerca de um maior perfil de ativagdo das células dendriticas de

pacientes com LES, apesar de apresentarem um menor niumero de células circulantes no
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sangue desses pacientes. No entanto, a migragao das células dendriticas para os tecidos
pode ser uma provavel causa para a diminuicdo no numero dessas células na circulagao
(RONNBLOM et al., 2006). Em modelos murinos, foi observado que as células
dendriticas participam da ativagdo das células NK e estimulam a migragcdo dessas para
os tecidos (LUCAS et al., 2007; LUCAS et al., 2010). Essa € uma possivel explicagdo
para um maior numero de células NK circulantes observado nesse estudo em pacientes

em uso de hidroxicloroquina.

Nao foram observadas diferencas no percentual de NKG2D entre os pacientes com LES
e 0 grupo controle na analise do perfil de ativagao das células NK. Esse resultado esta de
acordo com o obtido por Hervier et al., 2011, porém contrasta com o apresentado por Li
et al., 2010 que observaram uma expressao diminuida desse marcador em células NK de
pacientes com LES. De acordo com Orange et al., 2006, a citotoxidade das células NK
depende da presencga de citocinas envolvidas no microambiente e das interagcdes entre
outras células do sistema imune como as células dendriticas que promovem maturagao e
ativacdo de células NK e liberagdao de IFN-y. Portanto, as discrepancias entre os
resultados dos estudos poderiam ser explicadas por diferencas entre tratamentos e perfis
dos pacientes participantes com LES (HERVIER et al., 2011). Tais diferengas poderiam
explicar, pelo menos parcialmente, o resultado obtido para o marcador NKG2D entre as
populagdes de NK dos usuarios ou ndo de hidroxicloroquina. Porém nao foi observada
diferenca desse marcador entre os pacientes com LES (usuarios ou nao de

hidroxicloroquina) e o grupo controle.

6.3 CELULAS NKt

Entre as células T CD3" existe uma pequena fracdo que expressa o marcador de células
NK, CD56, e formam a populagdo CD3"CD56", conhecida como NKt. Nesse estudo, foi
observada uma diminuigdo no numero circulante dessas células entre os pacientes com a
forma ativa da doenga. Segundo Riccieri et al., 2000, essa populagao esta diminuida em
pacientes com LES, porém a influéncia que o tratamento pode causar no numero dessas
células nao pode ser determinada. No presente estudo nao foi observada influéncia do

tratamento com prednisona, azatioprina e hidroxicloroquina sobre a populagdo de NKt
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dos pacientes em uso destes medicamentos. Na analise, em MFI, foi observada diferenga
na expressao do CD56 nas células NKt entre os pacientes com e sem NL, porém nao foi
observada diferenca de ambos os grupos em relagéo ao controle. As células CD3"CD56"
constituem uma populagédo heterogénea consistindo de células CD4, CD8, duplo negativa
ou duplo positiva (GREEN et al., 2007), apresentando um numero limitado de receptores
de células T que reconhecem moléculas de lipidios e glicolipidios. Quando ativadas
essas células produzem citocinas pro-inflamatérias e degranulam granzimas ou outros
componentes citotoxicos (GUO et al., 2012). Cho et al., 2011, observaram que a
populagdo de células NKt se encontra diminuida e com func&o prejudicada em pacientes
com LES e essa redugao se correlaciona com a atividade da doenca. Esses resultados
estdo em concordancia com os achados do presente estudo que, apesar de um numero
limitado de amostras investigadas, encontrou também niveis significativamente reduzidos
de células NKt em pacientes apresentando a forma ativa da doenga (LES-A). No entanto,
no nosso estudo pacientes com a forma inativa (LES-I) ndo apresentaram redugao de
células NKt em relacdo ao grupo controle. Este achado vem adicionar importancia a
avaliacdo das células NKt em pacientes com LES como ferramenta preditora da atividade
da doenca. Todavia, cabe ressaltar que poucos pacientes com a forma ativa foram
avaliados (n=12), o que sem duvida preclude uma concluséao definitiva sobre o real papel
destas células. Além do mais, as células NKt apresentam varias subpopulagdes e seria
desejavel que outras marcagdes tivessem sido feitas para a elucidagdo de qual
componente celular esta intrinsecamente associado a atividade da doenga. Portanto,
estudos adicionais poderiam trazer novos insights sobre as diversas subpopulagdes das
células NKt e sua relagdo com o LES ativo. Entre a populagao de células NKt ha uma
sobpopulagao que expressa CD1d, conhecida como células NKt invariantes (iNKt), que é
altamente produtora de citocinas como II-4 e IFN-y, cuja redugéo contribuiria para um
desequilibrio nas respostas efetoras de células do tipo Th1 ou Th2 e, dessa forma,
promoveria um aumento da atividade da doenca (MAJOR et al., 2006). A reducdo dessa
populagao também esta associada a uma maior producao de IgG e anti-DNA dupla-fita o
que indica a participacdo dessas células no estimulo de células B levando a uma maior
producgao de anticorpos (CHUANG et al., 2012).

