UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANALISES CLINICAS E
TOXICOLOGICAS

LILIAN FARIAS FERREIRA

AVALIACAO DA CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS APOS ESTIMULO
DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO POR
MICROPARTICULAS EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
EM COMPARAGCAO COM PACIENTES COM OUTRAS DOENCAS AUTOIMUNES.

Belo Horizonte - MG
2018



LILIAN FARIAS FERREIRA

AVALIACAO DA CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS APOS
ESTIMULO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE
PERIFERICO POR MICROPARTICULAS EM PACIENTES COM
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EM COMPARACAO COM
PACIENTES COM OUTRAS DOENCAS AUTOIMUNES.

Dissertacdo como requisito parcial, para
obter o grau de Mestra em Andlises Clinicas
e Toxicoldgicas, submetida ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Andlises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal de Minas Gerais.

Area de concentracgdo: Andlises Clinicas e
Toxicologicas

Orientadora: Profa. Dra. Tania Mara Pinto
Dabés Guimardes — UFMG

Coorientador: Prof. Dr. Vicente de Paulo C.
P. de Toledo — UFMG

Belo Horizonte - MG
2018



F383a

Ferreira, Lilian Farias.

Avaliacdo da caracterizacdo de microparticulas apos estimulo de
celulas mononucleares de sangue periférico por microparticulas em
pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico em comparacdo com
pacientes com outras doencas autoimunes / Lilian Farias Ferreira —
2018.

141 il

Orientadora: Tania Mara Pinto Dabés Guimarées.
Coorientador: Vicente de Paulo C. P. de Toledo.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de Pos-Graduac&o em Analises
Clinicas e Toxicologicas.

1. Lupus eritematoso sistémico — Teses. 2. Doenc¢as auto-imunes —
Teses. 3. Microparticulas — Teses. 4. Anticorpos — Teses. 5. Citocinas
— Teses. 6. Citometria de fluxo — Teses. |. Guimardes, Tania Mara
Pinto Dabés. Il. Toledo, Vicente de Paulo C. P. de. lll. Universidade
Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farmacia. IV, Titulo.

CDD: 616.079

Elaborado por Darlene Teresinha Schuler - CRB-6/1759




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

UG

FOLHA DE APROVACAO

AVALIACAO DA ATIVACAO DE MICROPARTICULAS AUTOLOGAS
SOBRE CELULAS MONONUCLEARES EM PACIENTES COM LUPUS

ERITEMATOSO SISTEMICO

LILIAN FARIAS FERREIRA

Dissertagdo submetida @ Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagdo em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, como requisito para
obtengdo do grau de Mestre em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, area de

concentragio ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS.

Aprovada em 31 de agosto de 2018, pela banca constituida pelos membros:

dﬁ)w\).l 3 a@oim
Profa. Tania Mara Pinto Dabes Guimaraes - Orientadora
Universidade Federal de Minas Gerais

P2 - Aé

Prof. Vicente/de Faulo Coelho Peixotg’de Toledo - Coorientador
Universidade Federal de Minas Gerais

Profa. Cristiane A@;%Wezes

UFMG

rof. Walter Bafista Cicarini
Universidade Salgado de Oliveira

Belo Horizonte, 31 de agosto de 2018.




“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nao é senao uma gota de agua no

mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.

Madre Teresa de Calcuta



AGRADECIMENTOS

A DEUS por me permitir concluir mais uma etapa da minha vida, guiando sempre

todos 0s meus passos e tornando-0s possiveis.

Aos meus pais, Paulo e Claudia, pelo apoio incondicional e por fazerem o impossivel
para que eu consiga conquistar todos os meus sonhos e objetivos. Obrigada por
estarem sempre comigo e serem 0 meu orgulho e os meus maiores exemplos, &

pensando em vocés que eu tento fazer o meu melhor sempre.

Aos meus irméos, Luana, Rafael e Rafaela, pelo apoio, companheirismo e por sempre

me ajudarem mesmo nédo estando tao pertos.

A minha orientadora, Prof.” Dra. Tania Mara Pinto Dabés Guimarées, pela confianca,
compreensao e ensinamentos me recebendo carinhosamente em seu laboratério e
me orientando com tamanha disponibilidade e eficiéncia em todas as etapas desse

projeto. Muito obrigada, a Senhora foi fundamental em todo esse processo.

