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RESUMO 

 

O Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) é uma doença autoimune crônica e sistêmica. 

Micropartículas (MPs) podem conduzir a inflamação e a autoimunidade por múltiplos 

mecanismos, e exibir as proteínas da superfície celular da célula-mãe que podem ser 

detectadas por citometria de fluxo e microscopia de fluorescência permitindo a 

identificação de sua origem. Embora critérios clínicos e laboratoriais sejam usados 

corretamente para monitorar efeitos terapêuticos, ainda não existe um marcador de 

remissão de doença ou atividade. Níveis aumentados de MPs derivadas de células e 

da célula parental podem sugerir uma influência significativa no prognóstico da 

doença. Esse estudo tem como objetivo caracterizar MPs de pacientes com LES, 

originadas de células CD4+, CD8+, CD14+, CD20+, CD42a+, CD54+ e CD61+, 

presentes no plasma de pacientes de baixa e de moderada/alta atividade e produção 

de IL-10 e IFN-γ por Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) após 

estimulação com MPs autólogas desses pacientes após a marcação com anticorpos 

específicos através de Citometria de Fluxo (CF), visando um melhor conhecimento de 

seu papel na modulação da resposta imune no LES. 

O estudo foi conduzido com quinze pacientes do sexo feminino, com LES 

diagnosticado pelos critérios da American College of Reumatology (ACR), sete com 

baixa atividade SLEDAI-2k≤4 (LESABA) e oito com moderada/alta atividade SLEDAI-

2k>4 (LESAMA), e dois grupos controle, 5 mulheres com outras doenças autoimunes 

(ODA) e 5 mulheres voluntárias saudáveis (CT). No grupo controle, os níveis de MPs 

originadas de células CD4+ e CD14+ foram significativamente diferentes quando 

comparado com os grupos LESABA, LESAMA e ODA. Não houve diferença 

significativa nos níveis das MPs entre os diferentes grupos de pacientes. Não houve 

diferença significativa nos níveis de MPs CD8+, CD42a+, CD54+ e CD61+ entre os 

diferentes grupos do estudo. No entanto, no grupo ODA a produção de IFN-γ pelas 

células CD8 + foi maior do que os grupos CT e LESAMA, mas não houve diferença 

na produção de IFN-γ pelas células CD4 +. Não houve diferença significativa nas 

CMSP CD4+, CD8+, CD14+ e CD19+ após estimulo com MPs, bem como na 

produção de IL-10 por CD4+ e CD8+, não houve diferença. 
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Este estudo apresenta uma importância significativa devido ao fato de que até o 

momento, não existirem marcadores específicos que possam ser usados no 

diagnóstico e prognóstico do Lúpus.  

Palavras chave: Lúpus Eritematoso Sistêmico. Atividade da doença. SLEDAI-2k. 

Micropartículas. Anticorpos. Citocinas. Citometria de fluxo. 
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ABSTRACT 

 

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic and systemic autoimmune disease. 

Microparticles (MPs) can lead to inflammation and autoimmunity by multiple 

mechanisms and display the cell surface proteins of the parent cell that can be 

detected by flow cytometry and fluorescence microscopy allowing identification of their 

origin. Although clinical and laboratory criteria are currently used to monitor therapeutic 

effects, there is still no marker of remission of disease or activity. Increased levels of 

cell-derived MPs and the parent cell may suggest a significant influence on the 

prognosis of the disease. This study aims to characterize the MPs of patients with SLE, 

originated from cells CD4+, CD8+, CD14+, CD20+, CD42a+, CD54+ e CD61+ gifts in 

the plasma of patients with low and moderate/high activity and IL-10 and IFN-γ 

production by peripheral blood mononuclear cells (PBMC) after stimulation with 

autologous MPs from these patients through specific antibody labeling by flow 

cytometry (CF), aiming a better understanding of their role in the modulation of the 

immune response in SLE. 

The study was conducted in patients, fifteen female with SLE diagnosed by the 

American College of Rheumatology (ACR),  seven with low activity SLEDAI-2k≤4 

(LESABA), eight with moderate / high activity SLEDAI-2k>4 (LESAMA), and 2 two 

control groups, 5 women with other autoimmune diseases (ODA) and 5 healthy 

women-volunteers (CT). In the CT group of MPs derived from CD4 + and CD14 + cells 

were significantly different when compared with LESABA, LESAMA and ODA groups. 

There was no significant difference in the levels of MPs among the different groups of 

patients. There was no significant difference in the level of CD8 +, CD42a +, CD54 + 

and CD61 + MPs among the different groups in study.However,  in the ODA group the 

IFN-γ production by CD8 + cells was higher than CT and LESAMA groups, but there 

was no difference in IFN-γ production by CD4 + cells. No significant difference was 

observed in CD4 +, CD8 +, CD14 + and CD19 + cells of PBMC after stimulation with 

MPs as well as in the IL-10 production by CD4 + and CD8 +.This study has a significant 

importance because now there are no specific markers that can be used in the 

diagnosis and prognosis of lupus. 



11 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Lúpus Eritematoso Sistêmico 

 

O Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) é uma doença autoimune de caráter 

inflamatório e curso crônico que apresenta um desenvolvimento clínico variável 

podendo apresentar quadros de remissão ou quadros de atividade da doença 

(presença de sinais e sintomas) (MIRABELLI et al, 2015). As principais características 

são: perda de tolerância imunológica com consequente presença de células T e B 

hiperreativas, reação de hipersensibilidade do tipo III, produção de autoanticorpos 

contra antígenos nucleares e citoplasmáticos, aumento da formação e deficiência na 

remoção de imunocomplexos que ativam o sistema de complemento gerando 

processos inflamatórios, e sua deposição em diversos órgãos que levam à lesão 

celular ou tecidual (FREIRE et al, 2011; GOTTSCHALK et al, 2015; CHOI et al, 2017). 

A causa do desenvolvimento do LES ainda não está bem definida, mas sabe-

se hoje que fatores hormonais (estrógeno), ambientais (como radiação ultravioleta 

(UV), estresse, medicação ou infecção) e genéticos (maior prevalência de LES em 

parentes de 1º e 2º graus) apresentam uma forte ligação com a predisposição do seu 

surgimento (FREIRE et al, 2011; GOTTSCHALK et al, 2015). Essa característica 

multifatorial faz com que o LES possa apresentar um largo espectro de manifestações 

clínicas, as quais podem comprometer diversos órgãos como rins, cérebro, pele, 

pulmões, coração e articulações. Além disso, a progressão da doença é não-linear e 

segue um curso remitente-recorrente devido à sua natureza heterogênea. O 

prognóstico e a gravidade da doença podem variar bastante de indivíduo para 

indivíduo (GOTTSCHALK et al, 2015; VASQUEZ-CANIZARES et al, 2017). 

O maior número de mulheres com LES sugere uma contribuição significativa 

de fatores hormonais no surgimento da doença, além disso, hormônios sexuais 

(estradiol, testosterona, prolactina e progesterona) influenciam no funcionamento do 

sistema imune (PARKS et al, 2017). Segundo Lateef e Petri (2012) o uso de 

contraceptivos orais e terapia de reposição hormonal podem aumentar o risco do 

desenvolvimento de LES.  
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Associações de LES com fatores intrínsecos, incluindo peso ao nascer, história 

reprodutiva (número de filhos, idade da menarca e menopausa), endometriose e 

infecções latentes como o vírus Epstein-Barr (EBV) podem refletir um papel indireto 

das exposições ambientais (PARKS et al, 2005, 2016). 

Sabe-se que a exposição a raios UV é prejudicial para indivíduos com LES, 

porém não está claro se realmente ela é um fator que desencadeia o surgimento da 

doença ou apenas influencia no mau prognóstico da doença. Porém, acredita-se que 

o UV-B, pode estar associado a morte celular com exposição de auto-antígenos, 

gerando espécies reativas de oxigênio que danificam o DNA produzindo 

autoantigenos e células T autorreativas, além disso ele pode ter efeito também 

imunomodulador sobre as células T e citocinas, os quais são fatores envolvidos na 

patogênese do LES (PARKS et al, 2017). 

A exposição a raios UV geram crises de LES, porém essa exposição é a 

principal fonte exógena de Vitamina D, a qual tem função imunossupressora, o que 

pode sugerir que a radiação UV-B poderia exercer um papel protetor contra LES 

através da produção de Vitamina D. Estudos relataram baixas concentrações de 

Vitamina D em pacientes com LES, porém essa deficiência pode ser consequência de 

um quadro de doença crônica (KUHN e BEISSERT, 2005; COSTENBADER et al, 

2008).  

Young et al (2016) observaram que pessoas susceptíveis (parentes de pessoas 

com LES) com deficiência de vitamina D eram mais propensas a transição para o LES 

principalmente quando associado a via metabólica da vitamina D. 

Outro fator associado ao surgimento do LES é o fator hereditário, gêmeos 

monozigóticos tem mais chance de terem LES quando comparados com dizigóticos, 

24-58% e 2%, respectivamente, segundo estudo feito por CHEN et al (2017). 

A dieta também pode influenciar o desenvolvimento e o prognóstico do LES 

através de mecanismos epigenéticos, por exemplo, alimentos contendo 

micronutrientes do grupo metil tem menor probabilidade de desenvolver nefrite, nos 

pacientes com LES, do que aqueles que não possuem esses nutrientes 

(STRICKLAND, et al, 2013). O álcool contém compostos (etanol e antioxidantes) que 

potencialmente neutralizam a inflamação sistêmica, diminuindo as respostas celulares 
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e inibindo a síntese de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α), interleucina (IL) -6 e IL-8, tanto in vivo como in vitro em macrófagos 

alveolares e monócitos sanguíneos humanos (WALDSCHMIDT, et al, 2008; PARKS, 

et al, 2017). Antioxidantes no vinho e na cerveja afetam citocinas como o interferon-

gama (IFN-γ) in vitro e podem inibir as principais enzimas envolvidas na síntese de 

DNA (STRICKLAND, et al, 2013).  

Análises genéticas e estudos genômicos evidenciaram vários genes humanos 

de suscetibilidade ao LES que são normalmente responsáveis por manter a tolerância 

do sistema imunológico e processos homeostáticos. Estes incluem processamento e 

apresentação de antígenos (HLA, TAP 1 e 2), eliminação de detritos apoptóticos (C1q, 

Dnase1), receptores de superfície celular de leucócitos (FCGRI/II/III, ITGAM) e 

moléculas de sinalização celular e transcrição gênica (BLK, PTPN22, STAT4, IRF5) 

(RAMOS et al, 2010; GOTTSCHALK et al, 2015).   

Doenças autoimunes reumatologicas como LES, a Artrite Reumatoide (AR) e 

Esclerose Sistêmica (ES) apresentam desafios na clínica, uma vez que a sua etiologia 

não está bem clara, além do prognóstico ser variável e imprevisível, necessitando de 

mais estudos para melhorar o diagnóstico, a avaliação mais precisa da atividade da 

doença, o prognóstico e avaliação de co-morbidades que auxiliem por fim em uma 

melhor terapia (MCCARTHY et al, 2016). 

 

1.1.1. Epidemiologia: 

 

 A maioria dos estudos sobre incidência de LES são desenvolvidos nos EUA ou 

na Europa. A dificuldade de realização desses estudos no Brasil está associado a 

complexidade em se diagnosticar a doença. A grande miscigenação racial e cultural 

do Brasil e as condições climáticas (maior risco de exposição a raios UV no norte e 

nordeste se comparado com o sul) geram uma ampla variedade de sintomas e 

quadros clínicos do LES, dificultando o diagnóstico precoce e comprometendo o 

tratamento e o prognóstico (VILAR e SATO, 2002; NAKASHIMA et al, 2011). 
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Dados de incidência e prevalência mais confiáveis são observados em estudos 

em países com um sistema de saúde eficiente, onde o atendimento permite que os 

dados sejam registrados e mantidos, os pacientes sejam corretamente diagnosticados 

por especialistas e consequentemente os dados de incidência e prevalência possam 

ser analisados ao longo de muitos anos (CARTER et al, 2016). 

A doença pode acometer pessoas de todas as idades, raça, sexo e origens 

geográficas, porém mulheres em idade reprodutiva podem estar mais susceptíveis 

devido aos hormônios esteroides, uma vez que vários estudos mostram sua influência 

no desenvolvimento da doença (REES et al, 2016; GOULIELMOS et al, 2018). A 

proporção de mulheres com LES pode variar de 8 a 15:1 em comparação com homens 

dependendo da região em que está sendo analisado (MURPHY e ISENBERG, 2013). 

Estudos relatam que a incidência global de LES pode variar de 0,3 por 100.000 

habitantes por ano na Ucrânia a 31,5 por 100.000 habitantes por ano entre afro-

caribenhos que vivem no Reino Unido, por exemplo. Já a prevalência varia de 3,2 por 

100.000 habitantes a 517,5 por 100.000, na Índia e em afro-caribenhos no Reino 

Unido respectivamente (NASONOV et al, 2014; CARTER et al, 2016; REES et al, 

2016). 

Rees et al (2016) observaram uma maior incidência relatada na América do 

Norte (23,2 por 100.000 habitantes por ano) e menores incidências na Ucrânia (0,3 

por 100.000 habitantes por ano). Além disso, observaram também que países 

europeus estão entre os países com menores incidências em relação as Américas e 

Ásia. Mulheres apresentaram maior incidência com uma razão variando de 2:1 em 

Minnesota-EUA (MICHET et al, 1985) a 15:1 na África (FLOWER et al, 2012). 

Um estudo nos EUA nos anos de 2003-2008, estimou uma incidência de LES 

de 6,63 casos por 100.000 habitantes por ano, sendo 11,09 mulheres por 100.000 

habitantes por ano contra 1,89 homens por 100.000 habitantes por ano, além disso, a 

prevalência variou de 81,07 casos por 100.000 habitantes em 2003 para 102,94 casos 

por 100.000 habitantes em 2008 (FURST et al, 2013). 

O Brasil não apresenta dados exatos, mas a Sociedade Brasileira de 

Reumatologia (SBR) estima que cerca de 65000 pessoas tenham LES, sendo a 
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maioria mulheres entre 20 e 45 anos. Estima-se que 1 a cada 1700 mulheres no Brasil 

tenham a doença (SBR, 2018). 

Segundo Vilar e Sato (2002) na cidade de Natal-RN no ano 2000 foi encontrada 

uma incidência estimada de 8,7 casos por 100.000 habitantes por ano, sendo 38 

pacientes do sexo feminino e 5 do sexo masculino resultando em uma incidência de 

14,1 por 100.000 habitantes e 2,2 por 100.000 habitantes, respectivamente. Eles 

observaram também que a média de idade no diagnóstico foi de 31,8 anos. 

Estudo desenvolvido por Nakashima et al (2011) com dados obtidos entre os 

anos de 1997-1998, mostraram que a incidência de LES estimada no munícipio de 

Cascavel-PR foi de 4,8 casos por 100.000 habitantes por ano, sendo a incidência entre 

as mulheres de 9,3 casos por 100.000 habitantes por ano.  

Costi et al (2017) realizaram um estudo de mortalidade por LES no Brasil entre 

os anos de 2002 a 2011, onde foi observado 8761 óbitos de pacientes com LES 

correspondendo a uma taxa de mortalidade de 4,76 mortes por 100.000 habitantes. 

As regiões Centro-oeste, Norte e Sudeste apresentaram índices de mortalidade 

regional maiores que o índice nacional (6,44, 5,4 e 5,23 mortes por 100.000 

habitantes, respectivamente). Já as regiões Nordeste e Sul apresentaram taxas 

inferiores, 3,69 e 4,28 mortes por 100.000 habitantes, respectivamente. Estes autores 

observaram também que dos 8761 óbitos, 90,7% eram do sexo feminino, 49,2% eram 

brancos e 45,61% tinham idade entre 20 e 39 anos. 

A mortalidade no LES pode estar associado a dois fatores dependendo da fase 

da doença. Nos primeiros anos da doença a morte pode ocorrer geralmente por 

quadros de infecção, comprometimento renal ou danos no sistema nervoso central 

(SNC). Já em quadros mais longos da doença (crônica) o óbito está mais associado 

a doenças cardiovasculares associado a aterosclerose, as quais podem ou não estar 

ligadas ao uso de corticoides ou inflamação crônica (ASSIS e BAAKLINI, 2009; VOSS 

et al, 2013). 
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1.1.2. Patogenia: 

 

O LES apresenta 3 formas clínicas: Lúpus discoide (afeta mais comumente a 

pele causando inflamações cutâneas na nuca, couro cabeludo e face), Lúpus 

sistêmico (em geral é a forma mais grave podendo causar lesões nas articulações, 

rins, coração, pulmão, cérebro) e Lúpus induzido por drogas (em geral iniciado após 

exposição a alguns fármacos, tais como: metildopa, quinidina, hidralazina, 

procainamida, isoniazida, minociclina dentre outros) (GALINDO e VEIGA, 2010; 

VIANNA et al, 2010; COSTA e COIMBRA, 2014). 

A doença pode apresentar sintomas inespecíficos como: perda de peso, fadiga, 

febre, náusea, cefaleia, depressão, vomito, artralgias e mialgias, comprometimento de 

rins, articulações e pele (SCHUR e GLADMAN, 2011; FREIRE et al, 2011). Os 

principais sintomas do LES estão diretamente associados a lesões geradas nos 

órgãos decorrentes da formação e deposição de imunocomplexos. Essas lesões 

podem acarretar, em cerca de 50% dos pacientes com LES, complicações como: 

nefrite, vasculite, doença pulmonar intersticial e acidente vascular cerebral (AVC). 

Além disso, pacientes que apresentam resistência terapêutica ficam com a qualidade 

de vida prejudicada (FAIRHURST et al, 2006). 