Células NKt podem ser ativadas através de receptores de ativagdo expressos na

membrana como NKG2D e os receptores de citotoxidade como o NKp30, NKp44, NKp46
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(GUO et al., 2012). Nosso estudo avaliou a expressdo de NKG2D e né&o foi observado

diferenca desse marcador nas células NKt em pacientes com LES.

6.4 CELULAS T EFETORAS

Segundo Zhao et al., 2013, o entendimento sobre as alteragdes que ocorrem nas células
T é de vital importancia para elucidar a fisiopatologia do LES. No presente estudo, foi
observada uma diminuigdo no percentual de linfocitos T CD4" nos grupos LES-A e LES-I
em relacdo ao controle e este resultado esta de acordo com estudos prévios
(PATSCHAN et al., 2006; WOUNTERS et al., 2004). A principal fungdo das células T
CD4" é modular a imunidade adaptativa através da secrecédo de citocinas, regular a
resposta de células T CD8" e participar na diferenciacdo das células B em células
secretoras de anticorpos (DACA et al., 2011). Estudos realizados em humanos e em
modelos murinos do lupus indicam que a produgdo de anticorpos por ceélulas B
autoreativas é promovida com a ajuda de células T CD4" (SHIN et al., 2011). Nem todas
as células T CD4" sdo do tipo auxiliar (helper) e podem exibir um potencial de
autoagressao através de contato com outras células, além de secretarem perforina e
granzima B o que causa morte da célula alvo por apoptose. No presente estudo, nao foi
observado um aumento no perfil de atividade intermediaria ou tardia de células T CD4",
analisada por meio dos marcadores de superficie CD25™ e HLA-DR, entre os grupos de
pacientes e controle. Esse resultado esta de acordo com o encontrado por Daca et al.,
2011, porém este autor observou que a escolha do indice para determinar a atividade da
doenga pode influenciar nos resultados devido a diferencas entre os indices. Por
exemplo, o indice SLAM leva em consideragao a gravidade no acometimento dos 6rgaos,
0 que nao é observado no SLEDAI-2K. O LES é uma doenga autoimune consequente a
ativacdo cronica do sistema imune, portanto era esperado que mais células
expressassem marcadores de atividade tardia como o HLA-DR. Porém, a expressao de
CD69, marcador dos estagios iniciais de ativacdo, ou o CD25™, marcador intermediario,
ocorre apenas nos estagios iniciais da doenga ativa e ndo sdo cronicamente expressos
na superficie de células T (BIJL et al., 2001; DACA et al., 2011). Ja na analise, em MFI,
foi observada uma maior expressdo do HLA-DR em células do tipo T CD4" em pacientes

portadores de NL indicando uma atividade crénica dessas células.
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No presente estudo foi observado que o percentual e ativacdo de células T CD8" se
encontram aumentados nos pacientes com LES em relagdo ao controle. Esses achados
estdo de acordo com outros estudos publicados (BIJL et al., 2001; WOUNTERS et al.,
2004), e apesar do importante papel dessa populagéo na defesa contra agentes virais, o
papel das células T CD8" n&o esta claro no LES (CRISPIN et al., 2010). Li et al., 2010,
relataram que esse aumento na populacdo de células T CD8" é formado em parte por
células T CD8" do tipo yd que auxiliam na ativacdo das células T CD4". Esse aumento da
atividade das células T CD8" esta relacionado ao aumento da atividade da doenca, e
pode ser uma das causas da produgdo de autoantigenos. O mecanismo que leva a alta
ativagéo das células T CD8" pode ser consequéncia da acéo de células dendriticas que,
em funcdo da presenca de imunocomplexos, levam a uma apresentagao cruzada desses
antigenos causando um aumento no numero das células T CD8" ativadas (BLANCO et
al., 2005).