Ao meu coorientador, Prof. Dr.Vicente de Paulo Coelho Peixoto de Toledo, pelo apoio,
ajuda e disponibilidade durante esse periodo. Obrigada por me apresentar ao grupo

de pesquisa em Lupus.

A Dra. Fernanda Freire Campos Nunes e a Dra. Luara Isabela dos Santos pela ajuda

no desenvolvimento do projeto.

Ao Josimar Dornelas Moreira por todo o0 apoio e ajuda, mesmo que a distancia, no

desenvolvimento do projeto e por sempre estar disponivel.

A todos os meus amigos, em especial & Aline pela convivéncia diaria e

companheirismo em todos 0s momentos.



Aos amigos do Laboratério de Imunologia Clinica pela convivéncia, ajuda,
companheirismo e apoio: Isabela, Gabrielle, Augusto, Edilene, Sr. Vicente em especial

ao Luan por toda a sua disponibilidade em ajudar.

Aos amigos do PPGACT, em especial a Alessandra e a Larissa pela convivéncia,
ajuda e apoio.

Aos professores da Faculdade de Farmacia e aos do PPGACT, em especial a Prof2

Dr2 Maria das Gracgas Carvalho, coordenadora do grupo de pesquisa em LUpus.

Aos funcionarios da Faculdade de Farmacia e aos do PPGACT, em especial a

Fernanda Oliveira por todo o auxilio no Citémetro de Fluxo.

A professora Dra. Edna Afonso Reis pelo auxilio nas analises estatisticas.

As Dra. Gilda Aparecida Ribeiro e Dra. Ana Flavia Madureira de Padua Dias por me
receberem tdo bem no HC-UFMG e na Santa Casa de Misericérdia e pela ajuda na
coleta de pacientes.

Aos colaboradores do HC-UFMG que me auxiliaram no contato com o0s pacientes.
Dra. Cristina Lanna, Dra. Débora Cerqueira, Dra. Maria Raquel, Dra. Fabiana, Dra.
Maria Fernanda, Dra. Rosa Weiss, Dr. Ricardo, Dr. Gustavo. A todos os Médicos
Residentes pela prestatividade. E ao funcionarios, em especial & Neusa por toda

ajuda.

Aos colaboradores da Santa Casa de Misericordia que me auxiliaram no contato com
os pacientes. Dra. Ana Carolina, Dra. Claudia e Dr. Eduardo. A todos os Médicos
Residentes pela prestatividade.

A CAPES e FAPEMIG pela ajuda financeira.

Por fim, a todas as pacientes e voluntarias que aceitaram participar do projeto e
acreditaram no trabalho. MUITO OBRIGADA.



RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune crbnica e sistémica.
Microparticulas (MPs) podem conduzir a inflamacéo e a autoimunidade por multiplos
mecanismos, e exibir as proteinas da superficie celular da célula-mée que podem ser
detectadas por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia permitindo a
identificacdo de sua origem. Embora critérios clinicos e laboratoriais sejam usados
corretamente para monitorar efeitos terapéuticos, ainda ndo existe um marcador de
remiss@o de doenca ou atividade. Niveis aumentados de MPs derivadas de células e
da célula parental podem sugerir uma influéncia significativa no prognéstico da
doenca. 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 producao
de IL-10 e IFN-y por Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) apos
estimulacdo com MPs autdlogas desses pacientes ap0s a marcacdo com anticorpos
especificos através de Citometria de Fluxo (CF), visando um melhor conhecimento de

seu papel na modulacao 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 doencas autoimunes
(ODA) e 5 mulheres voluntarias saudaveis (CT). No grupo controle, os niveis de MPs
originadas de células CD4+ e CD14+ foram significativamente diferentes quando
comparado com o0s grupos LESABA, LESAMA e ODA. Nao houve diferenca
significativa nos niveis das MPs entre os diferentes grupos de pacientes. Nao houve
diferenga significativa nos niveis de MPs CD8+, CD42a+, CD54+ e CD61+ entre 0s
diferentes grupos do estudo. No entanto, no grupo ODA a producao de IFN-y pelas
células CD8 + foi maior do que os grupos CT e LESAMA, mas ndo houve diferenca
na producdo de IFN-y pelas células CD4 +. Ndo houve diferenca significativa nas
CMSP CD4+, CD8+, CD14+ e CD19+ apo6s estimulo com MPs, bem como na
producéo de IL-10 por CD4+ e CD8+, nao houve diferenca.