A nefrite lúpica está entre as complicações clínicas mais comuns e mais séria 

do LES, ocorrendo em cerca 74% dos pacientes e apresentando elevada morbidade 

e mortalidade. A nefrite resulta da deposição de imunocomplexos nos glomérulos 

renais, levando a inflamação e insuficiência renal definida pela histopatologia e 

presença de proteinúria e elementos celulares (CERVERA et al, 2006; GALINDO e 

VEIGA, 2010; RAMOS et al, 2010). 

As manifestações hematológicas mais comuns no LES são: anemia, leucopenia 

(leucócitos abaixo de 4.000 mm3), linfopenia (linfócitos abaixo de 1.500 mm3) e 

plaquetopenia (plaquetas abaixo de 100.000/mm3 por um período mínimo de um mês) 

(FAYYAZ et al, 2015). Outras manifestações sanguíneas, tais como: aumento de 

desidrogenase láctica (LDH) associado a anemia hemolítica, aumento de bilirrubina 

indireta e presença de anticorpos, também são comuns (GALINDO e VEIGA, 2010). 
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Dentre as manifestações cardíacas as mais comuns ocasionadas pelo LES 

são: pericardite, miocardite, endocardite e lesões coronarianas (MINER e KIM, 2014). 

Também pode ocorrer no curso da doença o desenvolvimento de danos pulmonares 

(pleurite, serosite e pneumonite) e danos neurológicos (AVC, isquemia transitória, 

disfunção cognitiva, estado confusional agudo, convulsões, desordem e/ou psicose, 

cefaleias, dentre outros não associados a fármacos, infecções ou distúrbios 

metabólicos) (GALINDO e VEIGA, 2010; COJOCARU et al, 2011; CROOKSTON et 

al, 2013). 

Em geral a artrite é o acometimento articular mais comum no LES, atingindo 

cerca de 69-95% dos pacientes, sendo comum a ocorrência em mãos, punhos e 

joelhos (GALINDO e VEIGA, 2010). 

 

1.1.2.1. Mecanismos da patogenia 

 

 O LES é uma doença autoimune e como tal é decorrente de alterações no 

funcionamento do sistema imune. Tanto a resposta imune inata quanto a adquirida 

estão relacionadas com a patogenia. A resposta imune inata é responsável tanto pelas 

lesões teciduais, através da produção e liberação de citocinas inflamatórias, como 

também pela ativação de células T e B (resposta imune adaptativa), as quais são 

responsáveis por processos inflamatórios e produção de autoanticorpos (CHOI et al, 

2012). Porém, a grande questão é que ainda hoje sabe-se pouco sobre a patogênese 

do LES, o que compromete o diagnóstico precoce e principalmente o tratamento, 

fazendo com que as opções terapêuticas sejam limitadas através de corticóides e 

imunossupressores, o que podem acarretar em risco de intoxicação (PERL et al, 

2010).  

A inflamação é um fator chave na patogênese do lúpus. A doença é mediada 

por células B hiperrativas que produzem autoanticorpos da classe IgG 

(Imunoglobulina G), que devido a uma falha no processo de deleção clonal, caem na 

circulação sanguínea e se ligam a antígenos específicos, como por exemplo DNA, 

proteínas nucleares e certos componentes citoplasmáticos gerando uma reação de 

hipersensibilidade do tipo III responsáveis pela formação de um quadro inflamatório 
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crônico (CARROLL, 2004; GOTTSCHALK et al, 2015). A principal característica do 

lúpus é a presença de células B hiperativas com perda da tolerância, formando 

complexos imunes contendo autoantígenos de ácido nucléico, os quais podem ativar 

TLRs endossomais e promover um quadro inflamatório. Expansão de células 

plasmáticas e a produção de auto-anticorpos também são características, embora os 

auto-anticorpos possam ser benignos, a menos que gerados em um meio inflamatório, 

em que a troca de classe para os isotipos patogênicos ocorrem. Além disso, citocinas 

pró-inflamatórias auxiliam na ativação das células T e na maturação das células 

dendríticas, podendo estimular uma hematopoiese com expansão de células imunes 

inatas, induzindo a produção de proteínas de fase aguda (APPs). Outra característica 

na patogênese do LES é a deposição de auto-anticorpos em tecidos como os 

glomérulos do rim, os quais ativam células efetoras mieloides via Fc e receptores de 

complemento, provocando destruição tecidual. Inúmeros fatores, incluindo 

composição genética, ambiente, dieta e estresse, podem modificar o curso e a 

gravidade da doença. (Figura 1) (RAVETCH e BOLLAND, 2001; GOTTSCHALK et al, 

2015). 

 

Figura 1 - Papel da inflamação na patologia do LES.  

Fonte: Adaptado de GOTTSCHALK et al, 2015. 
Auto B cell – células B autorreativas; Auto T cell – células T autorreativas; DC – células dendriticas; 

Auto-Abs – autoanticorpos; Ig (M, E, G) – Imunoglobulinas (M, E, G); IL (1, 3, 6) – Interleucinas (1, 3, 
6); IFN – Interferon; TNF – Fator de necrose tumoral.  
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A presença de anticorpos no LES é evidencia de uma memória imunológica 

dependente de clones de linfócitos. A afinidade e o tamanho dos linfócitos B, a 

presença de anticorpos e células T autorreativas podem estar associados a atividade 

da doença, isto é, clones pequenos produzem poucos anticorpos e consequentemente 

tendem a ser característico de remissão da doença, porém se esse pequeno número 

apresentar alta afinidade pode ser característico de LES latente ou persistente (HIEPE 

et al, 2011; THAPA et al, 2015; WEIDENBUSCH et al, 2017). 

 Estímulos que induzam a expansão clonal dos linfócitos B, como por exemplo, 

aumento de citocinas, podem acarretar em uma ativação da doença (WEIDENBUSCH 

et al, 2017). Alguns fatores tem sido associados ao surgimento do LES, tais como, 

infecções e morte celular. Em geral patógenos apresentam padrões moleculares 

associados ao patógeno (PAMPs), os quais ativam receptores de reconhecimento 

padrão (PRR), que por sua vez induzem a apresentação de antígenos, ou seja, a 

imunidade inata ativa a imunidade adaptativa que pode ser responsável por uma 

autoimunidade (ALLAM e ANDERS, 2008). A morte celular ocasionada por raios UV-

B, teria a capacidade de expor autoantigenos que se ligariam a autoanticorpos 

(WEIDENBUSCH et al, 2017).   

Os autoanticorpos produzidos no LES tendem a ser específicos para antígenos 

de núcleos celulares, como DNA de cadeia dupla, histonas e proteínas ribonucleares. 

Células B autorreativas são ativadas e passam por recombinação, hipermutação 

somática e seleção clonal para formar células B efetoras e de memória. Células B 

efetoras produzem autoanticorpos da classe IgG, liberados na circulação, os quais 

irão se ligar a antígenos próprios formando imunocomplexos. Apesar dos mecanismos 

normais, como o sistema de complemento, para a absorção e eliminação de 

imunocomplexos, o excesso de complexos imunes acumulam-se nos pequenos vasos 

de órgãos, como nos rins, no SNC, no endotélio vascular e nas articulações, onde 

facilitam a formação de lesões e a ativação local do sistema de complemento, 

degranulação dos mastócitos e à infiltração de neutrófilos e macrófagos (Figura 2) 

(CARROLL, 2004). 
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Figura 2 - Patogênese do LES mediada por autoanticorpos. 

Fonte: Adaptado de CARROLL et al, 2004. 
Ig (M, G) – Imunoglobulina (M, G); TCR – receptor de células T; MHC classe II – Complexo de 

histocompatibilidade principal classe II; C (1, 2b, 4b, 3, 3b, 3a) – componente (1, 2b, 4b, 3, 3b, 3a) do 
sistema de complemento. 

 

Os neutrófilos tem sido relacionados como importantes na patogênese do LES, 

apesar de doses elevadas de glicocorticoides poderem influenciar na sua ativação 

(BOSCH, 2011; WEIDENBUSCH et al, 2017). No processo inflamatório, quando 

neutrófilos são destruídos liberam “traps” extracelulares contendo DNA e 

mitocôndrias, os quais são alvos de autoanticorpos no LES. O DNA mitocondrial 

estimula a produção de IFN-α pelas células dendriticas plasmocitoides (PDC) (WANG 

et al, 2015; LOOD et al, 2016). Estas células dendriticas encontram-se reduzidas na 

circulação sanguínea de pacientes com LES, porém se acumulam em seus tecidos 

(WEIDENBUSCH et al, 2017). Além disso, elas se ligam a imunocomplexos através 

de receptores TLR3, TLR7 e TLR9. A estimulação de TLR9 inibe a produção de IFN-

α induzida por TLR7 em PDCs, consequentemente a ligação de imunocomplexos no 

receptor TLR7, após a estimulação de TLR9, tem a produção de IFN-α diminuída, 

sugerindo uma via de competição, criando efetivamente um ciclo de feedback 
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negativo. As mulheres têm indução mais forte de IFN-α no TLR7, mas não a 

estimulação de TLR9 em comparação com os homens, consequentemente elas 

apresentam maior produção de IFN-α. Estimulação TLR9 prolongada leva à 

diminuição da produção de IFN-α em PDCs (BERGHOFER et al, 2007; KWOK et al, 

2008). 

Os glicocorticóides são a primeira linha de tratamento do LES por suprimirem 

as PDCs, porém a ativação de TLR7/9 pode induzir uma inibição da ação dos 

esteróides nas PDCs, acarretando em uma resistência relativa aos esteroides 

(GUIDUCCI et al, 2010). 

 As PDCs expressam também a superfamília dos fatores de necrose tumoral 

(TNF), também conhecido como CD134, CD134L, que demonstraram regular as 

respostas anormais de células T no LES, associando mecanismos imunes inatos e 

adaptativos na patogênese da doença (JACQUEMIN et al, 2015). 

 O sistema de complemento tem grande relevância na patogenia do LES, pois 

ele contribui para a iniciação do processo inflamatório e dano tecidual, porém a 

deficiência de alguns de seus fatores podem aumentar o risco de desenvolvimento da 

doença (TRUEDSSON et al, 2007).  

A ativação do sistema de complemento pode ser desencadeado pela interação 

de C1q com anticorpos formando os imunocomplexos (Via clássica), pela ligação da 

lecitina ligadora de manose à manose ou N-acetilglucosamina (Via da lecitina) ou pela 

hidrólise espontânea da ligação tio-éster em C3 (Via alternativa). As vias da Lecitina 

e alternativa são capazes de discriminar entre patógenos e autoantígenos de acordo 

com o conceito de padrão de receptores de reconhecimento e constituem parte de 

uma primeira linha de defesa (TRUEDSSON et al, 2007). 

Mutações nos componentes C1q, C2 e C4 da Via clássica do sistema de 

complemento, favorecem o desenvolvimento do LES. O sistema complemento é 

crucial para a remoção eficiente de imunocomplexos e o clearance de células 

apoptóticas, o que, neste caso, aumenta a disponibilidade de autoantigenos 

(TRUEDSSON et al, 2007; WEIDENBUSCH et al, 2017). 
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Pacientes com deficiência de C1q ou C4 tem uma incidência de LES igual entre 

homens e mulheres, sendo que a doença tende a se desenvolver em idades mais 

novas e o acometimento de vários órgãos juntamente com glomerulonefrite ocorre em 

cerca de 30% dos casos. Já pacientes com deficiência de C2 mostram uma 

distribuição sexual semelhante à observada no LES genuíno (7 mulheres: 1 homem) 

e a doença tende a iniciar mais tarde na vida (TRUEDSSON et al, 2007). 

Estudos anteriores evidenciaram também que autoanticorpos em pacientes 

com deficiência de C2 e LES é diferente quando comparado com indivíduos sem a 

deficiência, mas com LES. FAN-Hep2+ e anti-SSA/Ro+ foram observados em apenas 

25% dos pacientes, enquanto anti-RNP foi encontrado em 45% e anti-dsDNA em 

apenas 1 paciente (n=12) (PICKERING et al, 2000; TRUEDSSON et al, 2007). 

Citocinas, tais como o IFN-γ parecem estar associadas ao desenvolvimento do 

LES (WEIDENBUSCH et al, 2017). O IFN-γ participa de vários efeitos biológicos 

associados ao LES, tais como: diferenciação de células B em células plasmáticas 

produtoras de anticorpos; células B de memória através da regulação positiva do fator 

de ativação das células B da família TNF (BAFF) e da indução de proliferação de 

células dendriticas mieloides (MDCs); expressão aumentada do complexo de 

histocompatibilidade principal II (MHCII), CD86 e CD80; ativação de células T CD8; e 

supressão de células T regulatórias (BACHER et al, 2013). Outra função do IFN-γ, é 

que ao se ligar ao receptor CXCL-10 (CXC-quimiocina ligante10, também conhecido 

como IP-10), em células renais, apresenta uma forte correlação com a atividade renal 

do LES e, portanto, tem valor como um biomarcador urinário para a nefrite lúpica 

(WEIDENBUSCH et al, 2017). 

O fosfato de esfingosina-1 demonstrou ser um regulador negativo da produção 

de IFN-α em PDCs por internalização do ILT7 atenuado (transcrito semelhante à 

imunoglobulina 7). Isso, juntamente com as células dendríticas do sangue e a 

estimulação do antígeno 2 (BDCA-2), que inibe PDCs pela supressão da sinalização 

de TLR9, poderia conseqüentemente ser usado para modular a função das PDC no 

LES (WEIDENBUSCH et al, 2017). 

Sabe-se que células TCD4 imaturas, quando são ativadas por antígenos 

específicos se diferenciam em três tipos diferentes de células TCD4 efetoras: células 
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T helper tipo 1 (Th1), tipo 2 (Th2) e tipo 17 (Th17), as quais são caracterizadas pela 

produção de citocinas especificas distintas. As células Th1 produzem principalmente 

IFN-γ, IL-2 e TNF-α, estas citocinas são responsáveis por desencadear uma 

imunidade mediada por células. Já as células Th2 liberam IL-4, IL-5 e IL-10, sendo 

responsáveis pela resposta imune humoral e a consequente produção de anticorpos. 

E por fim, as células Th17 produzem IL-17 responsável pela ativação da resposta 

inflamatória. Uma ativação descontrolada de Th1, Th2 e Th17 podem gerar um quadro 

inflamatório exacerbado nos tecidos alvo. Para evitar a ativação descontrolada, 

células T chamadas reguladoras (Treg), controlam a ativação de células T efetoras 

para manutenção da resposta imune e prevenção de autoimunidade e inflamação 

tecidual (Figura 3) (MIYAKE et al, 2011; MARTIN et al 2014). 

 

Figura 3 - Papel das células B  

Fonte: adaptado CARROLL et al, 2004. 
Autoreactive B cell – células B autorreativas; Autoreactive T cell – células T autorreativas; Activeted T 

cell – célula T ativada; Activeted B cell – célula B ativada; DC – células dendriticas; PMN – 
polimorfonucleares; Mϕ – macrófagos; Liver – fígado; Spleen – baço; Stroma – estroma.  
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Estudos sugerem a participação efetiva de células Th1 no LES. Porém, a 

elevação de citocinas produzidas por Th1 e Th2 é comum em humanos sugerindo que 

possa haver um complexo envolvimento celular na heterogeneidade de manifestações 

clínicas e o envolvimento de órgãos (KELLEY e WUTHRICH, 1999; MIYAKE et al, 

2011). A IL-12 é produzida por macrófagos e células dendríticas, a qual em conjunto 

com a IL-18, promove a produção de IFN-γ e leva a polarização de células periféricas 

em direção a um fenótipo Th1. Miyake et al (2011) evidenciaram que a relação IFN-γ/ 

IL-4 estava aumentada na nefrite lúpica. 

Estudos evidenciaram também que uma predominância de citocinas 

produzidas por Th2 associado a imunocomplexos de IgG4 podem estar associadas a 

um quadro de glomerulonefrite. A IL-4 é quem direciona a produção de IgG4 pelas 

células B (WEENING et al, 2004).  

A IL-17 é produzida principalmente por células CD4+, CD8+, células T γ / δ e 

células Th17. Dolff et al (2010) mostraram que na nefrite lúpica células T que 

expressam IL-17 migram para o rim e podem contribuir para processos inflamatórios. 

Co-estimulação de CD80 e CD134 em células T com produção de IL-17 estavam 

aumentadas em pacientes com LES quando comparados com pacientes saudáveis. 

A presença de células T CD134 + no rim sugere que essas células quando se ligam 

ao CD134L expresso por células endoteliais migram para o rim e podem contribuir 

para processos inflamatórios através da secreção de IL-17 (MIYAKE et al 2011). Na 

nefrite lúpica macrófagos e monócitos são os principais produtores de IL-6, a qual é 

responsável pela proliferação de células mesangiais renais com ativação da 

diferenciação de células T no subtipo Th17, além de auxiliarem o fator de crescimento 

transformador-β (TGF-β) (MANGAN et al, 2006). Segundo Cash et al (2010) a 

ausência de IL-6, em modelo animal, resultou em diminuição de macrófagos infiltrados 

no rim, redução da deposição de IgG e C3 e redução de CD4+ e CD8+. 

As células Treg são uma população heterogênea de células 

CD4+/CD8+/CD25+. O Foxp3− formado por células Treg produtoras de IL-10 e células 

Th3 que produzem TGF-β é responsável pela diferenciação para o subtipo 

CD4+/CD25+/FoxP3+Treg. As células Foxp3+Treg são importantes na 

autoimunidade. A expressão do Foxp3 inibe as células T de se diferenciarem em T 

efetoras pró-inflamatórias Th17. Por outro lado, o TGF-β, juntamente com a IL-6, 
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promove a diferenciação de células Th17 e suprime a FoxP3, levando a uma redução 

nas células Treg (MANGAN et al, 2006). 

A elevação da IL-10 também ocorre em diferentes condições clínicas 

associadas ao LES. Porém, ainda não está claro se sua elevação pode auxiliar no 

desenvolvimento de nefrite. A IL-10 não é uma citocina especifica, pois pode ser 

produzida por células Th1, Th2, Th17 e Treg, porém, sua superexpressão em 

pacientes com LES pode sugerir ativação de células Treg (MIYAKE et al, 2011). 