Em pessoas saudaveis, uma pequena fracdo das células T do sangue periférico nao
expressam CD4 ou CD8 (duplo negativo). A origem ou fungdo dessas células ainda é
pobremente conhecida (CRISPIN et al., 2009). Sieling et al., 2000, descreveram um
aumento dessa populacdo nos pacientes com LES, e sabe-se que essa populacdo
produz IL-4, induz a produgcédo de imunoglobulinas em células B e anticorpo anti-DNA
dupla-fita. Segundo Crispin et al., 2008, essa populagdo também produz altos niveis de
IL-17, uma poderosa citocina pro-inflamatéria que promove a infiltracdo de células
polimorfonucleares em rins de pacientes com nefrite lupica. Nas amostras analisadas no
presente estudo, nao foi possivel observar diferenca entre a populagcédo de pacientes com
LES e controle, possivelmente em fungdo do numero limitado de amostras analisadas. As
células T CD3" que ndo expressam CD4 ou CD8 podem ser células T CD8" que
deixaram de expressar as moléculas de superficie CD8 (CRISPIN et al., 2009). Dos
fendtipos avaliados no presente estudo, foi observado um aumento na expressao de
NKG2D em células T CD3'CD56 de amostras de pacientes com NL. Esse marcador é
expresso em células NK, mas também pode ser encontrado em células CD8" e exercer
um papel na ativagado dessas células em conjunto com sinais de ativagao adicionais. Em
modelos murinos de diabetes tipo | foi observado o papel de células CD8"NKG2D" na
les&o de células do péncreas (STIEGERWALD et al., 2009).
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6.5 CELULAS T REGULADORAS

Células T reguladoras constituem uma linhagem de células T que expressam o fator de
transcricdo FoxP3. Possuem a capacidade de inibir a resposta de células T autorreativas
e previnem respostas imunes exuberantes dirigidas contra antigenos externos (SATAKE
et al., 2013). Apenas células com uma alta expressdao de CD25 demonstraram uma agao
regulatoria potente e sao selecionadas na citometria de fluxo para caracterizar células T
reguladoras. No presente estudo, estas foram caracterizadas como sendo a populacao
que expressa a marcacdo CD3'CD4'CD25""FoxP3* e seu percentual foi
significativamente menor no sangue periférico de pacientes com a forma ativa da doenca.
A analise, tanto em MFI como em percentual, mostrou uma expressido de FoxP3
significativamente diminuida nos pacientes com LES-A em relagdo ao controle. Todavia,
quando se compararam o0s resultados da expressdao fenotipica de células
CD3*'CD4'CD25""FoxP3* de pacientes com e sem NL, foi observada diferenca
significativa apenas entre os pacientes com LES sem NL e grupo controle, sendo que os
primeiros apresentaram valores significativamente menores. Os estudos das células T
reguladoras circulantes sao divergentes quanto a diminuicdo do numero e fungao nos
pacientes com LES (KLECZYNSKA et al., 2011). A diminui¢cao das células T reguladoras
favorece o descontrole e a progresséo de doengas autoimunes como o LES. A maioria
dos estudos mostra uma diminuigdo no numero ou na fungao dessas células (CRISPIN et
al., 2003, BARATH et al., 2007), porém alguns estudos ndo chegaram a esse resultado
como o de Dolff et al., 2011. Provavelmente a falta de consisténcia dos resultados da
literatura se justifica pelo fato da investigagao ocorrer em fases distintas da doenga e com
pacientes sob tratamento. As células T reguladoras exercem parte de sua fungao por
meio da secrecdo de TGF-B1 que € uma importante citocina que apresenta acgao
imunossupressiva. Sabe-se que a diferenciacdo de células T para células Treg ou Th17
depende da acédo de TGF-B que, quando sob agdo em conjunto de IL-6 e IL-21 promove
a diferenciagao para a linhagem de células TH17 (XING et al., 2012). Porém, quando a
acao do TGF-B estd em conjunto com IL-2 ha um favorecimento para a manutengédo e
proliferacédo das células Treg (KLECZYNSKA et al., 2011; SATAKE et al., 2013).
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6.1 CELULASB

O resultado obtido para expressdo de CD19 em sangue periférico de pacientes com LES
na forma ativa ou inativa foi menor que o encontrado no grupo controle, e esta de acordo
com os achados da literatura (CHANG et al., 2008; DOLFF et al., 2007). O LES é
conhecido como uma doenga em que as células B produzem autoanticorpos de forma
espontanea. Apesar de uma baixa expressao de CD19 e a possivel linfopenia que ocorre
na doenga, diversos autores descrevem um aumento da populagao de células B imaturas
ou transicionais, células B de memoria, plasmablastos e plasmacitos circulantes que

espontaneamente produzem esses anticorpos (MOK, 2010; LOONEY et al., 2004).