Este estudo apresenta uma importancia significativa devido ao fato de que até o
momento, ndo existirem marcadores especificos que possam ser usados no

diagnéstico e prognadstico do Lupus.

Palavras chave: Lupus Eritematoso Sistémico. Atividade da doenca. SLEDAI-2k.

Microparticulas. Anticorpos. Citocinas. Citometria de fluxo.



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-y
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-y production by CD8 + cells was higher than CT and LESAMA groups, but there
was no difference in IFN-y 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.



Key words: Systemic Lupus Erythematosus. Disease activity. SLEDAI-2k.
Microparticles. Antibodies. Cytokines. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

1.1. Lupus Eritematoso Sistémico

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune de carater
inflamatdrio e curso crénico que apresenta um desenvolvimento clinico variavel
podendo apresentar quadros de remissdo ou quadros de atividade da doenca
(presenca de sinais e sintomas) (MIRABELLI et al, 2015). As principais caracteristicas
sdo: perda de tolerancia imunolégica com consequente presenca de células T e B
hiperreativas, reacdo de hipersensibilidade do tipo Ill, producdo de autoanticorpos
contra antigenos nucleares e citoplasmaticos, aumento da formacéo e deficiéncia na
remocdo de imunocomplexos que ativam o sistema de complemento gerando
processos inflamatérios, e sua deposicdo em diversos 6rgaos que levam a lesao
celular ou tecidual (FREIRE et al, 2011; GOTTSCHALK et al, 2015; CHOI et al, 2017).

A causa do desenvolvimento do LES ainda ndo estd bem definida, mas sabe-
se hoje que fatores hormonais (estrogeno), ambientais (como radiacdo ultravioleta
(UV), estresse, medicacdo ou infeccdo) e genéticos (maior prevaléncia de LES em
parentes de 1° e 2° graus) apresentam uma forte ligacdo com a predisposicéo do seu
surgimento (FREIRE et al, 2011; GOTTSCHALK et al, 2015). Essa caracteristica
multifatorial faz com que o LES possa apresentar um largo espectro de manifestacées
clinicas, as quais podem comprometer diversos orgdos como rins, cérebro, pele,
pulmdes, coragdo e articulacdes. Além disso, a progressao da doenca é ndo-linear e
segue um curso remitente-recorrente devido a sua natureza heterogénea. O
prognéstico e a gravidade da doenca podem variar bastante de individuo para
individuo (GOTTSCHALK et al, 2015; VASQUEZ-CANIZARES et al, 2017).

O maior numero de mulheres com LES sugere uma contribui¢cdo significativa
de fatores hormonais no surgimento da doenca, além disso, horménios 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 reposicdo hormonal podem aumentar o risco do

desenvolvimento de LES.
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AssociagOes de LES com fatores intrinsecos, incluindo peso ao nascer, historia
reprodutiva (nimero de filhos, idade da menarca e menopausa), endometriose e
infeccdes latentes como o virus Epstein-Barr (EBV) podem refletir um papel indireto
das exposi¢cOes ambientais (PARKS et al, 2005, 2016).

Sabe-se que a exposicdo a raios UV é prejudicial para individuos com LES,
porém ndo esta claro se realmente ela € um fator que desencadeia o surgimento da
doenca ou apenas influencia no mau prognéstico da doenca. Porém, acredita-se que
o UV-B, pode estar associado a morte celular com exposicdo de auto-antigenos,
gerando espécies reativas de oxigénio 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 sao fatores envolvidos na
patogénese do LES (PARKS et al, 2017).

A exposicao a raios UV geram crises de LES, porém essa exposicdo € a
principal fonte exégena de Vitamina D, a qual tem funcdo imunossupressora, 0 que
pode sugerir que a radiacdo UV-B poderia exercer um papel protetor contra LES
através da producdo de Vitamina D. Estudos relataram baixas concentracdes de
Vitamina D em pacientes com LES, porém essa deficiéncia pode ser consequéncia de
um quadro de doenca crbénica (KUHN e BEISSERT, 2005; COSTENBADER et al,
2008).