  

1.1.3. Diagnóstico 

 

O diagnóstico do LES é bastante complexo, visto que seus sinais e sintomas 

clínicos inespecíficos (febre, fadiga, artralgias, dentre outros) são comuns a várias 

outras patologias, podendo ser associados com doenças infecciosas, inflamatórias e 

até mesmo outras doenças autoimunes (IGHE et al, 2015). 

O exame FAN-Hep2 é utilizado como teste de triagem. Apesar de apresentar 

baixa especificidade, quando associado a uma clínica sugestiva de LES o diagnóstico 

torna-se bastante provável.  A presença de FAN-Hep2+ é bastante comum no LES 

como demonstrado na Espanha, na Dinamarca e também no Brasil com 95,6%, 100% 

e 100% de positividade, respectivamente. Os títulos encontrados confirmam que 

pacientes com LES, diferentemente de indivíduos normais, tendem a apresentar o 

FAN-Hep2 em títulos de moderados (1/320) a elevados (>1/640) (NAKASHIMA et al, 

2011). Segundo a Portaria nº100/2013 casos com pesquisa de FAN-Hep2-, porém 

com lesões cutâneas fotossensíveis, recomenda-se a realização da pesquisa de 

anticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSB/La. Anticorpos anti-DNA nativo e anticorpos anti-

Sm são considerados testes específicos para a identificação do LES, mas têm baixa 

sensibilidade, o que pode gerar resultados falso negativos. Além disso, anticorpos 

anti-SSA/Ro, anti-SSB/La e níveis séricos de componentes do complemento podem 

auxiliar no diagnóstico e acompanhamento da doença (COSTA e COIMBRA, 2014).  

Além disso, na avaliação clínica o médico solicitará outros exames que podem 

auxiliar no diagnóstico ou no acompanhamento do LES, tais como: hemograma 
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completo com contagem de plaquetas; contagem de reticulócitos; teste de Coombs 

direto; velocidade de hemossedimentação (VHS); proteína C reativa (PCR); 

eletroforese de proteínas; aspartato-aminotransferase (AST); alanina-

aminotransferase (ALT); fosfatase alcalina; bilirrubinas total e frações; desidrogenase 

láctica (LDH); ureia e creatinina; eletrólitos (cálcio, fósforo, sódio, potássio e cloro); 

exame qualitativo de urina (EQU); complementos (CH50, C3 e C4); albumina sérica; 

proteinúria de 24 horas; VDRL; e  avaliação de autoanticorpos (FAN-Hep2, anti-DNA 

nativo, anti-Sm, anticardiolipina IgG e IgM, anticoagulante lúpico, anti-La/SSB, anti-

Ro/SSA e anti-RNP) (KUHN et al, 2015). 

A avaliação do hemograma é de fundamental importância no acompanhamento 

do LES, uma vez que é comum esses pacientes apresentaram quadros de anemia 

(Hemoglobina<12g/dL em mulheres e <13,5g/dL em homens e hematódrito inferior a 

35%), redução de eritrócitos (3,9x106 e 4,3x106 em mulheres e homens 

respectivamente) associado a reticulocitose, leucopenia (global de leucócitos < 

4x103/dL) com linfopenia e/ ou neutropenia, <1,5x103 e 1x103/dL, respectivamente. 

Porém a leucopenia pode estar associada ao tratamento e, além disso, a presença de 

quadros infecciosos podem gerar um quadro de leucocitose (>10x103dL) decorrente 

principalmente da elevação de neutrófilos (BASHAL et al, 2013; FAYYAZ et al, 2015). 

Quadros de trombocitopenia (<100x103/dL) também são comuns em pacientes 

com LES e em geral estão associados a atividade da doença, além de ser um fator de 

risco para esses pacientes (KUHN et al, 2015). 

Diante disso recomenda-se que o diagnóstico de pacientes com LES seja feito 

através de critérios de classificação dos pacientes de acordo com o American College 

of Rheumatology (ACR) (Anexo 1), o qual é estabelecido a partir da presença de pelo 

menos 4 dos 11 critérios de classificação, em qualquer momento da vida dos 

pacientes, propostos pelo ACR em 1982 e revisados em 1997. Os critérios são: 

eritema malar, lesões discoides, fotossensibilidade, úlceras orais ou nasofaringeanas, 

pleurite ou pericardite, artrite (não erosiva, com 2 ou mais articulações com dor, 

inchaço ou efusão), comprometimento renal (proteinúria persistente e cilindros 

urinários), alterações hematológias (anemia hemolítica, leucopenia, linfopenia e 

palquetopenia), alterações neurológicas, alterações imunológicas e presença de 
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anticorpos antinucleares. Esses critérios apresentam uma sensibilidade de 83% e uma 

especificidade de 96% (HOCHBERG et al, 1997; BORBA et al, 2008). 

Petri et al (2012) propôs o Systemic Lupus International Collaborating Clinics 

(SLICC) (Anexo 2), no qual além dos critérios utilizados no ACR foram incluídos 

critérios baseados nos sinais e sintomas clínicos, tais como: alopecia não cicatricial, 

acometimento articular (rigidez matinal das articulações por mais de 30 minutos), 

hematúria, sintomas neurológicos (mielite, neuropatia cranial ou periférica, estado 

confusional agudo), alterações imunológicas ( redução de componentes do sistema 

de complemento, Coombs direto positivo e anti-β glicoproteína). O diagnóstico 

baseado no SLICC é feito com a presença de 4 ou mais desses critérios, ou biópsia 

renal com nefrite lúpica e FAN-Hep2+ ou anti-dsDNA+. Esses critérios possuem 97% 

e 84% de sensibilidade e especificidade, respectivamente (KUHN et al, 2015; 

VASQUEZ-CANIZARES, 2017). 

Após diagnosticar o LES a equipe médica monitora a evolução do quadro 

clínico através da classificação da atividade da doença, esse monitoramento é útil 

tanto para a avaliação do tratamento e consequente remissão da doença quanto para 

a pesquisa clínica. A atividade é avaliada de acordo com o índice SLEDAI-2k 

(Systemic Lupus Erythematosus Dsease Activity Index 2K), o qual pontua as 

alterações clínicas e laboratoriais dos pacientes durante a consulta médica (Anexo 3) 

(TOUMA et al, 2010; MIKDASHI e NIVED, 2015). 

O SLEDAI-2k é um questionário feito pelo médico no qual ele avalia e pontua 

as manifestações apresentadas pelo paciente, ele consiste em 24 diferentes 

manifestações que são pontuadas de 1 a 8, sendo que as alterações neurológicas e 

vasculares recebem 8 pontos cada, alterações musculoesqueléticas e renais 4 pontos 

cada, manifestações cutâneas e imunológicas 2 pontos e febre, leucopenia e 

trombocitopenia 1. A pontuação pode variar de 0 (paciente não apresenta nenhuma 

manifestação) a 105 (soma da pontuação de todos os critérios) em um período de 30 

dias (BOMBARDIER et al, 1992; TOUMA et al, 2010). De acordo com essa pontuação 

os pacientes são classificados em LES baixa atividade (≤4) ou LES moderada/alta 

atividade (>4) (MORAND e MOSCA, 2017). 
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1.1.4 Tratamento: 

 

Como o LES é uma doença crônica e autoimune, e ainda não apresenta cura, 

o paciente deve receber orientações sobre a evolução da doença e cuidados. O 

tratamento, tem como objetivo garantir uma boa qualidade de vida e um bom 

prognóstico da doença. O tratamento farmacológico depende da atividade da doença 

e do órgão acometido. Os principais fármacos utilizados para o tratamento são: 

corticoides (prednisona e hidrocortisona), imunossupressores (ciclofosfamida, 

metotrexato e azatioprina) e antimaláricos (hidroxicloroquina e difosfato de 

cloroquina). Os antimaláricos são utilizados com o objetivo de reduzir a atividade da 

doença, evitar o risco de trombose e melhorar o quadro articular (COSTA e COIMBRA, 

2014). 

 

1.2 Micropartículas: 

 

O processo de ativação celular e apoptose produzem vesículas extracelulares, 

que dependendo do tamanho são chamadas de exossomos, microvesículas ou corpos 

apoptóticos. Em geral as microvesículas apresentam cerca de 0,1 a 1µm de diâmetro, 

já os corpos apoptóticos podem apresentar o mesmo tamanho, porém dependendo 

da fase em que ocorre a apoptose eles podem ser um pouco maiores (ZIRNGIBL et 

al, 2015). As microvesículas, foram classificadas como Micropartículas (MPs) em 1967 

por Peter Wolf, e diferenciadas dos corpos apoptóticos e exossomos por seu 

mecanismo de liberação, tamanho e expressão de marcadores de superfície, sendo 

que as MPs de maior relevância cientifica apresentam um tamanho variando de 7-

9µm (NOMURA e SHIMIZU, 2015; RASMUSSEN e JACOBSEN, 2018). 

Os exossomos variam de 50-100nm e tem origem intracelular e mecanismos 

de expressão extracelular. São formados por exocitose através da fusão de corpos 

multivesiculares que se ligam a membrana plasmática. Uma diferença entre 

exossomos e MPs é que os primeiros são formados internamente, enquanto as MPs 

se originam na superfície celular. Já os corpos apoptóticos são muito maiores do que 

as MPs ou exossomos, sendo grandes fragmentos ou restos de células após 

https://www.tandfonline.com/author/Jacobsen%2C+S%C3%B8ren
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apoptose. A linha divisória entre MPs e corpos apoptóticos não é clara porque essas 

estruturas podem ter componentes em comum e ambas podem se originar durante os 

processos de morte celular (BOBRIE et al, 2011; DYE et al, 2013). 

As MPs e os corpos apoptóticos facilitam a remoção de restos celulares, uma 

vez que o tamanho facilita a fagocitose pelas células de defesa reduzindo as 

atividades pró-inflamatórias ou pró-trombóticas que a morte celular pode gerar. 

Porém, devido ao menor tamanho das MPs, os fagócitos tendem a fagocitar 

primeiramente os corpos apoptóticos e consequentemente as MPs conseguem 

transportar substâncias biotivas para outros locais. Durante a infecção viral, por 

exemplo, as MPs geradas poderiam transportar uma carga de material celular e viral 

para ativar a imunidade inata do hospedeiro; tal mecanismo, se excessivo ou 

desregulado, pode predispor à autoimunidade (DYE et, al, 2013). 

As MPs são pequenas vesículas ligadas externamente à membrana celular, as 

quais podem exercer diferentes atividades biológicas incluindo a participação em 

doenças autoimunes. Elas se desprendem das células por brotamento exocítico 

durante a ativação e/ou apoptose. Inicialmente as MPs foram consideradas detritos 

sem importância, porém hoje sabe-se que elas podem estar relacionadas com 

inúmeros processos fisiológicos, as quais podem facilitar a comunicação intracelular 

induzindo sinalização celular em processos imunológicos. As MPs podem ser 

originadas de vários tipos celulares, além disso elas podem incluir várias outras 

moléculas, como por exemplo, DNA, RNA, proteínas nucleares, fatores de 

crescimento e citocinas (COCUCCI et al, 2009; MAUSE e WEBER, 2010). Além de 

seu papel na sinalização, as MPs podem ser o gatilho da formação de 

imunocomplexos, provocando ativação do sistema de complemento. Devido a sua 

variedade de constituintes, elas podem gerar processos como inflamação, 

coagulação, ativação de células endoteliais, apresentação de antígenos e apoptose 

entre muitos outros (PISETSKY et al, 2012). 

As MPs com ação imunológica, em geral são divididas em derivadas de 

plaquetas e derivadas de leucócitos, porém qualquer outro tipo celular pode produzir 

MPs e acredita-se que todas são biologicamente ativas. As MPs derivadas de 

plaquetas, em geral são as mais abundante no sangue e resultam principalmente da 

ativação de plaquetas, embora a derivação de megacariócitos também seja possível, 
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essas MPs podem promover trombose, gerando doenças cardiovasculares, incluindo 

casos decorrentes de doenças autoimunes. Já as MPs de leucócitos também podem 

induzir quadros de inflamação e, potencialmente, autoimunidade (DYE et al, 2013). 

Como as MPs podem ser originadas de diferentes tipos celulares elas 

apresentam diferentes tipos de Antígenos de superfície, como mostrado na Tabela 1: 

Tabela 1 -  Antígenos de superfície que caracterizam a origem das Micropartículas. 
Antígenos de superfície 

Origem das Micropartículas Antígeno 

Plaquetária CD31, CD41, CD42a, CD42b, CD41, CD61, 
CD62P, CD63 

Endotelial CD31, CD51, CD54, CD62E, CD105, CD106, 
CD144, CD146 

Monocitica CD14 

Linfocítica CD4, CD8, CD20 

Fonte: adaptado de NOMURA et al, 2015; FRANÇA et al, 2015. 

Embora quaisquer linhagens celulares possam formar MPs, as MPs de 

plaquetas e eritrócitos são as mais comuns no sangue de indivíduos saudáveis, sendo 

que as MPs derivadas de plaquetas representam a maioria (ARRAUD et al, 2014, 

2015). No LES observa-se uma ativação de plaquetas, leucócitos e células endoteliais 

e a geração de MPs derivadas dessas células (CROOKSTON et al, 2013). A 

membrana das MPs é carregada negativamente o que permite a ligação de fatores da 

coagulação, incluindo fator tecidual, e retém marcadores antigênicos membranosos 

da célula parental o que pode ser usado para identificar a origem celular específica 

(DISTLER et al, 2006). 

MPs de pacientes AR e LES apresentam em sua maioria DNA, histonas e 

HMGB1, essas moléculas apresentam atividades que podem promover efeitos 

imunológicos e vasculares inespecíficos, bem como a geração de autoanticorpos 

específicos. O DNA é facilmente ligado ao anticorpo anti-DNA, devido à expressão da 

superfície ou à acessibilidade dos locais internos (PISETSKY et al, 2012). 

Estudos vem mostrando que as MPs participam da comunicação entre células 

facilitando a sinalização e a transferência de proteínas entre as células, aumentando 

tanto a mediação direta célula-célula quanto o mecanismo de comunicação através 

de citocinas. Ativação celular por MPs foram relatadas em LES, síndrome de 

Sjögren′s, artrite inflamatória, trombocitopenia imune, púrpura trombocitopenica 
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trombótica, vasculite e síndrome do antifosfolípide (DISTLER et al, 2006; OWENS e 

MACKMAN, 2011; CROOKSTON et al, 2013). 

O LES neuropsiquiátrico e o LES em atividade foram associados com ativação 

de células endoteliais imunomediadas, aumento da ativação e agregação plaquetária 

e trombogenese (ZACCAGNI et al, 2004; CROOKSTON et al 2013). 

Durante este processo de destruição celular e consequente formação de MPs, 

a assimetria da membrana é perdida expondo Fosfatidilserina (PS) na superfície da 

MP (MOREL et al, 2011). A PS pode interagir com fatores da coagulação, sugerindo 

que as MPs que expressam PS podem participar de eventos trombóticos (OWENS et 

al, 2011). Além disso, o reconhecimento de PS por lactaderina ou receptores de 

tirosina-quinase permitem a rápida depuração das MPs da circulação (HAPPONEN et 

al, 2016).  

No LES, as MPs que expressam PS expõe autoantígenos que são 

reconhecidos por autoanticorpos, formando IC contendo MP (FORTIN et al, 2016). 

As plaquetas de pacientes com LES exibem níveis aumentados do ligante 

CD40 solúvel, P-selectina e tromboxano (BOILARD et al, 2012; FORTIN et al, 2016). 

A anexina V é uma proteína que se liga à PS com alta afinidade. Sondas fluorescentes 

conjugadas com anexina V são utilizadas na identificação de MPs em fluídos 

biológicos. Níveis elevados de anexina V+ MPs+ IC correlacionam-se com 

concentrações de autoanticorpos e complemento (NIELSEN et al, 2012). 

No LES moderada/alta atividade MPs endoteliais estão relacionadas com 

disfunção endotelial. Parker et al (2014) relatam a melhoria no controle do LES com 

supressão da inflamação após redução da presença de MPs endoteliais e observaram 

melhora no quadro de disfunção endotelial, o que sugere que o controle da atividade 

inflamatória da doença contribuiria para reduzir o risco cardiovascular ou o 

desenvolvimento de aterosclerose prematura no LES (MCCARTHY et al, 2016).  

MPs de origem endotelial (anexina V+/CD31+/CD45-) presentes em pacientes 

com LES aumentam a expressão de moléculas de superfície co-estimulatórias e a 

produção de citocinas pró-inflamatórias IL-6, TNF-α e IFN-γ por células dendríticas 

plasmocitoides derivadas do sangue e dendríticas mielóides (DIEKER et al, 2016). 
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Esta via de ativação pode estar associada a outros distúrbios inflamatórios adicionais 

que sugerem que Micropartículas endoteliais, possam ser importantes como novos 

alvos terapêuticos imunomoduladores no LES (DIEKER et al, 2016; MCCARTHY et 

al, 2016). 

Atualmente estudos utilizando citometria de fluxo mostram alterações na 

quantificação e origem celular de MPs originadas de células ativadas CD4+, CD8+, 

CD14+, CD20+, CD42a+, CD54+ e CD61+ que circulam em pacientes com LES, 

porém, como a citometria permite a marcação de proteínas específicas, a sua 

capacidade de análise se torna reduzida e dependente da disponibilidade de 

anticorpos específicos (NIELSEN et al, 2012; ULLAL et al, 2011).  