Um maior conhecimento do papel das células B nas respostas imunes como secretoras
de anticorpos e como apresentadoras de antigenos resultaram no interesse de
desenvolver novas terapias nas doengas autoimunes tendo estas células como alvo. Uma
estratégia desenvolvida nesse sentido foi o desenvolvimento de anticorpos monoclonais
dirigidos contra componentes da imunidade humoral. O primeiro medicamento aprovado
pelo FDA para o tratamento de artrite reumatoide foi o anticorpo anti-CD20, rituximab,
que em pacientes com LES ndo conseguiu cumprir o objetivo clinico primario, ou seja,
nao demonstrou resultado superior ao placebo no tratamento desta doenga. No entanto,
em 2011, foi aprovado pelo FDA o belimumab, que consiste em um anticorpo monoclonal
inibidor do fator de sobrevivéncia das células B (BLys, B lymphocyte stimulator). Em
estudos clinicos de fase Ill esse anticorpo diminuiu consideravelmente a atividade da
doencga, a necessidade de uso de corticosteroide e a ocorréncia de flares nos pacientes
(SANZ et al., 2010).

O presente estudo buscou diferengas fenotipicas entre as formas ativa e inativa do LES.
Dentre os parametros investigados, as ceélulas NKt constituiram o unico paréametro
significativamente diferente entre as formas ativa e inativa desta doencga, sugerindo que
a avaliacado destas células possam ter um papel importante no acompanhamento desta
complexa doenca. Portanto, esses achados preliminares devem nortear o delineamento
de novos estudos que contemplem um numero maior de pacientes e que permitam

estudar a relagéo entre as subpopulagdes das células NKt e a atividade da doenga.
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6.2 LIMITAGCOES DO ESTUDO

Apesar de muito rigor na execugao dos procedimentos técnicos, incluindo cuidados em
relacdo a coleta do sangue, manuseio da amostra, obtengdo e marcagdo das células,
além de cuidados também na selecao dos pacientes pelos membros da equipe médica
da Santa Casa de Belo Horizonte, o presente estudo apresentou algumas limitagcdes que
devem ser consideradas. Primeiramente, os dados laboratoriais foram obtidos por meio
de analise de prontuarios e ndo por meio de exames realizados nas amostras de sangue
utilizadas na imunofenotipagem. Dessa forma, ndo foi possivel comparar os dados

laboratoriais aos fenétipos obtidos neste estudo.

Cumpre ressaltar também que os pacientes que participaram desse estudo estavam sob
tratamento. Dessa forma, é possivel que o resultado de algum fendtipo tenha sofrido
alguma interferéncia da acdo de algum medicamento. No presente estudo, tentou-se
avaliar se isso de fato ocorreu, porém nao foi possivel avaliar o efeito de algum
medicamento de forma isolada. Nao foi realizada também a avaliagdo da possivel
interferéncia de outras classes terapéuticas que nao apresentam acao conhecida no
sistema imune tais como os hipoglicemiantes, estatinas, anticoagulantes e anti-

hipertensivos.

Um outro fator limitante foi ndo ter sido realizada avaliagido clinica dos participantes do
grupo controle, tendo sido a inclusdo destes apenas por meio do auto relato da condi¢ao
clinica e da exclusdo de medicamentos com potencialidade de afetar o sistema imune,

bem como de histérico familiar do LES.

Finalmente, deve-se mencionar as limitagdes inerentes ao indice SLEDAI-2K, o qual
constituiu a ferramenta avaliadora da atividade da doenga nos pacientes que integraram

o presente estudo. Todavia, a literatura especifica reporta variagbes do cut off para a
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determinagcdo da atividade da doenca. Também, concomitantemente, poderiam ser
utilizados outros indices como o SLAM ou o BILAG para avaliar melhor o

comprometimento de érgaos.

Este estudo contribui para se obter um maior conhecimento acerca da patogénese do
LES em nosso meio, permitindo confirmar algumas alteragdes do sistema imune ja
evidenciadas em outras partes do mundo, alteragbes essas importantes para nortear
estratégias de controle e desenvolvimento de novos tratamentos que eventualmente
venham oferecer uma resposta mais eficaz e menos heterogénea por parte da populagéo
alvo. Novas ferramentas preditoras do agravamento da doenga também merecem ser

pesquisadas e se revestem de suma importancia na adogdo de medidas precoces.