Young et al (2016) observaram que pessoas susceptiveis (parentes de pessoas
com LES) com deficiéncia de vitamina D eram mais propensas a transi¢ao para o LES

principalmente quando associado a via metabdlica da vitamina D.

Outro fator associado ao surgimento do LES é o fator hereditario, gémeos
monozigoticos tem mais chance de terem LES quando comparados com dizigoticos,

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

A dieta também pode influenciar o desenvolvimento e o prognéstico 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 ndo possuem esses nutrientes
(STRICKLAND, et al, 2013). O alcool contém compostos (etanol e antioxidantes) que

potencialmente neutralizam a inflamacéao sistémica, diminuindo as respostas celulares
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e inibindo a sintese de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina (IL) -6 e IL-8, tanto in vivo como in vitro em macrofagos
alveolares e mondcitos sanguineos humanos (WALDSCHMIDT, et al, 2008; PARKS,
et al, 2017). Antioxidantes no vinho e na cerveja afetam citocinas como o interferon-
gama (IFN-y) in vitro e podem inibir as principais enzimas envolvidas na sintese de
DNA (STRICKLAND, et al, 2013).

Andlises genéticas e estudos gendmicos evidenciaram varios genes humanos
de suscetibilidade ao LES que sdo normalmente responsaveis por manter a tolerancia
do sistema imunoldgico e processos homeostaticos. Estes incluem processamento e
apresentacao de antigenos (HLA, TAP 1 e 2), eliminacédo de detritos apoptéticos (C1q,
Dnasel), receptores de superficie celular de leucécitos (FCGRI/II/III, ITGAM) e
moléculas de sinalizacdo celular e transcricdo génica (BLK, PTPN22, STAT4, IRF5)
(RAMOS et al, 2010; GOTTSCHALK et al, 2015).

Doengas autoimunes reumatologicas como LES, a Artrite Reumatoide (AR) e
Esclerose Sistémica (ES) apresentam desafios na clinica, uma vez que a sua etiologia
nao esta bem clara, além do progndstico ser variavel e imprevisivel, necessitando de
mais estudos para melhorar o diagnéstico, a avaliacdo mais precisa da atividade da
doenca, o progndstico e avaliacdo de co-morbidades que auxiliem por fim em uma
melhor terapia (MCCARTHY et al, 2016).

1.1.1.Epidemiologia:

A maioria dos estudos sobre incidéncia de LES s&o desenvolvidos nos EUA ou
na Europa. A dificuldade de realizacdo desses estudos no Brasil estd associado a
complexidade em se diagnosticar a doenca. A grande miscigenacao racial e cultural
do Brasil e as condic¢des climaticas (maior risco de exposicdo a raios UV no norte e
nordeste se comparado com o sul) geram uma ampla variedade de sintomas e
quadros clinicos do LES, dificultando o diagnostico precoce e comprometendo o
tratamento e o prognéstico (VILAR e SATO, 2002; NAKASHIMA et al, 2011).
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Dados de incidéncia e prevaléncia mais confiaveis sdo observados em estudos
em paises com um sistema de saude eficiente, onde o atendimento permite que os
dados sejam registrados e mantidos, 0s pacientes sejam corretamente diagnosticados
por especialistas e consequentemente os dados de incidéncia e prevaléncia possam

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

A doenca pode acometer pessoas de todas as idades, raca, sexo e origens
geograficas, porém mulheres em idade reprodutiva podem estar mais susceptiveis
devido aos hormoénios esteroides, uma vez que varios estudos mostram sua influéncia
no desenvolvimento da doenca (REES et al, 2016; GOULIELMOS et al, 2018). A
proporcao de mulheres com LES pode variar de 8 a 15:1 em comparagdo com homens
dependendo da regido em que esta sendo analisado (MURPHY e ISENBERG, 2013).