Neste estudo tentou-se avaliar o papel das MPs na patogênese do LES 

diferenciando sua associação com AR e ES, uma vez que as MPs apresentam 

propriedades estruturais e funcionais únicas, que sugerem um papel central na 

patogênese de doenças autoimunes, assim como a utilidade das MPs como 

biomarcadores para mapear o curso da doença, incluindo complicações. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Estudos recentes vem demonstrando que Micropartículas exercem influência 

no perfil de resposta imunológica e que estas encontram-se aumentadas em pacientes 

com Lúpus Eritematoso Sistêmico (CROOKSTON et al, 2013; FORTIN et al, 2016; 

MOBARREZ et al, 2016). Sabe-se também que as Micropartículas estão associadas 

a processos inflamatórios e que pacientes com LES em moderada/alta atividade 

tendem a apresentar um quadro inflamatório mais acentuado quando comparado com 

pacientes com LES com baixa atividade. Diante disso, o aumento de Micropartículas 

e a sua origem celular podem sugerir uma influência significativa no prognóstico da 

doença. Esse estudo tem como objetivo caracterizar Micropartículas de pacientes com 

LES e especificar o perfil de ativação por Micropartículas autólogas nas células 

mononucleares desses pacientes visando contribuir para um melhor conhecimento do 

papel dessas na modulação da resposta imune no Lúpus Eritematoso Sistêmico. 

Este estudo apresenta uma importância significativa devido ao fato de que até 

o momento, não existirem marcadores específicos que possam ser usados no 

diagnóstico e prognóstico do Lúpus.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Avaliar a origem das Micropartículas de pacientes com LES e a sua influência 

na produção de citocinas por Células Mononucleares de Sangue Periférico a 

fim de identificar uma possível associação delas com o desenvolvimento e 

prognóstico do LES.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Quantificar Micropartículas nas pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico; 

 Avaliar o perfil de ativação, após estimulo, de Células Mononucleares do 

Sangue Periférico de pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico por 

Micropartículas autólogas; 

 Avaliar a produção de citocinas IFN-γ e IL-10. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS: 

 

4.1. Normas Éticas: 

 

 O projeto de pesquisa intitulado “Lúpus Eritematoso Sistêmico: aspectos 

hematológicos e imunológicos” foi analisado e aprovado em 27 de junho de 2012, pela 

Comissão de Ética e Pesquisa da UFMG – COEP/UFMG, sob o número do protocolo 

CAAE 01928412.8.0000.5149 (Anexo 4) e em 4/07/2016 pelo Hospital das Clínicas 

sob o número 061/16 (Anexo 5). 

 

4.2. Seleção de Voluntários: 

 

 Os indivíduos participantes do estudo foram selecionados de acordo com os 

critérios de inclusão e exclusão, durante a consulta médica nos Ambulatórios de 

Reumatologia do Hospital Bias Fortes pertencente ao Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais e do Centro de 

Especialidades Médicas da Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte. Todos os 

participantes foram esclarecidos da natureza do estudo e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 6), autorizando a coleta de sangue 

e o uso de informações constantes no prontuário médico. 

 A população do estudo foi dividida em quatro grupos: 

 Pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade (LESABA) 

(n=7); 

 Pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico de moderada/alta atividade 

(LESAMA) (n=8); 

 Pacientes com Outras Doenças Autoimunes (ODA): 

 Artrite Reumatóide (AR) (n=3); 

 Esclerodermia Sistêmica (ES) (n=2); 
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 Indivíduos saudáveis (CT) (n=5). 

As pacientes com LES foram distribuídos nos grupos LESABA e LESAMA de 

acordo com escore de SLEDAI-2k modificado realizado pela equipe médica durante a 

consulta, considerando SLEDAI-2k≤4 para o grupo LESABA e SLEDAI-2k>4 para o 

grupo LESAMA (MORAND et al, 2017). 

 

4.2.1. Critérios de Inclusão 

 - LESABA: 

 Indivíduos do sexo feminino com LES SLEDAI-2k≤4; 

 Idade entre 18-75 anos; 

 Dose máxima de prednisona de 10mg; 

 HIV negativo; 

 Prontuário atualizado e exames laboratoriais recentes. 

- LESAMA: 

 Indivíduos do sexo feminino com LES SLEDAI-2k>4; 

 Idade entre 18-75 anos; 

 Dose máxima de prednisona de 10mg; 

 HIV negativo; 

 Prontuário atualizado e exames laboratoriais recentes. 

- ODA: 

 Indivíduos do sexo feminino diagnosticadas com AR ou ES; 

 Idade entre 18-75 anos; 

 Dose máxima de prednisona de 10mg; 

 HIV negativo; 

 Prontuário atualizado e exames laboratoriais recentes. 

- CT: 

 Indivíduos do sexo feminino; 

 Idade entre 18-75 anos; 

 HIV negativo; 

 Não portadores de doenças autoimunes, infecciosas ou inflamatórias. 
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4.2.2 Critérios de Exclusão 

 

 - LESABA e LESAMA: 

 Indivíduos do sexo masculino; 

 Quadro de doença infecciosa, inflamatória ou autoimune; 

 HIV positivo; 

 Gestante; 

 Pulsoterapia com imunossupressor; 

 Sem prontuário ou exames laboratoriais recentes. 

- ODA: 

 Indivíduos do sexo masculino; 

 Indivíduos com LES ou outra doença autoimune que não AR ou ES; 

 Quadro de doença infecciosa, inflamatória ou autoimune; 

 HIV positivo; 

 Gestante; 

 Pulsoterapia com imunossupressor; 

 Sem prontuário ou exames laboratoriais recentes. 

- CT: 

 Indivíduos do sexo masculino; 

 Quadro de doença infecciosa, inflamatória ou autoimune observado nos 

últimos 30 dias (autorrelato); 

 HIV positivo; 

 Gestantes; 

 Uso de imunossupressor. 

 

4.3.  Estudos Laboratoriais 

 

4.3.1. Obtenção das Amostras de Sangue 

 

 Foram coletados 16mL de sangue periférico por punção venosa no antebraço 

em tubos estéreis do sistema Vacuette do Brasil (BD Biosciences) contendo heparina 

e 4mL de sangue em tubo contendo citrato de sódio (BD Biosciences). 
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Posteriormente as amostras de sangue foram encaminhadas ao Laboratório de 

Imunologia Clínica da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Minas 

Gerais para o desenvolvimento do protocolo experimental. 

 

4.3.2. Purificação de Células Mononucleares do Sangue Periférico 

 

 A purificação de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foi 

realizada com a amostra de sangue coletado com heparina. Em fluxo laminar o sangue 

foi transferido para tubos Falcon (Falcon corning USA) de 15mL contendo Ficoll-

Hypaque (Sigma Chemical Co, EUA, densidade 1,077g/mL) na proporção de 1/3 de 

Ficoll para 2/3 de sangue. Em seguida os tubos foram centrifugados a 550g por 45 

minutos a 18ºC. Após a centrifugação, o anel de células formado entre o Ficoll- 

Hypaque e o plasma foi coletado com auxílio de pipeta Pasteur estéril e transferido 

para um tubo Falcon de 15mL e o volume foi completado com RPMI-1640 (Sigma- 

Aldrich USA) gelado. As células foram centrifugadas a 370g por 7 minutos a 4ºC. 

Posteriormente o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido e o volume 

foi completado novamente com RPMI-1640 sendo repetido esse processo por mais 

2x. 

 Após a última lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1mL de RPMI-1640 do 

qual foi retirado 10µL da suspensão e adicionado 90µL de Azul de Tripan (CorningTM 

BD Biosciences) para a quantificação das células em câmara hemocitométrica de 

Neubauer. A concentração celular foi ajustada para 1,5x106 células/mL. Foram 

cultivados 3 poços com 1,5x106 cada em placas de 24 poços para cada paciente, em 

seguida as placas foram incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 por 12h para a 

estimulação das células com as MPs. 
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4.3.3. Purificação de Micropartículas 

 

 Para a extração de MPs foi coletado 4mL de sangue periférico em tubo 

contendo anticoagulante citrato de sódio. A amostra foi centrifugada a 1500g por 15 

minutos a 23ºC para a obtenção do plasma pobre em plaquetas (PPP). Posteriormente 

o PPP foi transferido para eppendorfs e centrifugado novamente a 13000g por 5 

minutos a 23ºC, obtendo-se assim o plasma livre de plaquetas (PLP). O PLP foi 

aliquotado em eppendorfs e armazenado em freezer a -20ºC por 12h. 

 

4.3.4. Quantificação e Caracterização de Micropartículas 

 

 As amostras de PLP congeladas a -20°C foram descongeladas e aliquotadas 

em eppendorfs: 

 2 eppendorfs contendo 100µL de PLP para quantificação e identificação da 

origem das MPs utilizando, a citometria de fluxo (LSRFortessaTM BD 

Biosciences); 

 1 eppendorf contendo 300µL de PLP para estímulo da CMSP. 

Aos eppendorfs foi adicionado tampão citrato/heparina (300µL de tampão em 

cada eppendorf contendo 100µL de PLP e 900µL de tampão no eppendorf contendo 

300µL de plasma) para a obtenção das MPs. Essa preparação foi centrifugada a 

15000g por 90 minutos a 15ºC. Terminada a centrifugação o sobrenadante foi 

removido e o pellet contendo MPs para o estimulo da cultura foi ressuspendido em 

300µL RPMI-1640 gelado e armazenado em banho de gelo. Já os pellets de MPs para 

a quantificação foram ressuspendidos em 100µL de tampão de anexina cada. Em 

seguida foram adicionados os anticorpos para a quantificação e a identificação da 

origem das MPs (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados na marcação de MPs 

Anticorpo Fluorocromo Volume Fabricante Especificidade 

Anexina FitC 2,5µL BDBiosciences Micropartículas 

CD4 PECy-5 2,5µL BDBiosciences Linfócito T CD4 

CD8 APC 5µL BDBiosciences Linfócito T CD8 

CD14 BV605 2,5µL BDBiosciences Monócito 

CD20 V450 5µL BDBiosciences Linfócito B 

CD42a PE 2,5µL BDBiosciences Plaqueta 

CD54 APC 5µL Bio Albra Célula Endotelial 

CD61 PE 2,5µL BDBiosciences Plaqueta 

FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate; PECy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; BV605: 
Brilliant™ Violet; V450: Horizon™ 450; PE: Ficoeritrina. 

Após a adição dos anticorpos, os tubos foram incubados por 30 minutos a 4ºC 

e protegidos da luz. Posteriormente, adicionou-se mais 300µL de tampão de anexina 

a cada tubo (totalizando um volume total de 400µL). Em seguida, os tubos foram 

levados ao Citometro de Fluxo (LSRFortessaTM BD Biosciences) onde a amostra foi 

aspirada em uma velocidade de 60µL/s durante 60 segundos em alta velocidade para 

a quantificação e identificação das MPs.  

O número de MPs/µL de plasma foi calculado de acordo com a seguinte 

fórmula, segundo Campos et al (2010):  

MPs/µL = (N x 400)/(60 x 100) 

 Onde N é o número de eventos adquiridos no gate selecionado das MPs, 400 

é o volume total em cada tubo antes da fenotipagem, 60 é o volume de amostra 

analisada durante a fenotipagem e 100 é o volume PLP inicial (CAMPOS et al, 2010). 

 Depois de quantificadas as MPs, calculou-se o volume da amostra (eppendorf 

contendo as MPs ressuspendidas em 300µL de RPMI-1640) equivalente a 50000 MPs 

para uso na estimulação de CMSP autólogas. Incubou-se por mais 48h a 37ºC e 5% 

de CO2. 

 

4.3.5. Cultivo de Células Mononucleares do Sangue Periférico 

 

As CMSP, ajustadas a 1,5x106 células/mL de RPMI-1640, foram distribuidas 

em placas de cultivo de 24 poços (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA). As 
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células foram estimuladas com 50000 MPs autólogas, adicionadas 12h após o início 

do cultivo, na ausência de MPs (controle) e como controle positivo utilizou-se o 

mitógeno fitohemaglutinina (Phytohemaglutinin – PHA – Sigma-Aldrich) na 

concentração final de 3μg/mL. A placa foi incubada em estufa a 37ºC e 5% de CO2 

por 48h. 

 

4.3.6. Marcação das Células Mononucleares de Sangue Periférico 

 

 Faltando 4 horas para o término do tempo de incubação foi adicionado aos 

poços contendo CMSP em cultivo 1µL/poço de Brefeldina (BD Golgi PlugTM, BD 

Biosciences). Após esse tempo a placa de 24 poços contendo as células foi 

centrifugada a 430g a 4ºC por 10 minutos e em seguida, colocada em banho de gelo. 

O sobrenadante foi descartado e as células coletadas para tubos de poliestireno de 

5mL, cada poço foi lavado 3 vezes com 500µL PBS (Phosphate Buffered Saline) 

gelado. A cada tubo foi adicionado 1mL de PBS-W (Phosphate Buffered Saline – 

Wash) e a suspensão foi homogeneizada em vortex. Em seguida os tubos foram 

centrifugados por 7 minutos a 400g e 4ºC. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e adicionou-se aos tubos os anticorpos monoclonais marcados com 

fluorocromo de acordo com a Tabela 3: 

Tabela 3 - Anticorpos utilizados para imunofenotipagem 
Anticorpo Fluorocromo Volume Fabricante Especificidade 

CD4 PECy-5 2µL BDBiosciences Linfócitos T 

CD8 APC 4µL BDBiosciences Linfócitos T 

CD14 FitC 4µL BDBiosciences Monócitos 

CD19 PE 4µL BDBiosciences Linfócitos B 

PECy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate; PE: 
Ficoeritrina. 
 

Os tubos foram incubados por 30 minutos a 23°C e protegidos da luz. 

 Após a incubação, a cada tubo, foi adicionado 1mL de PBS-W, os quais foram 

homogeneizados em vortex e centrifugados a 400g por 7 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e a cada tubo foi adicionado 500µL de PBS-W e 3mL de 

PBS-P (Phosphate Buffered Saline – Perm), homogeneizados 10 vezes por inversão 
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e incubados por 10 minutos a 4ºC protegidos da luz. Em seguida, os tubos foram 

centrifugados a 400g por 7 minutos a 4ºC. 

 Novamente o sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram adicionados 

os anticorpos anti-citocinas, de acordo com o Tabela 4: 

Tabela 4 - Anticorpos anti-citocinas 

Anticorpo Fluorocromo Volume Fabricante 

IFN-γ PE 3µL BD Biosciences 

IL-10 PE 3µL BD Biosciences 

PE: Ficoeritrina. 

Os tubos foram, novamente, incubados por 30 minutos a 4ºC e protegidos da 

luz. 

 Posteriormente a cada tubo foi adicionado 2mL de PBS-P e a suspensão celular 

foi centrifugada a 400g por 7 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e ao 

sedimento foi adicionado 2mL de PBS-W, sendo novamente centrifugado a 400g por 

7 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 300µL 

de solução fixadora Macs Facs Fix (MFF) para posterior leitura em citometro de fluxo. 

 As amostras foram levadas ao citometro de fluxo LSR FortessaTM BD 

Biosciences, sendo adquiridos 100000 eventos por tubo. 

 

4.4. Aquisição de dados: 

 

4.4.1. Quantificação de Micropartículas: 

 

A análise da leitura obtida das MPs foi realizada através do FlowJoTM v10. O 

gate selecionado da população de MPs foi evidenciada através do gráfico tamanho 

(FSC) por Anexina+, conforme mostrado na Figura 4: 
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Figura 4 - Gate de Micropartículas – Tamanho x Anexina +. 

FSC: Forward Scatter (tamanho); FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate.  

  

A partir da marcação de Anexina (Figura 4) foi obtido a população de MPs 

derivadas de linfócitos (CD4+, CD8+ e CD20+), monócitos (CD14+), endotélio 

(CD54+) e plaquetas (CD42+ e CD61+) (Figura 5). 
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Figura 5 - Gate de Micropartículas provenientes de CD4(A), CD8(B), CD20(C), CD14(D), 

CD54(E), CD42(F) e CD61(G). 
FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate; PECy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; BV605: 
Brilliant™ Violet; V450: Horizon™ 450; PE: Ficoeritrina. 

 

 

4.4.2. Análise de Células Mononucleares de Sangue Periférico: 

 

 As leituras das CMSP marcadas foram realizadas no citometro de fluxo LSR 

FortessaTM BD através do software BD FACSDiva SoftwareTM e foram adquiridos cerca 

de 100000 eventos, sendo a análise realizada através do FlowJoTM v10. 

 A aquisição da população de linfócitos foi feita em gráfico tamanho (FSC) por 

granulosidade (SSC), onde foi selecionado o gate de interesse (Figura 6). 
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Figura 6- Gate de Linfócitos – Tamanho (FSC) X Granulosidade (SSC) 

  

A partir do gate selecionado foram obtidos os dot-plots das populações de 

interesse: linfócitos T CD4+ e T CD8+, linfócitos B CD19+ e monócitos CD14+, 

conforme a figura abaixo (Figura 7): 

 

Figura 7 - Dot-plot das populações de CD4+(A), CD8+(A), CD14+(B) e CD19+(C). 

FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate; PECy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; PE: 
Ficoeritrina. 

 

  

Foi avaliado a produção de citocinas IL-10 e IFN-γ pelas de células CD4+ e 

CD8+ (Figuras 8 e 9).  
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Figura 8 - Dot-plot das populações de CD4(A) e CD8(B) produtoras de IL-10. 

PECy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; PE: Ficoeritrina. 

 

 

Figura 9 - Dot-plot das populações de CD4(A) e CD8(B) produtoras de IFN-γ. 

PECy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; PE: Ficoeritrina. 
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4.5. Análise Estatística 

 

 A análise estatística foi realizada sob a orientação da Professora Dra. Edna 

Afonso Reis do Departamento de Estatística do Instituto de Ciências Exatas da 

Universidade Federal de Minas Gerais.  

 Os dados obtidos nas leituras no Citometro de Fluxo foram análises a partir da 

obtenção do Índice de padronização, o qual foi calculado através da fórmula abaixo: 

  Índice= células estimuladas com MPs marcadas com Anticorpos 
         Células não estimuladas marcadas com Anticorpos 

 O índice foi calculado para cada amostra de pacientes. Posteriormente foi 

calculado a média do índice para grupo de pacientes: LESABA, LESAMA, ODA e CT 

e a partir das médias foram feitas as análises estatísticas.  