No entanto, nem todos os dados obtidos no presente trabalho s&o concordantes com a
literatura, o que pode ser justificado pelo numero limitado de amostras ensaiadas ou por
diferentes fatores ambientais, genéticos e epigenéticos, além de possiveis infecgdes
subclinicas, considerando que o desenvolvimento de doencas autoimunes pode ser

influenciado pela combinagao de todos estes fatores.

Os dados obtidos na presente investigagdo abrem perspectivas para se explorar outros
importantes aspectos nos pacientes em estudo, tais como o perfil de citocinas e sua
correlagdo com os fenodtipos celulares obtidos, o que contribuiria para uma melhor
caracterizagao do tipo de resposta efetora das células T de pacientes com LES, sob
tratamento, provenientes do Centro de Especialidades Médicas da Santa Casa de Belo

Horizonte.
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7 CONCLUSAO

1. As populagdes de linfécitos NK, T, B apresentaram diferengas nos fendtipos
celulares, em pacientes com LES em tratamento, cuja doenga esta em atividade

comparada com aquela sob controle, a saber:

- A populacédo de células NKt se mostrou diminuida apenas em pacientes com a
forma ativa da doenca, enquanto as populagbes de células efetoras T CD4*, T
reguladoras FoxP3" e de células B se mostraram diminuidas em pacientes com LES, em
ambas as formas ativa e inativa, quando comparado ao grupo controle. Ao contrario, a
populacéo de células T CD8" se mostrou elevada no grupo com LES, nas formas ativa e
inativa, inclusive em seu estado de ativacdo, demonstrado pela maior expressdo do HLA-
DR.

2. As populagdes de linfécitos NK, T, B apresentaram diferengas nos fendtipos

celulares, em pacientes com LES em tratamento, com ou sem nefrite IUpica, a saber:

- Um aumento na expressao do marcador de atividade NKG2D em pacientes com

nefrite lupica em relagdo aos sem nefrite lupica;

- As populacdes de células efetoras T CD4" e de células B se mostraram diminuidas
em pacientes com NL quando comparadas ao grupo controle. Ao contrario, a populagéo
células T CD8" se mostrou elevada no grupo com LES com ou sem NL, inclusive em seu
estado de ativagdo, demonstrado pela maior expressdo do HLA-DR, quando comparado
ao grupo CN;

- A populagdo de células T reguladoras FoxP3" nos pacientes com LES na forma

sem nefrite se mostrou reduzida, em relagdo ao grupo controle.
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3. Em relacdo aos possiveis efeitos dos principais medicamentos utilizados pelos
pacientes com LES, a comparagao dos fenoétipos celulares para as células T, B e NK,

permitiu as seguintes principais conclusdes em relagao a disfungdo imune:

- O uso de azatioprina ndo afetou os perfis de expressédo das células T, B e NK;
tampouco o uso de dose maior ou menor de prednisona. Ao contrario, os usuarios de
hidroxicloroquina apresentaram uma maior expressao dos marcadores de células NK em

relagdo aos nao usuarios.
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ANEXO | - Critérios de classificagcao do LES de acordo com o American College

of Rheumatology (1997)

1. Eritema malar: lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2. Lesao discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas aderidas e tampdes
foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossensibilidade: exantema cutaneo como reagao nao usual a exposi¢ao a luz solar, de acordo
com a historia do paciente ou observado pelo médico.

4. Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas pelo
médico.

5. Artrite: ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulagbes periféricas, caracterizadas por dor e
edema ou derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor pleuritica, atrito auscultado pelo
médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite (documentado por eletrocardiograma, atrito
ou evidencia de derrame pericardico).

7. Comprometimento renal: proteinuria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+) ou cilindrdria anormal.

8. Alteragdes neuroldgicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na auséncia de
outra causa).

9. Alteragbes hematoldgicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000/mm® em duas ou
mais ocasides) ou linfopenia (menor que 1.500/mm® em duas ou mais ocasibes) ou plaguetopenia
(menor que 100.000/mm?® na auséncia de outra causa).

10. Alteragdes imunoldgicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presenca de anticorpo
antifosfolipide com base em:

a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina;

b) teste positivo para anticoagulante Iupico; ou

c) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis meses.

11. Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia indireta

ou método equivalente, em qualquer época, e na auséncia de drogas conhecidas por estarem
associadas a sindrome do lUpus induzido por drogas.
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ANEXO II - indice de atividade utilizado no LES, SLEDAI-2K (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index)

Pts | Presenca Manifestagoes Descrigao
clinicas
8 o Convulsao Inicio recente, excluidas causas metabdlicas infecciosas e secundarias ao uso de
drogas.
8 u] Psicose Disturbio severo da percepgdo da realidade, excluidas causas metabdlicas e

drogas. Incluem alucinagdes, incoeréncia, perda marcada das associagdes de
ideias, pensamento pobre, ilégico; comportamento bizarro, desorganizado ou

catatonico.
8 o Sindrome cerebral Alteragdo abrupta e flutuante das fungbes mentais, atingindo a orientagédo, a
organica atencdo, a memoria e outras fungdes intelectuais. Inclui a redugéo da vigilia, com

diminuicdo da atengdo, acompanhada de pelo menos dois sintomas descritos a
seguir — perturbagdo da percepgao, discurso incoerente, insénia ou hipersonia
diurna, aumento ou redugao da atividade psicomotora. Exclui causas metabdlicas,
infecciosas ou secundarias ao uso de drogas.

8 o Disturbios visuais Alteragéo da retina caracterizada por corpos cistéides, hemorragias retinianas,
exsudatos serosos ou hemorragias do plexo coroide ou neurite éptica. Excluir
hipertensao, infecgdes e drogas.

8 o Comprometimento Neuropatia sensorial ou motora, de inicio ou reinicio recente.
de pares cranianos

8 o Cefaleia lupica Severa e persistente, do tipo enxaqueca que ndo responde a analgésicos
convencionais.

8 o AVC Presenga de AVC. Excluir causa aterosclerética.

8 o Vasculite Ulceragdes, gangrenas, infartos periungueais, nédulos digitais dolorosos, areas

hemorragicas subungueais, bidpsia ou angiografia de qualquer area do corpo
apresentando vasculite.

4 o Artrites Envolvimento de duas ou mais articulagbes com sinais e sintomas de inflamacgéo
(palpagéo dolorosa, tumefagéo ou derrame articular).

4 o Miosites Dor ou fraqueza muscular proximal acompanhada de aumento de
CPK/aldolase, eletromiografia alterada, biépsia compativel com miosite.

4 o Cilindros urinarios Hematicos, granulosos ou eritrocitarios.

4 u] Hematuria Mais de 5 eritrécitos/campo. Excluir outras causas tais como litiase renal ou
infecgoes.

4 o Proteinuria Concentragdo > a 0,5 g/24 horas.

4 o Pidria Mais de 5 leucdcitos/campo na auséncia de infecgdo.

2

o Rash cutaneo Inicio recente ou recorrente, carater inflamatdrio.
2 u] Alopecia Inicio recente ou recorrente, excessiva, difusa ou localizada de perda de cabelo.

2 u] Ulcera de mucosa Inicio recente ou recorrente de Ulceras nasais ou orais.
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o Pleurite Dor pleuritica com atrito, derrame ou espessamento pleural.

o Pericardite Dor no peito, com atrito ou derrame pericardico, confirmado por eletrocardiograma.

o Complemento baixo CH50; C3 ou C4 abaixo dos valores de referéncia.

o Anti-DNA Acima dos valores de referéncia do laboratério.

o Febre Temperatura axilar >38°, na auséncia de processo infeccioso.

o Trombocitopenia Concentragéo de plaquetas inferior a 100 000/mm? (excluidas causas
farmacoldégicas).

o Leucopenia Concentragao de leucdcitos inferior a 3 000/mm? (excluidas causas
farmacoldgicas).

Soma total dos pontos
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ANEXO Ill - Classificagao morfolégica da NL proposta pela ISN/RPS (2004).

Classe I: NL mesangial minima: GN com aspecto normal a MO e com depdsitos mesangiais
observados na IF.

Classe IlI: NL proliferativa mesangial: GN com expansao de matriz ou celularidade mesangial
de qualquer grau a MO, e esparsos depdsitos subepiteliais ou subendoteliais observados na IF
ou ME.

Classe lll: NL focal: GN focal, ativa ou inativa, segmentar ou global, endo ou extracapilar,
envolvendo < 50% de todos os glomérulos, podendo apresentar depodsitos subendoteliais,
associados ou ndo, a altera¢cdes mesangiais.

o Classe lll (A): GN proliferativa focal com lesdes ativas
e Classe lll (A/C): GN proliferativa focal com lesbes ativas e crénicas
e Classe lll (C): GN proliferativa focal com lesdes cronicas