Estudos relatam que a incidéncia global de LES pode variar de 0,3 por 100.000
habitantes por ano na Ucrania a 31,5 por 100.000 habitantes por ano entre afro-
caribenhos que vivem no Reino Unido, por exemplo. Ja a prevaléncia varia de 3,2 por
100.000 habitantes a 517,5 por 100.000, na india 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 incidéncia relatada na América do
Norte (23,2 por 100.000 habitantes por ano) e menores incidéncias na Ucrania (0,3
por 100.000 habitantes por ano). Além disso, observaram também que paises
europeus estdo entre os paises com menores incidéncias em relacdo as Américas e
Asia. Mulheres apresentaram maior incidéncia com uma raz&o variando de 2:1 em
Minnesota-EUA (MICHET et al, 1985) a 15:1 na Africa (FLOWER et al, 2012).

Um estudo nos EUA nos anos de 2003-2008, estimou uma incidéncia 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
prevaléncia 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 ndo 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 doenca (SBR, 2018).

Segundo Vilar e Sato (2002) na cidade de Natal-RN no ano 2000 foi encontrada
uma incidéncia 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 incidéncia de
14,1 por 100.000 habitantes e 2,2 por 100.000 habitantes, respectivamente. Eles

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

Estudo desenvolvido por Nakashima et al (2011) com dados obtidos entre os
anos de 1997-1998, mostraram que a incidéncia de LES estimada no municipio de
Cascavel-PR foi de 4,8 casos por 100.000 habitantes por ano, sendo a incidéncia 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
0os anos de 2002 a 2011, onde foi observado 8761 Obitos de pacientes com LES
correspondendo a uma taxa de mortalidade de 4,76 mortes por 100.000 habitantes.
As regibes Centro-oeste, Norte e Sudeste apresentaram indices de mortalidade
regional maiores que o indice nacional (6,44, 5,4 e 5,23 mortes por 100.000
habitantes, respectivamente). Ja as regibes Nordeste e Sul apresentaram taxas
inferiores, 3,69 e 4,28 mortes por 100.000 habitantes, respectivamente. Estes autores
observaram também que dos 8761 6bitos, 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 doenca. Nos primeiros anos da doenca a morte pode ocorrer geralmente por
quadros de infeccdo, comprometimento renal ou danos no sistema nervoso central
(SNC). J4 em gquadros mais longos da doenca (crénica) o 6bito estd mais associado
a doencas cardiovasculares associado a aterosclerose, as quais podem ou nao estar
ligadas ao uso de corticoides ou inflamacao cronica (ASSIS e BAAKLINI, 2009; VOSS
et al, 2013).
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1.1.2. Patogenia:

O LES apresenta 3 formas clinicas: Lupus discoide (afeta mais comumente a
pele causando inflamacdes cutaneas na nuca, couro cabeludo e face), Luapus
sistémico (em geral é a forma mais grave podendo causar lesGes nas articulacoes,
rins, coragdo, pulmao, cérebro) e Lupus induzido por drogas (em geral iniciado ap6s
exposicdo a alguns farmacos, tais como: metildopa, quinidina, hidralazina,
procainamida, isoniazida, minociclina dentre outros) (GALINDO e VEIGA, 2010;
VIANNA et al, 2010; COSTA e COIMBRA, 2014).

A doenca pode apresentar sintomas inespecificos como: perda de peso, fadiga,
febre, ndusea, cefaleia, depressao, vomito, artralgias e mialgias, comprometimento de
rins, articulagcbes e pele (SCHUR e GLADMAN, 2011; FREIRE et al, 2011). Os
principais sintomas do LES estdo diretamente associados a lesdes geradas nos
orgdos decorrentes da formacdo e deposicdo de imunocomplexos. Essas lesGes
podem acarretar, em cerca de 50% dos pacientes com LES, complicagbes como:
nefrite, vasculite, doenca pulmonar intersticial e acidente vascular cerebral (AVC).
Além disso, pacientes que apresentam resisténcia terapéutica ficam com a qualidade
de vida prejudicada (FAIRHURST et al, 2006).

A nefrite lUpica esté entre as complicacdes clinicas mais comuns e mais séria
do LES, ocorrendo em cerca 74% dos pacientes e apresentando elevada morbidade
e mortalidade. A nefrite resulta da deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos
renais, levando a inflamacgéo e insuficiéncia renal definida pela histopatologia e
presenca de proteindria e elementos celulares (CERVERA et al, 2006; GALINDO e
VEIGA, 2010; RAMOS et al, 2010).