As variáveis foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis através da 

comparação entre as medianas, para as análises que apresentaram diferença 

significativa foi realizado o teste de Wilcoxon (comparação 2 a 2) para identificar a 

diferença significativa. Para as análises da variável “idade” foi utilizado o teste One-

way ANOVA por teste de Tukey. Além disso, foi realizado também o teste de 

correlação entre as variáveis pelo teste de Rô Spearman. Os Boxplots foram 

elaborados utilizando o software MiniTab (versão 18).  

 Para os valores significativos foi utilizado o valor de p de 0,10. O valor-p 

descreve a probabilidade de se observar os resultados da amostra sob a hipótese nula 

(de não efeito ou não diferença), portanto, o valor p=0,10 é um valor baixo, 

especialmente para amostras pequenas; o que permite descrever os resultados e 

indicar possíveis efeitos. 

  

4.6. Delineamento Experimental 

 

A Figura 10 ilustra todas as etapas do projeto. 
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Figura 10 – Fluxograma do delineamento experimental 

CT: Indivíduos saudáveis; ODA: Outras doenças autoimunes; LES: Lúpus Eritematoso 
Sistêmico; AR: Artrite Reumatoide; ES: Esclerose Sistêmica; LESABA: Lúpus Eritematoso 
Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de moderada/alta 

atividade. 
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5. RESULTADOS 

 

 O estudo incluiu 25 participantes que atenderam aos critérios de inclusão (item 

4.2.1) e aos critérios de exclusão (item 4.2.2). As pacientes dos grupos LESABA, 

LESAMA e ODA foram recrutados no Hospital das Clínicas da Universidade Federal 

de Minas Gerais e no Centro de Especialidades Médicas da Santa Casa de 

Misericórdia de Belo Horizonte. Os indivíduos saudáveis foram recrutados na 

Faculdade de Farmácia da UFMG. 

 Foram 15 pacientes com LES, sendo 7 do grupo LESABA e 8 do grupo 

LESAMA. O total de pacientes com LES apresentaram uma média de idade e de 

tempo de doença de 42±12,08 e 15,85±10,39, respectivamente.  

As participantes representantes do grupo LESABA apresentaram uma média 

de idades de 49,29±5,055 (27-63) anos. Já as participantes do grupo LESAMA tiveram 

uma média de idade de 36±2,74 (27-50) anos.  

As pacientes do grupo ODA foram constituídos por 3 pacientes com Artrite 

Reumatoide e 2 pacientes com Esclerodermia Sistêmica. Essas pacientes 

apresentaram uma média de idades 58±5,45 (46-74). E por fim, as 5 pacientes do 

grupo controle apresentaram uma média de idade de 44,8±3,455 (36-57) anos.  

 Houve diferença significativa (p<0,10) na média das idades entre os grupos 

LESAMAxODA (Figura 11).  
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Figura 11 – Comparação das médias das idades entre os grupos. 

CT: indivíduos saudáveis; LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: 
Lúpus Eritematoso Sistêmico de moderada/alta atividade; ODA: Outras doenças autoimunes; 

*p=0,0073 (Teste Tukey). 

 

Quanto ao tempo de doença o grupo LESABA apresentou uma mediana de 19 

(5-39) anos, e além disso, o grupo apresentou também uma mediana de SLEDAI-2k 

de 0 (0-1). Já as participantes do grupo LESAMA apresentaram uma mediana de 

tempo de doença de 13 (1-30) anos e uma mediana de SLEDAI-2k de 7,5 (6-12). E 

por fim, o grupo ODA apresentou uma mediana de tempo de doença de 19 (9-34) 

anos. 

 A análise estatística dos dados Índice de SLEDAI-2k e tempo de doença estão 

representados na Tabela 5. Baseado na mediana, pode-se observar que não houve 

diferença significativa (p<0,10) no tempo de doença entre os diferentes grupos 

LESABA, LESAMA e ODA. 
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Tabela 5 - Dados demográficos dos participantes do estudo: 

 

 Grupos 

Valor p Mediana 
(mínimo-máximo) 

LESABA 
(n=7) 

LESAMA 
(n=8) 

ODA 
(n=5) 

CT 
(n=5) 

 

SLEDAI-2k 0 
(0-1) 

7,5 
(6-12) 

- -  

Tempo de 
doença (anos) 

19 
(5-39) 

13 
(1-30) 

19 
(9-34) 

- 0,531 

LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de 
moderada/alta atividade; ODA: outras doenças autoimunes; CT: controle; *- p<0,10= diferença 
significativa (teste de Kruskal-Wallis). 

  

A Tabela 6 mostra os critérios ACR apresentados pelas pacientes durante o 
momento do diagnóstico. 

 

Tabela 6 - Critérios ACR apresentados pelas pacientes com LES no momento do 

diagnóstico. 

Manifestações LES (n=15) LESABA (n=7) LESAMA (n=8) 

Erupção malar 7 (46,7%) 4 (57,1%) 3 (37,5%) 

Erupção discoide - - - 

Fotossensibilidade 11 (73,3%) 6 (85,7%) 5 (62,5%) 

Úlceras orais 7 (46,7%) 3 (42,8%) 4 (50,0%) 

Artrite 7 (46,7%) 6 (85,7%) 1 (12,5%) 

Serosite 5 (33,3%) 4 (57,1%) 1 (12,5%) 

Distúrbio renal 7 (46,7%) 2 (28,6%) 5 (62,5%) 

Distúrbio 
neurológico 

2 (13,3%) 1 (14,3%) 1 (12,5%) 

Distúrbios 
hematológicos 

 Anemia 

 Leucopenia 

 Linfopenia 

 Plaquetopenia 

 
 

1 (6,7%) 
5 (33,3%) 
6 (40,0%) 
1 (6,7%) 

 
 
- 

3 (42,8%) 
5 (71,4%) 
1 (14,3%) 

 
 

1 (12,5%) 
2 (25,0%) 
1 (12,5%) 

- 
 

Distúrbios 
imunológicos 

 Anti-Sm 

 Anti-dsDNA 

 
 

2 (13,3%) 
5 (33,3%) 

 

 
 

1 (14,3%) 
3 (42,8%) 

 
 

1 (12,5%) 
2 (25,0%) 

FAN-Hep2 15 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 

ACR: American College of Rheumatology; LES: Lúpus Eritematoso Sistêmico; LESABA: Lúpus 
Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de moderada/alta 
atividade; Anti-Sm: Anticorpo Smith; FAN-Hep2: Fator antinuclear em células Hep2. 

 

As manifestações mais frequentes apresentadas pelas pacientes com LES 

durante o diagnóstico foram presença de anticorpos antinucleares (FAN-Hep2+) e 
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fotossensibilidade, 100 e 73,3%, respectivamente. Sendo que as pacientes do grupos 

LESABA apresentaram um predomínio de artrite (85,7%) e linfopenia (71,4%), já as 

pacientes do grupo LESAMA apresentaram distúrbios renais (62,5%). Além disso, 2 

pacientes apresentaram alopecia, sendo 1 do grupos LESABA e 1 do grupo LESAMA. 

A atividade da doença foi avaliada pela equipe médica de acordo com o Índice 

SLEDAI-2k (Anexo 3). A Tabela 7 mostra os principais critérios pontuados pelas 

pacientes de acordo com a divisão dos grupo LESABA (SLEDAI-2k≤4) e LESAMA 

(SLEDAI-2k>4). 

 
Tabela 7 - Critérios SLEDAI-2k pontuados pelas pacientes com LES. 

Critérios SLEDAI-2k LES (n=15) LESABA (n=7) LESAMA (n=8) 

Hematúria 3 (20%) - 3 (37,5%) 

Proteinúria 4 (26,67%) - 4 (50%) 

Piúria 1 (6,67%) - 1 (12,5%) 

Rash cutâneo 1 (6,67%) - 1 (12,5%) 

Alopecia 2 (13,33%) - 2 (25%) 

Úlcera mucosa 2 (13,33%) - 2 (25%) 

Complemento baixo 6 (40%) - 6 (75%) 

Anticorpo Anti-dsDNA 4 (26,67%) - 4 (50%) 

Febre 1 (6,67%) - 1 (12,5%) 

Leucopenia 1 (6,67%) 1 (14,29%)  

LES: Lúpus Eritematoso Sistêmico; LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; 
LESAMA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de moderada/alta atividade.  

 

Nota-se que as pacientes com LES apresentaram apenas 10 dos 24 critérios 

constantes do Índice SLEDAI-2k (Anexo 3), foram pontuados índices laboratoriais e 

índices clínicos. 

 

5.1. Resultados Laboratoriais 

 

 Os dados laboratoriais das pacientes recrutadas foram obtidos de seus 

prontuários no momento da coleta das amostras biológicas.  

 A Tabela 8 apresenta a análise dos resultados dos hemogramas das pacientes. 
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Tabela 8 - Resultados do hemograma das pacientes com LES e ODA coletados dos 

prontuários médicos no momento da coleta. 

 Grupos   

Mediana (mínimo- máximo) Comparação entre 
grupos 

Valor 
p 

LESABA LESAMA ODA   

Global de 
Leucócitos 
(x103/mm3) 

5,0 
(2,76-6,24) 

5,9 
(4,21-10,8) 

6,13 
(3,45-7,35) 

 0,364 

Linfócitos 
(x103/mm3) 

1,07 
(0,80-3,0) 

0,920 
(0,640-
3,59) 

2,567 
(1,427-
3,26) 

 0,104 

Neutrófilos 
(x103/mm3) 

2,220 
(1,390-
4,370) 

3,940 
(2,670-
7,614) 

2,574 
(1,557-
4,189) 

 
LESABA x LESAMA 

LESABA x ODA 
LESAMA x ODA 

0,074* 
0,053* 

1 
0,073* 

Hemoglobi
na 

(g/dL) 

13,7 
(12,5-14,2) 

12,95 
(10,2-15,6) 

13,1 
(12,5-15,3) 

 0,584 

Hematócrit
o (%) 

39,5 
(37,2-41) 

39,1 
(32-46,5) 

40,1 
(37-43,3) 

 0,955 

 

Plaquetas 
(x103/mm3) 

225 
(146-340) 

222 
(147-366) 

230 
(127-248) 

 0,795 

LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de 
moderada/alta atividade; ODA: Outras doenças autoimunes; *- p<0,10= diferença significativa (teste de 
Kruskal-Wallis). 

  

De acordo com a Tabela 8, pode-se observar uma diferença significativa nos 

valores de neutrófilos (p<0,10) através da comparação das medianas dos grupos. O 

valor p dos neutrófilos (teste de Kruskal-Wallis) inferior a 0,10 foi utilizado devido ao 

N amostral ser pequeno e as análises laboratoriais sofrerem variações entre 

indivíduos. Com a comparação 2 a 2 (teste de Wilcoxon) para as medianas de 

neutrófilos evidenciou-se uma diferença significativa entre os grupos LESABA e 

LESAMA e os grupos LESAMA e ODA que apresentaram um valor p de 0,053 e 0,073, 

respectivamente. Não foram observadas diferenças significativas nos valores de 

Hemoglobina, Hematócrito e Plaquetas. 

A Tabela 9 mostra os demais resultados laboratoriais presentes nos 

prontuários das pacientes no momento da coleta das amostras biológicas. 
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Tabela 9 - Exames laboratoriais das pacientes com LES e ODA coletados dos prontuários 

médicos no momento da coleta. 

 Grupos   

 Mediana (mínimo- máximo) Comparação entre 
grupos 

Valor 
p 

 LESABA LESAMA ODA   

C3 
(mg/dL) 

114 
(76-138) 

75 
(50-174) 

-  0,156 

C4 
(mg/dL) 

33,5 
(17-50) 

11,5 
(4-38) 

-  
LESABA x LESAMA 

0,045* 
0,053* 

PCR 
(mg/dL) 

6,9 
(4,9-7,42) 

5,87 
(1,19-12,6) 

4,9 
(4,1-13,75) 

 0,918 

AST (U/L) 25,5 
(17-89) 

21 
(14-55) 

25 
(21-28) 

 0,846 

ALT (U/L) 27,5 
(23-137) 

27 
(5-143) 

14 
(10-34) 

 0,249 

Ureia 
sérica 

(mg/dL) 

30,5 
(20-42) 

33,5 
(27-47) 

32 
(23-47) 

 0,725 

Creatinina 
sérica 

(mg/dL) 

0,74 
(0,61-1,53) 

0,6 
(0,44-1,39) 

0,84 
(0,73-0,97) 

 0,279 

LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de 
moderada/alta atividade; ODA: Outras doenças autoimunes; C3: fração do sistema de complemento; 
C4: fração do sistema de complemento; PCR: Proteína C reativa; AST: transaminase glutâmico- 
oxalacética; ALT: transaminase glutâmico-pirúvica; *- p<0,10= diferença significativa (teste de Kruskal-
Wallis). 

  

De acordo com a Tabela 9 foi observado uma diferença significativa nos valores 

de C4 (p<0,10) através da comparação das medianas dos grupos. O valor p de C4 

(teste de Kruskal-Wallis) inferior a 0,10 foi utilizado devido ao N amostral ser pequeno 

e as análises laboratoriais sofrerem variações entre indivíduos. Com a comparação 2 

a 2 (teste de Wilcoxon) para as medianas de C4 evidenciou-se uma diferença 

significativa entre os grupos LESABA e LESAMA valor p=0,053. Não foram 

observadas diferenças significativas nos valores de C3, PCR, AST, ALT, Ureia sérica 

e Creatinina sérica. 

O grupo LESAMA apresentou medianas de C3 e C4 inferiores as medianas do 

grupo LESABA, resultado esse que condiz com uma maior atividade no primeiro 

grupo. O LESAMA apresentou também maiores níveis de ureia, o que pode sugerir 

um dano renal.  

 

 



65 

 

5.2. Caracterização de Micropartículas 

 

 As MPs autólogas das pacientes foram quantificadas e caracterizadas através 

da leitura em Citometro de Fluxo.  A Tabela 10 nos mostra que houve diferença 

significativa (p<0,10) apenas nas MPs originadas de CD4 e CD14 (valor de p de 0,008 

e 0,027, respectivamente), sendo que as MPs originadas de CD4 apresentaram 

diferença estatística entre os grupos LESABAxCT (p=0,003), LESAMAxCT (p=0,019) 

e ODAxCT (p=0,016), o que sugere um aumento de MPs CD4+ em doenças 

autoimunes. Entre as MPs de origem de CD14, a diferença significativa também 

ocorreu entre os grupos LESABAxCT (p=0,005), LESAMAxCT (p=0,065) e ODAxCT 

(p=0,016), o que também evidencia um aumento de MPs CD14+ em pacientes com 

doenças autoimunes. 
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Tabela 10 – Comparação das medianas da quantificação e caracterização das MPs. 
 GRUPOS   

 Mediana 
(mínimo-máximo) 

Comparação 
entre grupos 

Valor 
p 

 LESABA 
(n=7) 

LESAMA 
(n=8) 

ODA 
(n=5) 

CT 
(n=5) 

  

Nº 
MPs/µL 

384 
(177-971) 

759 
(466-1309) 

373 
(200-1223) 

466 
(50-6911) 

 0,302 

CD4 
(%) 

5,80 
(5,07-8,88) 

4,94 
(3,88-14,40) 

9,67 
(4,12-11,50) 

3,18 
(2,30-4,38) 

 
LESABA x 
LESAMA 

LESABA x 
ODA 

LESABA x CT 
LESAMA x 

ODA 
LESAMA x CT 

ODA x CT 

0,008* 
0,152 

 
0,530 

 
0,003* 
0,187 

 
0,019* 
0,016* 

CD8  
(%) 

4,00 
(0,45-7,31) 

4,08 
(2,90-15,40) 

3,78 
(2,92-5,79) 

3,98 
(2,32-5,00) 

 0,925 

CD14 
(%) 

70,70 
(67,70-
78,30) 

72,05 
(54,30-79,10) 

75,40 
(68,00-
85,30) 

56,30 
(55,00-69,10) 

 
LESABA x 
LESAMA 

LESABA x 
ODA 

LESABA x CT 
LESAMA x 

ODA 
LESAMA x CT 

ODA x CT 

0,027* 
0,867 

 
0,268 

 
0,005* 
0,284 

 
0,065* 
0,016* 

CD20 
(%) 

14,50 
(8,88-17,90) 

7,72 
(4,09-66,30) 

8,69 
(4,84-26,60) 

10,40 
(4,82-25,00) 

 0,855 

CD42 
(%) 

49,80 
(9,72-57,60) 

36,25 
(14,60-67,10) 

24,60 
(10,10-
76,70) 

23,20 
(20,40-26,80) 

 0,532 

CD54 
(%) 

9,15 
(3,91-9,59) 

5,36 
(2,82-22,30) 

4,23 
(2,64-12,50) 

3,40 
(1,92-6,12) 

 0,221 

CD61 
(%) 

43,10 
(12,90-
62,10) 

40,60 
(10,60-59,30) 

17,50 
(8,40-78,90) 

21,10 
(20,50-27,00) 

 0,654 

MPs: Micropartículas; LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus 
Eritematoso Sistêmico de moderada/alta atividade; ODA: Outras doenças autoimunes; CT: indivíduos 
saudáveis; *- p<0,10= diferença significativa (teste de Kruskal-Wallis). 

   

5.3. Análise de Células Mononucleares de Sangue Periférico 

 

 As CMSP foram estimuladas com as MPs autólogas e analisadas em Citometro 

de Fluxo, para a avaliação desse estimulo. De acordo com a Figura 12 pode-se 

observar que não houve diferença significativa (p<0,10) entre as medianas das CMSP 

CD4+ e CD8+. Além disso, ainda de acordo com a Figura 12, também não houve 
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diferença significativa (p<0,10) na produção de IL-10 pelas células CD4 e CD8 entre 

os grupos de pacientes analisados. 