Classe IV: NL difusa: GN difusa, ativa ou inativa, segmentar ou global, endo ou extracapilar,
envolvendo = 50% de todos os glomérulos, podendo apresentar depdsitos subendoteliais,
associadas ou ndo a alteragdes mesangiais. Essa classe é dividida em NL segmentar difusa
quando = 50% dos glomérulos envolvidos possuem lesdes segmentares, e NL global difusa
quando = 50% dos glomérulos envolvidos possuem lesdes globais.

e C(Classe IV
e C(Classe IV

(S-A): GN proliferativa segmentar difusa, lesdes ativas e necrotizantes.
(G-A): GN proliferativa global difusa, lesdes ativas e necrotizantes.

o Classe IV (S-A/C): GN proliferativa segmentar difusa, lesbes ativas e cronicas.

e Classe IV (G-A/C): GN proliferativa global difusa, lesdes ativas e cronicas.

e Classe IV (S-C): GN proliferativa segmentar difusa, lesGes crénicas com cicatrizes.
e Classe IV (C-C): GN proliferativa global difusa, lesées crénicas com cicatrizes.

Classe V: NL membranosa: GN membranosa com depdsitos subepiteliais globais ou
segmentares ou suas sequelas a MO, IF ou MO, combinada ou nédo as classes lll e IV.

Classe VI: NL esclerosante avangada: GN com mais de 90% de glomérulos escleréticos sem
lesdes ativas residuais.

GN: glomérulo nefrite; NL:nefrite lupica; IF: imunofluorescéncia; MO: microscopia

otica; ME: microscopia eletrénica



ANEXO IV - Ficha clinica do paciente

Ficha Clinica

Nome: | Prontuario:
Data: [ Data de Nascimento: [
Sexo:F( ) M() Data de Diagnéstico do LES: [

Etnia: ( ) Caucasiano ( ) Negro ( ) Indigena ( ) Asiatico

Critérios do Lupus:

Rash Malar( ) Fotossensibilidade( ) Lesdes Cutaneas Agudas ou Subagudas( )
Lesbes Cutaneas Discoides ( ) Outras Lesoes de Pele( )
Ulceras Orais/Nasais ( ) Artrite ( ) Pleurite ou Pericardite ( )

Proteinuria Maior que 0,5g por Dia ou 3+ ou Hematuria () Conwvulsao ou Psicose( )
Anemia Hemolitica ( ) Leucopenia ( ) Linfopenia ( ) Plaquetopenia ( )

Anti-DNA( ) Anti-SM () Antifosf. Anticardiolipina( ) Anticoagulante Lupico( )VDRL ( )
FAN( )

Quadro Clinico e Queixas:

Sinais e Sintomas:

Exames Anteriores:

VHS: PCR: C3: C4: CH50:

AL: sim( ) ndo( ) Anticardiolipina IgM : Anticardiolipina IgG:
Hemograma: Hm: Hemoglobina: Hematdcrito: RDW:
Leucdcitos: %Neutrdfilos: Y%Linfécitos: %Eosindfilos:
Y%Basofilos: %Mondcitos: %Outros: Plaquetas:

Imagemsim( ) ndo( )
Histopatologia sim( ) ndo ( )

Medicamentos em uso e dose:

1) Dose:
2) Dose:
3) Dose:

Tempo de tratamento com a medicagao em uso:

Comorbidades sim( ) ndo( )

Infeccdes associadas sim( ) ndo ( )

SLEDAL () Ldpus inativo () Ldpus ativo estavel
() Ldpus ativo com significativa piora clinica
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ANEXO V - Termo de consentimento livre e esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

BANCO DE DADOS E DE AMOSTRAS BIOLOGICAS DESTINADO AO ESTUDO
DE PARAMETROS GENETICOS, BIOQUIMICOS, HEMATOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS RELACIONADOS A DOENCAS AUTOIMUNES.

Projeto de pesquisa:
“Lupus eritematoso sistémico: aspectos hematologicos e imunolédgicos”

Prezado(a) Senhor(a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo em amostras de sangue de
pacientes com “Lupus Eritematoso Sistémico”. Este estudo tem como objetivo a obtencdo de
conhecimentos importantes sobre esta doenga, podendo facilitar, no futuro, o tratamento. Os
dados clinicos e laboratoriais que serdo obtidos nesta pesquisa poderdo ajudar o médico a
entender melhor esta doencga.

As informagdes obtidas nesta pesquisa poderdo nao lhe trazer beneficios imediatos, mas
poderao trazer beneficios para outros individuos com a mesma doenca no futuro.

Se vocé quiser participar desta pesquisa, poderd fazé-lo doando uma amostra de 15mL de
sangue para realizarmos exames laboratoriais. A retirada da pequena amostra de sangue
podera lhe causar um leve desconforto proveniente da picada da agulha e o local onde se
coletou o sangue pode ficar roxo.