As manifestacfes hematologicas mais comuns no LES sdo: anemia, leucopenia
(leucécitos abaixo de 4.000 mm3), linfopenia (linfécitos abaixo de 1.500 mm?3) e
plaguetopenia (plaquetas abaixo de 100.000/mm3 por um periodo minimo de um més)
(FAYYAZ et al, 2015). Outras manifestagcbes sanguineas, tais como: aumento de
desidrogenase lactica (LDH) associado a anemia hemolitica, aumento de bilirrubina

indireta e presenca de anticorpos, também sado comuns (GALINDO e VEIGA, 2010).
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Dentre as manifestacdes cardiacas as mais comuns ocasionadas pelo LES
sao: pericardite, miocardite, endocardite e lesbes coronarianas (MINER e KIM, 2014).
Também pode ocorrer no curso da doenca o desenvolvimento de danos pulmonares
(pleurite, serosite e pneumonite) e danos neurolégicos (AVC, isquemia transitoria,
disfuncao cognitiva, estado confusional agudo, convulsdes, desordem e/ou psicose,
cefaleias, dentre outros ndo associados a farmacos, infec¢cbes ou disturbios
metabdlicos) (GALINDO e VEIGA, 2010; COJOCARU et al, 2011; CROOKSTON et
al, 2013).

Em geral a artrite € o acometimento articular mais comum no LES, atingindo
cerca de 69-95% dos pacientes, sendo comum a ocorréncia em maos, punhos e
joelhos (GALINDO e VEIGA, 2010).

1.1.2.1. Mecanismos da patogenia

O LES é uma doenca autoimune e como tal & decorrente de alteragbes no
funcionamento do sistema imune. Tanto a resposta imune inata quanto a adquirida
estdo relacionadas com a patogenia. A resposta imune inata é responsavel tanto pelas
lesbes teciduais, através da producédo e liberacdo de citocinas inflamatorias, como
também pela ativacado de células T e B (resposta imune adaptativa), as quais sao
responsaveis por processos inflamatdrios e producédo de autoanticorpos (CHOI et al,
2012). Porém, a grande questdo € que ainda hoje sabe-se pouco sobre a patogénese
do LES, o que compromete o diagnostico precoce e principalmente o tratamento,
fazendo com que as opcdes terapéuticas sejam limitadas através de corticoides e
imunossupressores, 0 que podem acarretar em risco de intoxicacdo (PERL et al,
2010).

A inflamacéao é um fator chave na patogénese do lupus. A doenca € mediada
por ceélulas B hiperrativas que produzem autoanticorpos da classe IgG
(Imunoglobulina G), que devido a uma falha no processo de delecéo clonal, caem na
circulacdo sanguinea e se ligam a antigenos especificos, como por exemplo DNA,
proteinas nucleares e certos componentes citoplasmaticos gerando uma reacéao de

hipersensibilidade do tipo Ill responsaveis pela formacado de um quadro inflamatério
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cronico (CARROLL, 2004; GOTTSCHALK et al, 2015). A principal caracteristica do
lipus é a presenca de células B hiperativas com perda da tolerancia, formando
complexos imunes contendo autoantigenos de acido nucléico, os quais podem ativar
TLRs endossomais e promover um quadro inflamatério. Expansédo de células
plasmaticas e a producao de auto-anticorpos também sao caracteristicas, embora os
auto-anticorpos possam ser benignos, a menos que gerados em um meio inflamatorio,
em gue a troca de classe para 0s isotipos patogénicos ocorrem. Além disso, citocinas
pré-inflamatérias auxiliam na ativacdo das células T e na maturacdo das células
dendriticas, podendo estimular uma hematopoiese com expansao de células imunes
inatas, induzindo a producéo de proteinas de fase aguda (APPs). Outra caracteristica
na patogénese do LES € a deposicdo de auto-anticorpos em tecidos como 0s
glomérulos do rim, os quais ativam células efetoras mieloides via Fc e receptores de
complemento, provocando destruicdo tecidual. Inumeros fatores, incluindo
composi¢cdo genética, ambiente, dieta e estresse, podem modificar o curso e a
gravidade da doenca. (Figura 1) (RAVETCH e BOLLAND, 2001; GOTTSCHALK et al,
2015).
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Figura 1 - Papel da inflamag&o 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 presenca de anticorpos no LES é evidencia de uma memaria imunoldgica
dependente de clones de linfécitos. A afinidade e o tamanho dos linfocitos B, a
presenca de anticorpos e células T autorreativas podem estar associados a atividade
da doenca, isto €, clones pequenos produzem poucos anticorpos e consequentemente
tendem a ser caracteristico de remissdo da doencga, porém se esse pequeno numero
apresentar alta afinidade pode ser caracteristico de LES latente ou persistente (HIEPE
et al, 2011; THAPA et al, 2015; WEIDENBUSCH et al, 2017).