 

Figura 12 – Boxplots de CMSP CD4+ e CD8+ produzindo IL-10. 
CT: controle; LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso 
Sistêmico de moderada/alta atividade; ODA: outras doenças autoimunes.  

 

A Figura 13 mostra que houve diferença significativa (p<0,10) apenas na 

produção de IFN-γ pelas células CD8+ (valor de p=0,058). A diferença significativa 

ocorreu entre os grupos LESAMAxODA e ODAxCT (valores de p de 0,045 e 0,032, 

respectivamente), o que sugere um aumento na produção de IFN-γ em pacientes com 

outras doenças autoimunes. 
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Figura 13– Boxplots de CMSP CD4+ e CD8+ produzindo IFN-γ.  
CT: controle; LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso 
Sistêmico de moderada/alta atividade; ODA: outras doenças autoimunes. *-p<0,10= diferença 
significativa (teste de Kruskal-Wallis). 

 

Ainda de acordo com a Figura 13, não houve diferença significativa (p<0,10) 

entre as medianas das CMSP CD4+ e CD8+. Além disso, também não houve 

diferença significativa (p<0,10) na produção de IFN-γ pelas células CD4 entre os 

grupos de pacientes analisados.   

E por fim, a Figura 14 mostra os Boxplots de CMSP CD14+ e CD19+. 

Observando a figura percebe-se que não houve diferença significativa (p<0,10) entre 

as medianas dos diferentes grupos analisados. 
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Figura 14 – Boxplots de CMSP CD14+ e CD19+. 
CT: controle; LESABA: Lúpus Eritematoso Sistêmico de baixa atividade; LESAMA: Lúpus Eritematoso 
Sistêmico de moderada/alta atividade; ODA: outras doenças autoimunes.  

  

5.4. Correlações entre os exames laboratoriais e os SLEDAI-2k das pacientes 

 

 A Figura 15 apresenta a correlação do SLEDAI-2k com a idade das pacientes 

com LES e com o tempo de diagnóstico. Nas duas comparações a correlação foi 

negativa (-0,610 e -0,272, respectivamente), porém apenas o critério idade apresentou 

diferença significativa (valor p=0,016), sugerindo que pacientes mais novas tendem a 

apresentar índice de SLEDAI-2k mais elevados. 
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Figura 15 – Gráfico de correlação entre as idades e tempo de diagnóstico das pacientes com 

LES com o índice SLEDAI-2k. 
(A) Idade, em anos, das pacientes; (B) tempo de diagnóstico, em anos, das pacientes. Dados 
analisados pelo teste de Correlação de Rô Spearman (valores significativos p<0,10). 

 

A Figura 16 apresenta a correlação do SLEDAI-2k com o resultado do 

hemograma das pacientes com LES. Nas análises de Leucócitos e Neutrófilos a 

correlação foi positiva, sugerindo que quanto maior os valores de dosagem de 

leucócitos e neutrófilos maior será o índice SLEDAI-2k. Isso pode ser explicado 

através do fato de pacientes com atividade lúpica poderem apresentar quadros de 

leucocitose decorrentes de uma neutrofilia por presença de quadros infecciosos. Já 

nas análises de Linfócitos, Hemoglobina, Hematócrito e Plaquetas a correlação foi 

negativa, sugerindo que quanto menor os valores dessas dosagens maior será o 

índice SLEDAI-2k, isso pode ser decorrente do fato de pacientes com atividade lúpica 

poderem apresentar quadros de linfopenia, anemia e plaquetopenia. Ainda de acordo 

com a Figura 17, observa-se que apenas os neutrófilos apresentaram diferença 

significativa (p=0,053). 
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Figura 16 - Gráfico de correlação entre as análises do hemograma das pacientes com LES e 

o índice SLEDAI-2k. 
(A) Leucócitos; (B) Linfócitos; (C) Neutrófilos; (D) Hemoglobina; (E) Hematócrito; (F) Plaquetas. Dados 
analisados pelo teste de Correlação de Rô Spearman (valores significativos p<0,10). 
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A Figura 17 apresenta a correlação do SLEDAI-2k com o resultado dos exames 

C3, C4, PCR, AST, ALT, Ureia, Creatinina das pacientes com LES. As dosagens de 

C3, C4, TGO, TGP e Creatinina apresentaram correlação com o índice SLEDAI-2k 

negativa, o que sugere que quanto menor os valores desses marcadores maior será 

o índice SLEDAI-2k.  As correlações negativas de C3 e C4 corroboram com o fato de 

que pacientes em atividade tendem a apresentar quadros de hipocomplementemia. 

Os marcadores PCR e Ureia apresentaram correlação positiva, sugerindo que quanto 

maior os seus valores maior será o índice SLEDAI-2k. Apenas os índices C3 e C4 

apresentaram diferença significativa (p<0,10) com um valor de p de 0,080 e 0,005, 

respectivamente. 

 

 



73 

 

 

Figura 17 - Gráfico de correlação entre as análises C3, C4, PCR, AST, ALT, Ureia, Creatinina 

das pacientes com LES e o índice SLEDAI-2k. 
(A) C3; (B) C4; (C) PCR; (D) AST; (E) ALT; (F) Ureia; (G) Creatinina. Dados analisados pelo teste de 
Correlação de Rô Spearman (valores significativos p<0,10). 
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6. DISCUSSÃO 

  

 O LES é uma doença bastante complexa pelo fato de autoantigenos do 

hospedeiro e componentes do sistema imune celular e humoral estarem envolvidos, 

os quais causam lesões teciduais em vários órgãos ou tecidos (MIYAKE et al, 2011; 

GOTTSCHALK et al, 2015). Além disso, o LES apresenta um quadro clínico e 

laboratorial variando com sinais e sintomas que comprometem o diagnóstico e o 

tratamento (MATHIAN et al, 2015). O diagnóstico do LES ainda não está muito bem 

definido, baseando-se em critérios clínicos e achados laboratoriais, porque ainda hoje 

não se tem um exame único que o diagnostique e nem os sinais e sintomas são 

específicos e característicos de um quadro de LES. Na sua patogênese, a interação 

de fatores genéticos e ambientais levam a disfunção imune celular, incluindo produção 

de IFN do tipo 1 e excessiva produção de anticorpos, principalmente anti-nucleares, 

sendo o anti-DNA o mais característico. (TSOKOS et al, 2011). No entanto, apesar da 

melhor compreensão da patogênese, a morbidade e a mortalidade associadas ao LES 

ainda representam grandes desafios para pacientes que enfrentam esta doença e os 

médicos que os tratam (JUNE e AGGARWAL, 2014; VASQUEZ-CANIZARES et al, 

2017). 

 Para se compreender melhor a patogênese do LES, é necessário conhecer a 

origem e as propriedades das moléculas nucleares que geram a produção de 

anticorpos antinucleares, pois é através dessa interação que ocorre a formação de 

imunocomplexos que se depositarão nos tecidos. Recentes estudos mostram o papel 

de MPs como autoantigenos e autadjuvantes, os quais podem apresentar um papel 

significativo na doença (PISETSKY e LIPSKY, 2010). 

 Robson e Walport (2001) avaliaram as MPs como material autoantigênico e a 

deficiência de componentes da Via clássica do Sistema de complemento (C1q e C4) 

no surgimento da doença. A deficiência de C1q e C4 predispõe o LES nos indivíduos, 

porém a deficiência do gene C1q em camundongos está associada ao 

desenvolvimento de LES-like com comprometimento renal. Munhoz et al, (2010), 

sugeriram que estes componentes são relevantes no clearance de debris celulares, 

inclusive MPs, e quando esse processo não ocorre pode haver um favorecimento para 
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a patologia da doença. Corpos apoptóticos bem como vesículas (precursoras de MPs) 

poderiam se ligar ao C1q ativando o Sistema de complemento e o processo de 

clearance imunológico (NAUTA et al, 2012).  

 Atualmente, observa-se um aumento no número de pessoas acometidas pelo 

LES, o que torna necessário a padronização de novos métodos de diagnóstico que 

sejam mais sensíveis e específicos (AHEARN et al, 2012; JUNE e AGGARWAL, 

2014). A partir disso, o desenvolvimento de novos métodos diagnósticos que facilitem 

a detecção precoce da doença é de extrema importância, não só pelo fato de agilizar 

o tratamento e prevenir danos aos órgãos, mas também pelo fato do impacto 

econômico positivo do diagnóstico precoce. Testes sorológicos convencionais 

atualmente utilizados para diagnóstico e monitoramento da doença no LES, como 

anticorpos anti-nucleares, anticorpos anti-dsDNA e níveis de complemento, não 

apresentam boa sensibilidade ou especificidade, sendo necessário a associação a 

critérios clínicos e outros exames complementares. Um mais específico e útil teste 

para determinar o prognóstico em pacientes com envolvimento renal é a biópsia renal, 

porém trata-se de um procedimento invasivo que acarreta riscos adicionais (MIYAKE 

et al 2011; COSTA e COIMBRA, 2014). 

 A partir deste contexto, avaliou-se o perfil de MPs nas pacientes com LES, 

visando diferenciar um quadro de doença com baixa atividade de doença com 

moderada/alta atividade. Além disso, avaliou-se também, o perfil de estimulo das MPs 

nas populações celulares dessas pacientes. 

  Visto que o LES ocorre mais comumente na população feminina, o estudo foi 

conduzido com 15 mulheres, sendo 7 classificadas com LES de baixa atividade e 8 

com LES de moderada/alta atividade. Além disso, o controle do estudo foi realizado 

com o recrutado de 5 mulheres para o grupo ODA e 5 mulheres para o grupo CT. O 

grupo ODA foi introduzido com o objetivo de avaliar se as possíveis alterações 

encontradas nas pacientes com LES, eram realmente uma característica do LES ou 

uma característica geral de pacientes com doenças autoimunes. 

A média de idade das pacientes com LES foi de 42±12,08 anos, variando de 

27-63 anos, e a média do tempo de diagnóstico da doença foi 15,85±10,39 anos. Em 

um estudo realizado por Nakashima et al (2011) observou-se que a média de idade 
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foi de 41,5±14,44 anos, variando de 22-69 anos, o que foi semelhante ao encontrado 

em nosso estudo. 

A média de idade das pacientes do grupo LESABA foi de 49,29±5,055 anos 

com variação de 27-63 anos, já a do grupo LESAMA foi 36±2,738 com variação de 

27-50 anos. Um estudo realizado por Cicarini et al (2018) mostrou uma média de idade 

de 44±14,65, variando de 24–61anos nas pacientes classificados com SLEDAI-2k≤ 4 

e 40±12,73, variando de 18–61 anos para pacientes com SLEDAI-2k>4.  

As pacientes dos grupos ODA e CT apresentaram uma média de idade de 

58±5,45 e 44,80±3,455 anos, respectivamente. Higgs et al (2011) encontraram valores 

de média das idades de 43,00±1,9, 39,80±9,40 e 52,80±13,20 para indivíduos com 

LES, CT e ODA, respectivamente. 

De acordo com a análise estatística houve diferença significativa na média das 

idades (p=0,0073) entre os grupos LESAMAxODA, o que pode ser explicado pelo fato 

de pacientes com LES em moderada/alta atividade, em geral, apresentarem idades 

menores quando comparadas com pacientes com AR. Os grupos LESABAxODA não 

apresentaram diferença significativa. 

 Quanto ao tempo de diagnóstico as pacientes do grupo LESABA apresentaram 

uma mediana de 19 (5-39) anos, as do grupo LESAMA uma mediana de tempo de 

doença de 13 (1-30) anos e por fim, as do grupo ODA uma mediana de 19 (9-34). Não 

houve diferença significativa entre os grupos analisados (p=531). 

 O recrutamento das pacientes foi feito baseado na pontuação do índice 

SLEDAI-2k e na avalição clínica e dos prontuários das pacientes. A mediana do índice 

SLEDAI-2k foi de 0 (0-1) para os grupos LESABA (SLEDAI-2k ≤4) e 7,5 (6-12) 

LESAMA (SLEDAI-2k >4), respectivamente. Os critérios mais pontuados foram 

hematúria, proteinúria, piúria, rash cutâneo, alopecia, úlcera mucosa, redução de 

complemento, Anti-dsDNA+, febre e leucopenia nas pacientes do grupo LESAMA o 

que condiz com uma elevação do índice SLEDAI-2k. Já no grupo LESABA apenas 

uma paciente pontuou no índice SLEDAI-2k, uma leucopenia. Em geral, pacientes 

com baixa atividade tendem a não ter sintomas ou são menos graves, que pontuam 

menos no SLEDAI-2k, ou apresentam um maior controle da doença. 
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O LES apesar de apresentar quadros de remissão, não tem cura, isso é 

decorrente do fato da doença não ser totalmente conhecida e esclarecida e 

consequentemente as terapias disponíveis não serem curativas. Os pacientes hoje 

são comumente diagnosticados de acordo com critérios de classificação do ACR ou 

com o Sistema SLICC (KUHN et al, 2015, VASQUEZ-CANIZARES et al, 2017). 

As manifestações mais frequentes apresentadas pelas pacientes, deste 

estudo, durante o diagnóstico, de acordo com os critérios ACR/SLICC, foram a 

presença de fator antinuclear (FAN-Hep2+) e fotossensibilidade, em 100% e 73,3% 

das pacientes, respectivamente. Sendo que as pacientes do grupos LESABA 

apresentaram um predomínio de artrite (85,7%) e linfopenia (71,4%), já as pacientes 

do grupo LESAMA apresentaram distúrbio renais (62,5%). Além disso, 2 pacientes 

apresentaram alopecia, sendo 1 do grupos LESABA e 1 do grupo LESAMA. O achado 

menos recorrente nas pacientes foi distúrbios neurológicos ocorrendo em apenas 2 

das 15 pacientes estudadas. Pacheco et al (2017), em um estudo realizado na 

Colômbia, evidenciaram 87% de FAN-Hep2+ e 72% de achados hematológicos, 

contra 18% de alterações neurológicas e 10% de alterações cutâneas. 

Quanto aos resultados laboratoriais das pacientes foi observado no 

hemograma uma diferença significativa nos valores de neutrófilos (p<0,10), sendo a 

diferença entre os grupos LESABAxLESAMA e os grupos LESAMAxODA (valor p de 

0,053 e 0,073, respectivamente).  

Neutrófilos tem sido associados a patogenia do LES, porém o seu aumento 

pode ser decorrente do uso de glicocorticoides (BOSCH, 2011; WEIDENBUSCH et al, 

2017). No nosso estudo é importante ressaltar que apenas 1 paciente fez uso de 

glicocorticoide na concentração de 20mg, todas as demais pacientes que fizeram uso 

de glicocorticoides a dosagem foi inferior a 10mg. 

MPs de neutrófilos tem sido associadas a desregulação imunológica do LES, 

potencializando a produção de IFN-α (WANG et al, 2015; MOREL, 2017). Em doenças 

reumáticas, anticorpos citoplasmáticos anti-neutrófilos podem induzir a liberação de 

MPs a partir de neutrófilos tratados com citocinas. Essas MPs contêm enzimas 

neutrofílicas, como mieloperoxidase (MPO) e proteinase-3 (PR3) que são importantes 

antígenos-alvo (HONG et al, 2012).  
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Estudos recentes, como os de Garcia-Romo et al (2011) e Lande et al (2011) 

e, têm sugerido a importância dos neutrófilos na patogênese do LES e sobre como os 

eventos bioquímicos e celulares envolvidos estão relacionados. O aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio, como o ânion superóxido e o peróxido de 

hidrogênio, estão associados ao LES, através de oxidação de proteínas e 

lipoproteínas e peroxidação lipídica (BOSCH, 2011; HONG et al, 2012). Esses 

achados sugerem que, no LES, autoanticorpos ativam os neutrófilos, que por sua vez 

liberam NETs contendo complexos de DNA. Estes complexos ativam as células 

dendríticas plasmocitoides, levando ao aumento de IFN-α e em consequência um 

processo inflamatório (WANG et al, 2015). 

No nosso estudo, os neutrófilos apresentaram uma correlação positiva com o 

Índice SLEDAI-2k (correlação: 0,526) com um valor de p significativo de 0,053. O que 

sugere que quanto maior o valor de neutrófilos, maior o valor de SLEDAI-2k. Porém, 

nenhuma das pacientes participantes desse estudo apresentaram neutrofilia ou 

leucocitose. 

Já em relação aos exames sorológicos foi observada uma diferença 

significativa nos valores de C4 (p<0,10) através da comparação das medianas dos 

grupos LESABAxLESAMA valor p=0,053. Não foram observadas diferenças 

significativas nos valores de C3, PCR, AST, ALT, Ureia sérica e Creatinina sérica. 

Li et al (2015) evidenciaram que a redução de C3 ou C4 foi semelhante entre 

os pacientes com LES e aqueles com outras doenças, enquanto a prevalência de 

baixos níveis de C3 e C4 foi maior nos pacientes com LES (73,42%). Eles observaram 

também que a inclusão de hipocomplementemia como critério de classificação para o 

LES resultou em um aumento de 16,18% no número de pacientes diagnosticados para 

o grupo com LES, com uma correlação positiva com FAN+. Esses resultados sugerem 

que a hipocomplementemia tem importante valor diagnóstico para o LES ao melhorar 

a sensibilidade do diagnóstico de LES. C3 e C4 devem ser testados simultaneamente 

porque um nível baixo de C3 ou C4 por si só não é um critério imunológico adequado 

(LI et al, 2015). 

Redução de C3 e C4, Anti-C1q+ e anti-dsDNA+ correlacionaram-se bem com 

a atividade global do LES (r=-0,372-0,444; 0,323-0,351 e 0,353-0,566, 
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respectivamente; p<0,001), segundo estudo realizado por Julkunen et al (2012). Eles 

evidenciaram também que pacientes com nefrite ativa apresentaram níveis mais 

elevados de anti-C1q e níveis mais baixos de C3 e C4 do que os pacientes com nefrite 

inativa (p=0,003-0,018) o que levou eles a sugerirem que anti-C1q juntamente com o 

complemento C3 e C4 podem auxiliar no monitoramento de nefrite lúpica. 