Caso vocé ndo queira participar desta pesquisa ndo haverd qualquer prejuizo no seu
tratamento. Toda informacao obtida nessa pesquisa serd mantida em segredo. Sua amostra de
sangue devera fazer parte de um banco de dados e de amostras bioldgicas que poderdo ser
utilizadas no futuro para novas pesquisas. Todas as informagdes e amostras receberao um
codigo de modo que ninguém saberd que esta amostra € sua, com excecao dos pesquisadores
deste projeto. No entanto, qualquer pesquisa futura com o seu sangue devera ser aprovada por
um comité de ética, sem necessidade de contactar voce.

Qualquer outra informacdo sobre esta pesquisa podera ser obtida com a pesquisadora
principal Professora Maria das Gragas Carvalho (31-34096881) ou com o médico

reumatologista responsavel Dr. Paulo Madureira de Padua (31-32265581).

Desde ja, agradecemos a sua colaboracao!
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Termo de consentimento
Declaro que, apds convenientemente esclarecido(a) pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, autorizo a coleta de 15mL de sangue para ser utilizado na pesquisa acima.

Nome completo

/ /
Assinatura Data

Para contato:

COEP - Comité de Etica em Pesquisa Av. Antonio Carlos, 6627
Unidade Administrativa II - 2° andar

Sala 2005

Campus Pampulha

Belo Horizonte, MG - Brasil

31270-901



ANEXO VI - Ficha clinica do grupo controle
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Ficha Clinica

Nome: Data:

Data de Nascimento: / /

Sexo:F( ) M( )

Etnia: ( ) Caucasiano ( ) Negro ( ) Indigena ( ) Asiatico

Comorbidades:

Diabetes: sim( )nao ( )
Hipercolesterolemia: sim ( )ndo ( )
Hipertensdo: sim( )nao ( )

Doencas reumaticas: sim (  )nao ( ) se sim, citar?

Cancér:sim( )ndo ( )
Outras:

Medicamentos em uso e dose:

1) Dose:
2) Dose:
3) Dose:
4) Dose:

Gravidez:sim ( )nédo ( )

Infecgbes associadas sim( ) nédo ( )
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ANEXO VII — Resultado dos valores de P na comparagao entre do uso de
medicamentos entre pacientes.

Fenotipos (%) Corticoesteroide (%) Azatioprina (%) Hidroxicloroquina (%)
CcD3" 0,6592%* 0,3112%* 0,4207**
CD3'CD4CD§ 0,8822* 0,1709%* 0,8072*
CD19" 0,9572* 0,3097* 0,6258*
CD16" 0,1181* 0,2710%* 0,0975%*
CD3CD56" 0,2302* 0,1308%** 0,0023*
CD3'CD56" 0,5233* 0,8431* 0,6885*
CD3°CD56™™ 0,2302* 0,1310%* 0,0019*
CD3 CD56™" 0,9709%* 0,1518%* 0,0125%
CD3°CD56" NKG2D" 0,7247%** 0,7200%* 0,9342*
CD3°CD56" NKG2D" 0,3963%* 0,2340%* 0,2159%*
CD3°CD56"™ NKG2D" 0,7902%* 0,7885%* 0,7885%*
CD3°CD56™" NKG2D" 0,1000%** 0,4542%* 0,0234*
CD3'CD8" 0,1906** 0,3651%* 0,8891%*
CD3"CD8 'HLA-DR” 0,1004** 0,7299%* 0,1787%**
CD3°CD4" 0,6439* 0,6847%* 0,8961%**
CD3'CD4'HLADR" 0,1027* 0,7631%* 0,2820%
CD3°CD4°CD25™ 0,4294** 0,2522% 0,9664**
CD3"CD4'CD25"¢"FoxP3" 0,4689%* 0,6922%* 0,7096%*
CD3"'NKG2D" 0,4621%* 0,4621%* 0,4621*

* Kruskal Wallis; ** ANOVA
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ANEXO VIl - Determinagao dos titulos dos anticorpos utilizados nesse estudo.

Tabela 6: Titulo calculado versus anticorpos CD25, CD19 e CD56.
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Tabela 7: Titulo calculado versus anticorpos CD3, CD4, CD8 e HLA-DR.
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Tabela 8: Titulo calculado versus anticorpos CD16 e NKG2D.
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Tabela 9: Quantidade de anticorpo utilizado na padronizagdo do marcador FoxP3.
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