Estimulos que induzam a expanséo clonal dos linfocitos B, como por exemplo,
aumento de citocinas, podem acarretar em uma ativacao da doenca (WEIDENBUSCH
et al, 2017). Alguns fatores tem sido associados ao surgimento do LES, tais como,
infeccbes e morte celular. Em geral patdbgenos apresentam padrdes moleculares
associados ao patdégeno (PAMPSs), os quais ativam receptores de reconhecimento
padrdo (PRR), que por sua vez induzem a apresentacdo de antigenos, ou seja, a
imunidade inata ativa a imunidade adaptativa que pode ser responsavel 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 especificos para antigenos
de nucleos celulares, como DNA de cadeia dupla, histonas e proteinas ribonucleares.
Células B autorreativas sdo ativadas e passam por recombinagdo, hipermutacdo
somatica e selecdo clonal para formar células B efetoras e de memoria. Células B
efetoras produzem autoanticorpos da classe 1gG, liberados na circulagdo, os quais
irdo se ligar a antigenos proprios formando imunocomplexos. Apesar dos mecanismos
normais, como o0 sistema de complemento, para a absor¢cdo e eliminacdo de
imunocomplexos, 0 excesso de complexos imunes acumulam-se nos pequenos vasos
de 6rgéos, como nos rins, no SNC, no endotélio vascular e nas articulagbes, onde
facilitam a formacdo de lesdes e a ativacdo local do sistema de complemento,
degranulacdo dos mastocitos e a infiltragcdo de neutrofilos e macréfagos (Figura 2)
(CARROLL, 2004).
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Figura 2 - Patogénese 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 Il — 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 neutréfilos tem sido relacionados como importantes na patogénese do LES,
apesar de doses elevadas de glicocorticoides poderem influenciar na sua ativacao
(BOSCH, 2011; WEIDENBUSCH et al, 2017). No processo inflamatério, quando
neutréfilos sdo destruidos liberam “traps” extracelulares contendo DNA e
mitocdndrias, 0s quais sdo alvos de autoanticorpos no LES. O DNA mitocondrial
estimula a producéo de IFN-a pelas células dendriticas plasmocitoides (PDC) (WANG
et al, 2015; LOOD et al, 2016). Estas células dendriticas encontram-se reduzidas na
circulacdo sanguinea 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 estimulacdo de TLR9 inibe a producéo de IFN-
a induzida por TLR7 em PDCs, consequentemente a ligacdo de imunocomplexos no
receptor TLR7, apds a estimulacdo de TLR9, tem a producdo de IFN-a diminuida,

sugerindo uma via de competicdo, criando efetivamente um ciclo de feedback
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negativo. As mulheres tém inducdo mais forte de IFN-a no TLR7, mas nédo a
estimulacdo de TLR9 em comparagcdo com os homens, consequentemente elas
apresentam maior producdo de IFN-a. Estimulagdo TLR9 prolongada leva a
diminuicao da producéo de IFN-a em PDCs (BERGHOFER et al, 2007; KWOK et al,
2008).

Os glicocorticéides sé@o a primeira linha de tratamento do LES por suprimirem
as PDCs, porém a ativacdo de TLR7/9 pode induzir uma inibicdo da acdo dos
esteroides nas PDCs, acarretando em uma resisténcia relativa aos esteroides
(GUIDUCCI et al, 2010).

As PDCs expressam também a superfamilia 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 patogénese da doenca (JACQUEMIN et al, 2015).

O sistema de complemento tem grande relevancia na patogenia do LES, pois
ele contribui para a iniciacdo do processo inflamatério e dano tecidual, porém a
deficiéncia de alguns de seus fatores podem aumentar o risco de desenvolvimento da
doenca (TRUEDSSON et al, 2007).