O nosso estudo observou também uma correlação negativa entre os valores de 

C3 e C4 com o Índice SLEDAI-2k (-0,484 e -0,708, respectivamente) e com valores 

de p significativos (0,080 e 0,005, respectivamente). 

O grupo LESAMA apresentou medianas de C3 e C4 inferiores as medianas do 

grupo LESABA, o que sugere uma hipocomplementemia, resultado esse que condiz 

com uma maior atividade no primeiro grupo. O LESAMA apresentou também maiores 

níveis de ureia, o que pode sugerir um dano renal.  

A quantificação de MPs foi feita a partir da marcação com anexina V, a qual 

evidencia PS presente na superfície das MPs. Baseando nesta análise não foi 

observado diferença estatística entre o número de MPs nos diferentes grupos de 

estudo analisados. Resultado semelhante foi encontrado por Nielsen et al. (2011) os 

quais relataram que MPs são encontradas em frequências semelhantes em pacientes 

com LES e controles.  

As MPs tem sido associadas a comunicação intracelular e também 

responsáveis por processos inflamatórios e patológicos. Estudos sugerem que MPs 

podem ser responsáveis por várias doenças, tais como: malária (MPs plaquetárias e 

monociticas), insuficiência cardíaca (MPs endoteliais), artrite, HIV, insuficiência renal, 

distúrbios de coagulação (MPs plaquetárias). Podendo estarem aumentadas também 

após exercícios físicos (BOILARD et al, 2010; CORRALES-MEDINA et al, 2010; 

PANKOUI-MFONKEU, 2010). 

Os grupos LESABA, LESAMA e ODA apresentaram diferenças significativas 

(p<0,10), comparas com o grupos CT, nas MPs derivadas de células TCD4 (linfócitos) 

e células CD14 (monócitos) conforme visto na Tabela 10. MOBARREZ et al (2016) 

evidenciaram que MPs derivadas de plaquetas, endotélio e leucócitos no sangue dos 

pacientes com LES foram aproximadamente 2 a 7 vezes mais elevados do que nos 

controles.  
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Sabe-se que células TCD4 são responsáveis por modular a resposta imune 

celular, através da ativação e produção de citocinas, além de auxiliar na regulação de 

células TCD8 e na diferenciação de células B para a produção de anticorpos (DACA 

et al, 2011). Células TCD4 quando interagem com antígenos se tornam ativadas e se 

diferenciam em Th1, Th2 e Th17 (MIYAKE et al, 2011).  

Kornek et al (2012) analisando MPs de pacientes com Hepatite C crônica 

evidenciaram maiores porcentagens de MPs derivadas de CD4 em comparação aos 

controles saudáveis (40% e 29%, respectivamente). Da mesma forma, eles 

evidenciaram também maiores níveis de MPs de CD8 em comparação a estes 

controles. Em nosso estudo não houve diferença significativa entre o nº de MPs nos 

diferentes grupos analisados. 

O aumento de MPs derivadas de CD4 em pacientes com doenças autoimunes 

sugerem a importância dessas células na ativação das células B, as quais contribuem 

na patologia do LES através da produção de autoanticorpos, os quais formarão 

imunocomplexos (MOBARREZ et al 2016). 

Embora no nosso estudo não encontramos presença de MPs endoteliais, 

Parker et al (2014) relatam a melhoria no controle do LES com supressão da 

inflamação após redução da presença de MPs endoteliais e observaram melhora no 

quadro de disfunção endotelial, o que sugere que o controle da atividade inflamatória 

da doença contribuiria para reduzir o risco cardiovascular ou o desenvolvimento de 

aterosclerose prematura no LES (MCCARTHY et al, 2016). MPs de origem endotelial 

são observadas no LES, mas não estão presentes em pacientes com Artrite 

Reumatoide e nem em pacientes com Esclerose Sistêmica (DIEKER et al, 2016). 

Pacientes com LES e AR apresentam fatores que favorecem a liberação de 

MPs plaquetárias, tais como: ligantes da glicoproteína VI do receptor de colágeno, o 

receptor P2Y e o receptor Toll-like 4 (TLR 4), além de células eucarióticas ativadas 

(EVANS et al, 2009; BOILARD et al, 2010).  

Segundo Gauley e Pisetsky (2010) e Pisetsky e Lipsky (2010) os receptores 

TLR3 e TRL4 de macrófagos podem induzir a liberação de MPs em um processo 

dependente do óxido nítrico (NO), pois a estimulação de TLR pode induzir apoptose.  
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Segundo Dye et al (2013) pacientes com LES, apresentaram MPs contendo 

IgG em sua superfície bem como aumento no número total de MPs. Evidenciaram 

também uma correlação entre o número de MPs contendo IgG e níveis de anti-DNA, 

sugerindo que em pacientes com LES, as MPs são importantes fontes de 

imunocomplexos. 

Nielsen et al. (2011) evidenciaram que, em pacientes com LES, os níveis de 

MP que não se ligam à anexina V estão elevados no plasma dos pacientes, porém os 

níveis de MPs totais e MPs anexina-positivos estavam reduzidos em comparação com 

os controles. Os níveis de MPs plaquetárias e leucocitárias foram reduzidas em 

pacientes com LES. Ainda neste estudo, as MP derivadas de células não ligadas a 

anexina V correlacionaram-se bem com atividade da doença, nefrite ativa, hipertensão 

e trombose arterial. Um estudo subsequente do mesmo grupo demonstrou que os 

níveis de IgG, IgM e C1q estavam aumentados em MPs derivadas de células no 

sangue de pacientes com LES comparados com controles saudáveis, assim como 

pacientes com AR e ES, com exceção de MPs positivas para IgM em soros de AR 

(NIELSEN et al, 2012). 

Em relação as MPs derivadas de células CD14, os grupos LESABA, LESAMA 

e ODA apresentaram diferença significativa (p<0,10) em relação ao grupo CT. 

Segundo Liphaus et al (2013) pacientes adultos com LES apresentam apoptose 

acelerada e diminuição da sobrevida de monócitos. Sendo que a apoptose é maior 

em pacientes com LES de moderada/alta atividade do que em pacientes com LES de 

baixa atividade, além disso evidenciaram também uma correlação entre a elevação 

de CD14 e atividade da doença lúpica. Níveis séricos de CD14 estão aumentados em 

algumas doenças autoimunes sistêmicas, como LES, AR e síndrome de Kawasaki 

(KITCHENS e THOMPSON, 2005). 

Vinuela-Berni et al (2015) detectaram que pacientes com LES apresentaram 

MPs de monócitos, plaquetas, células endoteliais e linfócitos B significativamente 

aumentadas em comparação com controles. Porém diferentemente do encontrado em 

nosso estudo, onde não houve diferença significativa entre os grupos 

LESABAxLESAMA (p=0,867), MPs de CD14 foram significativamente maiores em 

pacientes com doença em moderada/alta atividade em comparação com pacientes 

com baixa atividade da doença, porém o estudo de Vinuela-Berni et al (2015) utilizou 
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SLEDAI-2k>40, para atividade da doença. Por fim, eles observaram que na análise de 

correlação entre os níveis de MP e a atividade da doença houve uma estreita 

correlação entre o valor do SLEDAI-2k e a porcentagem de todos os tipos de MPs 

estudados. Já nas MPs obtidas da urina não houve diferença entre os pacientes com 

LES e grupo controle.  

Kornek et al (2012) evidenciaram contagem de CD14+CD16+ em pacientes 

com Hepatite C crônica o que indica ativação de monócitos e macrófagos 

inflamatórios. Além disso, eles observaram que houve uma correlação entre CD14+ e 

MPs derivadas de células NK nesses pacientes, o que ressalta uma ligação funcional 

entre a ativação destas células imunitárias em doentes com esteatose hepática. 

Liphaus et al (2013) analisaram monócitos CD14 corados para o antígeno Fas, 

eles evidenciaram que pacientes jovens com LES apresentaram menores 

porcentagens de CD14 (mediana de 96,1%, variando de 93,1-97,8) quando 

comparados com indivíduos saudáveis (mediana de 97,4%, variando de 96,2- 98,3; 

valor de p=0,02). Além disso, observaram que 21 pacientes jovens com LES em 

atividade apresentam porcentagens reduzidas de células CD14 Fas+ (mediana de 

93,4%, variando de 90,0–96,8) quando comparado com pacientes com doença sem 

atividade (mediana de 97,4%, variando de 96,1-98,0; p=0,001) e com indivíduos 

saudáveis (mediana de 97,4%, variando de 96,2-98,3; p = 0,0007). Antal-szalma et al 

(2001) observaram que pacientes com LES apresentam níveis aumentados de CD14 

e uma correlação positiva com a atividade da doença. Liphaus et al (2012) 

especularam se CD14 estaria contribuindo com o desenvolvimento do LES em 

pacientes jovens, porém, isso não pôde ser confirmado, uma vez que seus pacientes 

apresentaram valores próximos ao grupo controle.  

Vinuela-Berni et al (2015) observaram que o número de MPs derivados de 

monócitos, plaquetas, células endoteliais e linfócitos B estavam aumentadas em 

pacientes com AR em comparação com controles saudáveis. Além disso, embora os 

níveis urinários de MP monocitárias e plaquetárias tendessem a ser maiores em 

pacientes com AR em comparação com controles saudáveis, não foram observadas 

diferenças significativas nestes casos, bem como nos outros tipos de MPs detectados.  
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Com o intuito de avaliar se as MPs autólogas estimulariam as CMSP, 

quantificou-se IFN-γ e IL-10. A produção de IFN-γ por células TCD8 apresentou 

diferença significativa entre os grupos LESAMAxODA e ODAxCT. Evidenciando um 

aumento da produção de IFN-γ em pacientes do grupo ODA. Diferentemente do 

evidenciado em nosso estudo, Rana et al (2012) observaram que o IFN-γ estava 

elevado no soro de pacientes com LES. Em outro estudo avaliando tratamento de 

camundongos com IFN-γ, observou-se que o IFN- γ acelerou a doença enquanto a 

sua neutralização resultou em uma redução nos sintomas da doença e melhora da 

sobrevida, além disso, a deleção genética do receptor de IFN-γ nesses camundongos 

prejudicou a produção de autoanticorpos e o desenvolvimento de glomerulonefrite 

(SCHMIDT et al, 2015). 

Mardani et al (2018), em um estudo realizado em camundongos, evidenciaram 

que em esplenócitos cultivados de camundongos com LES induzido, houve um 

aumento significativo nos níveis de produção de IFN‐γ e IL‐17 em comparação com 

os controles negativos (grupos saudáveis). Já o grupo de camundongos tratados com 

probióticos e prednisolona (pré-tratamento e tratamento), foi observado uma redução 

significativa nos níveis de IFN-γ e IL-17 em comparação com o grupo controle positivo 

(camundongos com LES sem tratamento) (p<0,0001). O tratamento com probióticos 

e prednisolona não induziu qualquer diferença na produção de IL-10 em comparação 

com o grupo induzido por LES. 

Importante ressaltar que em nosso estudo apenas as pacientes com LES 

faziam uso de prednisona. 

Segundo Niewold e Ghodke-puranik (2015) a análise de CMSP de pacientes 

com LES mostraram que eles tinham significativamente mais IFN-γ em comparação 

com CMSP do grupo controle e que as células T de pacientes com LES produziram 

mais IFN-γ, o que induziu a ativação de monócitos. O que não foi evidenciado em 

nosso estudo. 

Não foi observado diferença significativa na produção de IL-10 pelas células 

TCD4+ e TCD8+. Sabe-se que a IL-10, exerce um papel na resposta imune humoral 

com consequente produção de anticorpos e vem sendo associada a diferentes 

condições clínicas presentes no LES. Porém, a IL-10 não é uma citocina especifica, 
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pois pode ser produzida por células Th1, Th2, Th17 e Treg, porém, sua 

superexpressão em pacientes com LES pode sugerir ativação de células Treg 

(MIYAKE et al, 2011). 

Em um estudo realizado por Mozo et al (2014) pacientes com anticorpos anti-

RNP+ (14,9%) apresentaram níveis séricos de IFN-α (p=0,023) e IL-10 (p=0,016) 

significativamente mais elevados quando comparados com pacientes com anticorpos 

anti-RNP-.  Além disso, anticorpos anti-dsDNA+ foram associados a anti-RNP (1,32–

27,93, p=0,021) e correlacionaram-se positivamente com IL-10 (r=0,204, p=0,036). 

Eles observaram ainda que os pacientes anti-RNP+, mas anti-dsDNA- apresentaram 

elevação nos valores de IL-10 e IFN-α, porém não houve associação com à atividade 

da doença, visto que o SLEDAI-2k desses pacientes foi menor que o SLEDAI-2k de 

pacientes também positivos para anti-dsDNA (p=0,018).  

Não houve também diferença significativa na ativação de células CD4+, CD8+, 

CD14+ e CD19+ após estimulo de CMSP com MPs autólogas. O que sugere que 

mesmo com as MPs apresentando um importante papel na patogenia do LES, em 

nosso estudo, o estímulo in vitro sugere não induzir uma proliferação celular. 

Sabe-se que as MPs podem estar aumentadas nos indivíduos em diferentes 

processos patológicos e fisiológicos, porém vários estudos tem demostrado uma 

associação das MPs em doenças autoimunes, em especial LES e AR. Estudos 

recentes evidenciaram a importância das MPs em processos inflamatórios e produção 

de autoanticorpos em pacientes com LES, o que pode sugerir um papel das MPs na 

patogenia da doença. Diante disso, elas podem ser potencialmente importantes como 

marcadores para o monitoramento das populações celulares e do desencadeamento 

de processos inflamatórios decorrentes de uma atividade da doença.  
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7. CONCLUSÃO 

 

 Ao final deste estudo, pode-se concluir: 

 Não foi possível observar diferenças no perfil de quantificação e/ou origem de 

MPs de pacientes com LES em baixa atividade quando comparadas com 

pacientes com LES em moderada/alta atividade. Também não foi possível 

diferenciar o perfil de estimulo por MPs nas CMSP das participantes dos grupos 

LESABA, LESAMA e ODA. 

 Não houve diferença significativa (p=0,302) na quantificação total de MPs entre 

os diferentes grupos analisados (CT, LESABA, LESAMA e ODA).  

 Houve diferença significativa (p=0,008) na quantificação de MPs originadas de 

células TCD4, entre os grupos LESABA, LESAMA e ODA com o grupo CT, 

podendo sugerir que talvez exista uma associação de MPs TCD4 positivas com 

a patogenia em doenças autoimunes.  

 Houve diferença significativa (p=0,027) na quantificação de MPs originadas de 

células CD14, entre os grupos LESABA, LESAMA e ODA com o grupo CT, o 

que sugere uma participação de MPs de origem CD14 positivas em doenças 

autoimunes.  

 As CMSP de pacientes do grupo ODA quando comparadas com as de 

pacientes dos grupos CT e LESAMA, apresentaram níveis significativos 

(p=0,032 e p=0,045, respectivamente) de produção de IFN-γ por células CD8+ 

após o estimulo com MPs autólogas.  

 Não houve diferença significativa nos níveis de produção de IFN-γ por células 

CD4+. 

 Não houve diferença significativa nos níveis de produção de IL-10 por células 

CD4+ e CD8+. 

 Não houve diferença significativa na ativação de células CD4+, CD8+, CD14+ 

e CD19+ após estimulo de CMSP com MPs. 

 

O presente estudo sugere que as MPs podem estar associadas ao 

desenvolvimento do LES, as quais poderão ser utilizadas, no futuro, como marcadores 

de processos inflamatórios. Dessa forma, acreditamos na necessidade de se realizar 
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mais estudos com o objetivo de se conhecer melhor a participação das MPs na 

patogenia do LES.  
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS: 

 

O presente trabalho apresenta como perspectivas futuras: 

 Aumentar o N amostral com o intuito de caracterizar as MPs presentes nos 

pacientes com LES, e consequentemente possibilitar eliminar interferentes 

interespecíficos de cada paciente. 

 Com um N amostral maior será possível estratificar os grupos de pacientes, 

não só pela pontuação do índice SLEDAI-2k, mas também pelos principais 

sintomas pontuados, o que permitirá avaliar se existe variação de MPs 

decorrente da sintomatologia dos pacientes e se estas exercem interferência 

no prognóstico da doença. 

 Avaliar a interferência das principais classes de medicamentos utilizados pelas 

pacientes na quantificação e perfil de MPs, com o objetivo de se avaliar 

possíveis correlações. 
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ANEXOS: 

Anexo I 

Critérios de Diagnóstico de Lúpus de acordo com o American College of 

Rheumatology (ACR) 

Critérios Definição 

1. Erupção malar Eritema constante, plano ou elevado, sobre as 
eminências malares, tendendo para os sulcos 
nasolabiais. 

2. Erupção discoide Aumento de manchas eritematosas com descamação 
queratoide e tamponamento folicular; cicatrizes 
atróficas podem ocorrer em lesões mais antigas. 

3. Fotossensibilidade Erupção cutânea por reação anormal à exposição à luz 
solar, seja por relato do paciente ou observação 
médica. 

4. Úlcera Oral Ulceração oral ou nasofaringeana, geralmente indolor, 
observada por médico. 

5. Artrite Artrite não erosiva envolvendo duas ou mais 
articulações periféricas, associada à hipersensibilidade, 
tumefação e derrame. 

6. Serosite  Pleurite – convincente histórico de dor pleurítica, ou 
atrito ouvido pelo médico ou evidência de derrame 
pleural. 

 Pericardite – segundo ECG, ou atrito ou evidência de 
derrame pericárdico. 

7. Distúrbio renal  Proteinúria persistente >0,5g/dia ou >3+. 

 Cilindros celulares (hemático, granular, tubular ou 
misto). 

8. Distúrbio neurológico  Convulsões – na ausência de drogas tóxicas ou 
distúrbios metabólicos. 

 Psicose – na ausência de drogas tóxicas ou distúrbios 
metabólicos conhecidos. 

9. Distúrbio hematológico  Anemia hemolítica com reticulocitose. 

 Leucopenia - <4000/mm3 em dois ou mais exames. 

 Linfopenia - <1500/mm3 em dois ou mais exames. 

 Trombocitopenia - <100000/mm3 na ausência de 
drogas tóxicas. 

10. Distúrbios imunológicos   Presença de anticorpos anti-fosfolípides. 

 Anti-DNA. 

 Anti-Sm. 

 Testes sorológicos falso-positivos para sífilis por pelo 
menos 6 meses e confirmado por FTA-abs negativo. 

11. Anticorpo antinuclear Título anormal de anticorpo antinuclear por 
imunofluorescência ou teste equivalente em qualquer 
momento na ausência de drogas que sabidamente 
estão associadas com LES. 



102 

 

Anexo II 

Critérios de Diagnóstico de Lúpus de acordo com o Systemic Lupus International 

Collaborating Clinics (SLICC) 

Critérios Definição 

LES cutâneo 
agudo  

Rash malar (não conta se discóide malar); Lúpus bolhoso; 
Variante de necrólise epidérmica tóxica do LES; Rash 
maculopapular do Lúpus; Rash fotossensível do Lúpus (Excluído 
dermatomiosite); Lúpus cutâneo subagudo (lesão psoriasiforme 
não indurada e/ou lesão anular policíclica com resolução sem 
deixar cicatriz, embora ocasionalmente com despigmentação 
pós-inflamatória ou telangiectasia) 

LES cutâneo 
Crônico 

Rash discóide clássico localizado (acima do pescoço) ou 
generalizado (acima e abaixo do pescoço); Lúpus 
hipertrófico (verrucoso); Paniculite lúpica (Lúpus profundo); 
Lúpus mucoso; Lúpus eritematoso túmido; Lúpus pérnio; Lúpus 
discóide (sobreposição com líquen plano) 

Úlceras orais Palato; Boca; Língua; Nasal (Na ausência de outras causas, tais 
como: vasculite, doença de Behçet, infecção (herpes vírus), 
doença inflamatória intestinal, artrite reativa e alimentos ácidos). 

Alopécia não 
cicatricial 

Fragilidade capilar ou queda difusa (na ausência de outras 
causas, como alopecia areata, drogas, deficiência de ferro e 
alopecia androgência) 

Artrite Sinovite envolvendo duas ou mais articulações, caracterizada 
por edema ou efusão ou sensibilidade em duas ou mais 
articulações e trinta minutos ou mais de rigidez matinal. 

Serosite Dor pleuritica típica por mais de 1 dia; Derrames pleurais ou Atrito 
pleural; Dor pericárdica típica (dor com piora ao decúbito e 
melhora em posição de prece maometana) por mais de 1 dia; 
Derrame pericárdico ou atrito pericárdico ou Eletrocardiograma 
com sinais de pericardite (Na ausência de outras causas, como 
infecção, uremia e pericardite de Dressler). 

Distúrbio renal Relação proteína/creatinina urinárias (ou proteínúria de 24h) ≥ 
500mg/24h ou Cilindros hemáticos 

Distúrbio 
neurológico 

Convulsões; Psicose; Mononeurite múltipla (Na ausência de 
outras causas conhecidas tais como vasculite primária); Mielite; 
Neuropatia periférica ou de nervos cranianos (Na ausência de 
outras causas conhecidas como vasculite primária, infecção e 
diabetes mellitus); Estado confusional agudo (Na ausência de 
outras causas, como toxicas/metabólicas, uremia e drogas). 

Anemia 
hemolítica 

 

Leucopenia Leucopenia <4.000/mm3 pelo menos uma vez (Na ausência de 
outras causas conhecidas, como síndrome de Felty, 
fármacos/substâncias ilícitas e hipertensão portal); 
Linfopenia <1.000/mm3 pelo menos uma vez (Na ausência de 
outras causas conhecidas como corticosteróides, 
fármacos/substâncias ilícitas e infecção). 
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Trombocitopenia Trombocitopenia <100.000/mm3 pelo menos uma vez (Na 
ausência de outras causas conhecidas tais como 
fármacos/substâncias ilícitas, hipertensão portal e púrpura 
trombocitopênica trombótica). 

FAN Positivo (acima dos valores de referência). 

Anti-DNA dupla 
hélice 

Acima do valor de referência ou >2x o valor de referência se 
realizado pelo teste ELISA. 

 Anticorpo anti-
Sm 

Positivo 

Anticorpo anti-
fosfolipede 

Anticoagulante lúpico; VDRL falso positivo; Anticardiolipina com 
títulos médios ou elevados (IgA, IgG ou IgM); Anti-Beta-2 
Glicoproteína I (IgA, IgG ou IgM). 

Redução de 
complemento 

C3; C4; CH50. 

Teste de 
Coombs positivo 

Na ausência de anemia hemolítica 
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Anexo III 
 

ÍNDICE DE ATIVIDADE DO LES – SLEDAI-2k (Systemic Lupus Erythematosus 
Disease Activity Index) 

Soma:                 . 
 

Pontos Presença Manifestação Definição 

8  Convulsão De início recente, excluídas causa 
metabólicas, infecciosas e secundárias a 
fármacos. 

8  Psicose Distúrbio severo da percepção da 
realidade, excluídas causas metabólicas 
e drogas. 
Incluem alucinações, incoerências, 
perda marcada da associação de ideias, 
pensamento pobre, ilógico; 
comportamento bizarro, desorganizado 
ou catatônico. 

8  Síndrome cerebral 
orgânica 

Alteração abrupta e flutuante das 
funções mentais, atingindo a orientação, 
a atenção, a memória e outras funções 
intelectuais. 
Inclui a redução da vigília, com 
diminuição da atenção com pelo menos 
2 desses sintomas: perturbação da 
percepção, distúrbio incoerente, insônia 
ou hipersonia diurna, aumento ou 
redução da atividade psicomotora. 
Exclui: causas infecciosas, metabólicas 
e fármacos. 

8  Distúrbios visuais Alteração da retina caracterizada por 
corpos cistóides, hemorragias retinianas, 
exsudatos serosos ou hemorragias do 
plexo coroide ou neurite. 
Exclui: causas infecciosas, metabólicas 
e fármacos. 

8  Comprometimento Neuropatia sensorial ou motora, de início 
ou reinício recente. 

8  Cefaléia lúpica Severa e persistente, do tipo enxaqueca 
que não responde a analgésicos. 

8  AVC Excluir causa aterosclerótica. 

8  Vasculite Ulcerações, gangrenas, infartos 
periungueais, nódulos digitais dolorosos, 
áreas hemorrágicas subungueais, 
biópsia ou angiografia de qualquer área 
que confirme a vasculite. 

4  Artrite Envolvimento de duas ou mais 
articulações com sinais e sintomas 
inflamatórios. 
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4  Miosites Dor ou fraqueza muscular proximal 
acompanhada de aumento de 
CPK/aldolase, eletromiografia alterada, 
biópsia compatível com miosite. 

4  Cilindros urinários Hemáticos ou granulosos. 

4  Hematúria >5 eritrócitos/ campo 
Excluir litíase renal e infecções. 

4  Proteinúria De início recente ou aumento de 
proteinúria já conhecido em mais de 0,5 
g / 24 h. 

4  Piúria >5 leucócitos/ campo. 
Excluir infecções. 

2  Rash cutâneo Início recente ou recorrente de caráter 
inflamatório. 

2  Alopecia Início recente ou recorrente, excessiva, 
difusa ou localizada de perda de cabelos. 

2  Úlcera mucosa Início recente ou recorrente de úlceras 
nasais ou orais. 

2  Pleurite Dor pleurítica com atrito, derrame ou 
espessamento pleural. 

2  Pericardite Dor no peito, com atrito ou derrame 
pericárdico, confirmado por 
ecocardiograma. 

2  Complemento 
baixo 

CH50; C3 ou C4 abaixo dos valores de 
referência. 

2  Anti-DNA Acima dos valores de referência. 

1  Febre Temperatura acima de 38ºC. 
Excluir infecção. 

1  Trombocitopenia <100000/mm3 

1  Leucopenia <3000/ mm3. 
Excluir uso de fármacos. 
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Anexo IV 
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Anexo V 
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Anexo VI 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O 

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

 

Banco de Dados e de Amostras Biológicas destinado ao Estudo de Parâmetros 

Genéticos, Bioquímicos, Hematológicos e Imunológicos Relacionados a Doenças 

Autoimunes. 

 

Projeto de pesquisa: “Lúpus eritematoso sistêmico: aspectos hematológicos e 

imunológicos” 

 

Prezado(a) Senhor(a), 

O Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de 

Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais está realizando um estudo em 

amostras de sangue de pacientes com “Lúpus Eritematoso Sistêmico”. Este estudo 

tem como objetivo a obtenção de conhecimentos importantes sobre esta doença, 

podendo facilitar, no futuro, o tratamento. Os dados clínicos e laboratoriais que serão 

obtidos nesta pesquisa poderão ajudar o médico a entender melhor esta doença. 

As informações obtidas nesta pesquisa poderão não lhe trazer benefícios 

imediatos, mas poderão trazer benefícios para outros indivíduos com a mesma 

doença no futuro. 

Se você quiser participar desta pesquisa, poderá fazê-lo doando uma amostra 

de 15mL de sangue para realizarmos exames laboratoriais. A retirada da pequena 

amostra de sangue poderá lhe causar um leve desconforto proveniente da picada da 

agulha e o local onde se coletou o sangue pode ficar roxo. 

Caso você não queira participar desta pesquisa não haverá qualquer prejuízo 

no seu tratamento. Toda informação obtida nessa pesquisa será mantida em segredo. 

Sua amostra de sangue deverá fazer parte de um banco de dados e de amostras 
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biológicas que poderão ser utilizadas no futuro para novas pesquisas. Todas as 

informações e amostras receberão um código de modo que ninguém saberá que esta 

amostra é sua, com exceção dos pesquisadores deste projeto. No entanto, qualquer 

pesquisa futura com o seu sangue deverá ser aprovada por um comitê de ética, sem 

necessidade de contactar você. 

Qualquer outra informação sobre esta pesquisa poderá ser obtida com a 

pesquisadora principal Professora Maria das Graças Carvalho (31-34096881) ou com 

o médico reumatologista responsável Dr. Paulo Madureira de Pádua (31-32265581). 

Desde já, agradecemos a sua colaboração! 

 

Termo de consentimento 

Declaro que, após 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 - Comitê de Ética em Pesquisa Av. Antônio Carlos, 6627 
Unidade Administrativa II - 2º andar 
Sala 2005 
Campus Pampulha 
Belo Horizonte, MG - Brasil 
31270-901 
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APÊNDICES: 

APÊNDICE I: 

PREPARO DE MEIO RPMI 1640 – pH 7,2 
Meio Nutriente para Cultura de Células 

 
Reagentes – para preparo de 1L de solução estoque  
 

 RPMI 1640        10,38g  

 Bicarbonato de sódio      2,0g  

 HEPES        2,4g  

 Penicilina/Estreptomicina 10milUI/10mg/mL  5 mL  

 Água miliq  qsp       1000 mL 

 
 
Procedimento:  
 
1. Dissolver os reagentes sólidos em 900 mL de água milliq;  
2. Adicionar o volume de antibiótico indicado;  
3. Aferir o pH da solução com auxílio de fita de pH (pH deve ser 7,2);  
4. Completar o volume da solução para 1,0L com água milliq;  
5. Esterilizar o meio RPMI 1640 por filtração utilizando bomba de vácuo;  
6. Fracionar a solução filtrada em frascos estéreis com capacidade de 500 mL;  
7. Rotular os frascos (nome da solução, data de preparo, nome do responsável)  
8. Armazenar os frascos contendo o meio a 2-8ºC.  
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APÊNDICE II: 

PREPARO DE SOLUÇÃO DE PBS 
“Phosphate Buffered Saline” 

 
Solução Estoque de PBS 10 X  
 
Reagentes – para preparo de 1L de solução estoque  
 

 NaCl (cloreto de sódio):        84,15 g  

 Na2HPO4. H2O (hidrogenofosfato dissódico monohidratado):  5,37 g  

 KH2PO4 (dihidrogenofosfato de potássio):     14,69 g  

 

 
Procedimentos 
 
1. Adicionar 500 mL de água tipo I em um béquer e acrescentar os sais lentamente, 
sob agitação até completa solubilização;  
2. Acertar pH = 7,4 (NaOH 1M ou HCL 1 M) com auxílio de pHmetro;  
3. Transferir o volume total para uma proveta de 1 litro e completar o volume com água 
tipo I; 
4. Estocar em temperatura de 2 a 8ºC. 
 

Preparo Solução NaOH 1M  
 

Para 100 mL de solução: pesar 4g de NaOH e diluir em 100 mL de água destilada.  

 
Solução de PBS 1 X 
 

  
1. Diluir a solução de PBS 10 X na proporção 1:10, de acordo com o volume  
desejado. (ex.: para 1 L de solução de PBS 1X, diluir 100 mL de solução PBS 10X, 
em 900 mL de água destilada)  
2. Acertar pH = 7,4  
3. Esterilizar em autoclave ou filtração em filtros com membrana de 0,22µm.  
4. Estocar em temperatura de 2 a 8ºC. 
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APÊNDICE III: 

PREPARO DE SOLUÇÃO DE PBS-W 

“Phosphate Buffered Saline- Wash” 

  

 

Reagentes – para preparo de 1L de solução 

 PBS 1x estéril     1000mL 

 BSA – soro albumina bovina   5g 

 Azida sódica      1g 

  

Procedimentos  

  

O PBS-W é o PBS 1x estéril ao qual se adiciona 0,5% de BSA e 0,1% de azida 

sódica.  

  

1. Dissolver o BSA e a azida sódica, sob agitação e lentamente, evitando a formação 

de espuma.  

2. Obedecer as proporções acima, por exemplo:  

a. Preparo de 100 mL de PBS-W, adicionar ao PBS 1 x:  

 0,1 g de azida sódica  

 0,5 g de BSA  

3. Acertar o pH para 7,2-7,4  

4. Filtrar em 0,22 µm  

5. Colocar em frasco transparente estéril e parafilmar dentro da capela de fluxo  

laminar  

6. Conservar em temperatura de 2-8ºC (geladeira)  
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APÊNDICE IV: 

PREPARO DE SOLUÇÃO DE PBS-P 

“Phosphate Buffered Saline- Perm” 

  

 

Reagentes – para preparo de 1L de solução 

  

 PBS-W   1000mL 

 Saponina   5g 

  

Procedimentos  

  

O PBS-P é o PBS-W ao qual se adiciona 0,5% de saponina.  

 

1.  Adicionar a saponina lentamente ao PBS-W, sob agitação, e deixar homogeneizar.  

2. Obedecer as proporções acima, por exemplo:  

a. Preparo de 100 mL de PBS-P, adicionar ao PBS-W 0,5 g de saponina  

3. Acertar o pH para 7,2-7,4  

4. Filtrar em membrana de 0,22 µm  

5. Colocar em frasco transparente estéril e parafilmar dentro da capela de fluxo laminar  

6. Conservar em temperatura de 2-8ºC (geladeira)  
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APÊNDICE V: 

PREPARO DE SOLUÇÕES ESTOQUE DE PARAFORMALDEÍDO (20X) E 

CACODILATO DE SÓDIO (20X) 

 

Reagentes – para preparo de 200mL de solução de Paraformaldeído (20x) 

 

 Paraformaldeído P.A   40g 

 Hidróxido de sódio P.A.   0,106g 

 Água tipo 1     200mL 

 

Procedimento 

 Paraformaldeído (20x): realizar etapas em CAPELA de EXAUSTÃO 

1. Pesar 40g de paraformaldeído 

2. Aquecer 150mL de água tipo 1 em béquer com agitador 

3. Acrescentar 0,106g de hidróxido de sódio  

4. Esperar dissolver e continuar aquecendo até no máxima 70ºC 

5. Acrescentar o paraformaldeído aos poucos para não precipitar 

6. Homogeneizar até a solução ficar completamente transparente 

7. Completar o volume da solução para 200mL com água tipo 1 

8. Fazer alíquotas de 2,5 mL 

9. Estocar a -20ºC 

 

Reagentes – para preparo de 200mL de solução de Cacodilato de sódio (20x) 

 

 Cacodilato de sódio   40,04g 

 Cloreto de sódio    26,6g 

 Água tipo 1     200mL 

 

Procedimento 

 Cacodilato de sódio (20x):  

1. Pesar 40,04g de cacodilato de sódio  

2. Pesar 26,6g de NaCl 

3. Em um béquer, adicionar 150mL de água tipo 1  

4. Adicionar o NaCl pesado à água e homogeneizar utilizando um bastão de 

vidro ou barra magnética até completa dissolução  
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5. Acrescentar o cacodilato de sódio pesado aos poucos e homogeneizar 

utilizando um bastão de vidro ou barra magnética até completa dissolução  

6. Completar o volume para 200mL 

7. Fazer alíquotas de 2,5 mL 

8. Estocar a -20ºC 

 

PREPARO DE SOLUÇÃO FIXADORA MACS FACS FIX (MFF) 
 
 

Reagentes – para preparo de 100mL de solução 

 

 Paraformaldeído 20x   5mL 

 Cacodilato de sódio 20x   5mL 

 Água bidestilada qsp   100mL 
 

Procedimento 

1. Aquecer o paraformaldeído 20x em banho-maria a 56ºC até completa 

solubilização (transparente). 

2. Descongelar o cacodilato de sódio 20x à temperatura ambiente. 

3. Misturar o paraformaldeído com o cacodilato, usando alíquotas de mesmo 

volume e completar para 10 vezes o volume inicial com água bidestilada. 

4. Acertar o pH para 7,2 -7,4. 

5. Filtrar e armazenar em frasco âmbar em geladeira (2ºC-8ºC). A validade da 

solução é de 7 dias. 

 