A ativacado do sistema de complemento pode ser desencadeado pela interacéo
de C1lg com anticorpos formando os imunocomplexos (Via classica), pela ligacdo da
lecitina ligadora de manose a manose ou N-acetilglucosamina (Via da lecitina) ou pela
hidrolise espontanea da ligacado tio-éster em C3 (Via alternativa). As vias da Lecitina
e alternativa sao capazes de discriminar entre patégenos e autoantigenos de acordo
com o conceito de padrao de receptores de reconhecimento e constituem parte de
uma primeira linha de defesa (TRUEDSSON et al, 2007).

MutacBes nos componentes Clg, C2 e C4 da Via classica do sistema de
complemento, favorecem o desenvolvimento do LES. O sistema complemento é
crucial para a remocao eficiente de imunocomplexos e o clearance de células
apoptéticas, o que, neste caso, aumenta a disponibilidade de autoantigenos
(TRUEDSSON et al, 2007; WEIDENBUSCH et al, 2017).



32

Pacientes com deficiéncia de C1q ou C4 tem uma incidéncia de LES igual entre
homens e mulheres, sendo que a doenca tende a se desenvolver em idades mais
novas e o acometimento de varios 6rgaos juntamente com glomerulonefrite ocorre em
cerca de 30% dos casos. Ja pacientes com deficiéncia de C2 mostram uma
distribuicdo sexual semelhante a observada no LES genuino (7 mulheres: 1 homem)
e a doenca tende a iniciar mais tarde na vida (TRUEDSSON et al, 2007).

Estudos anteriores evidenciaram também que autoanticorpos em pacientes
com deficiéncia de C2 e LES é diferente quando comparado com individuos sem a
deficiéncia, 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-y parecem estar associadas ao desenvolvimento do
LES (WEIDENBUSCH et al, 2017). O IFN-y participa de varios efeitos bioldgicos
associados ao LES, tais como: diferenciacdo de células B em células plasmaticas
produtoras de anticorpos; células B de memoaria através da regulacao positiva do fator
de ativacdo das células B da familia TNF (BAFF) e da inducdo de proliferacdo de
células dendriticas mieloides (MDCs); expressdo aumentada do complexo de
histocompatibilidade principal 1l (MHCII), CD86 e CD80; ativagdo de células T CDS8; e
supressao de células T regulatérias (BACHER et al, 2013). Outra funcdo do IFN-y, é
gue ao se ligar ao receptor CXCL-10 (CXC-quimiocina ligante10, também conhecido
como IP-10), em células renais, apresenta uma forte correlacdo com a atividade renal
do LES e, portanto, tem valor como um biomarcador urinério para a nefrite lipica
(WEIDENBUSCH et al, 2017).

O fosfato de esfingosina-1 demonstrou ser um regulador negativo da producao
de IFN-a em PDCs por internalizacdo do ILT7 atenuado (transcrito semelhante a
imunoglobulina 7). Isso, juntamente com as células dendriticas do sangue e a
estimulacdo do antigeno 2 (BDCA-2), que inibe PDCs pela supresséo da sinalizacao
de TLR9, poderia consequentemente ser usado para modular a fungéo das PDC no
LES (WEIDENBUSCH et al, 2017).

Sabe-se que células TCD4 imaturas, quando sao ativadas por antigenos
especificos se diferenciam em trés tipos diferentes de células TCD4 efetoras: células
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T helper tipo 1 (Th1l), tipo 2 (Th2) e tipo 17 (Th17), as quais sao caracterizadas pela
producdo de citocinas especificas distintas. As células Thl produzem principalmente
IFN-y, IL-2 e TNF-a, estas citocinas sdo responsaveis por desencadear uma
imunidade mediada por células. Ja as células Th2 liberam IL-4, IL-5 e IL-10, sendo
responsaveis pela resposta imune humoral e a consequente producao de anticorpos.
E por fim, as células Th1l7 produzem IL-17 responsavel pela ativacdo da resposta
inflamatoria. Uma ativacéo descontrolada de Thl, Th2 e Th17 podem gerar um quadro
inflamatorio exacerbado nos tecidos alvo. Para evitar a ativacdo descontrolada,
células T chamadas reguladoras (Treg), controlam a ativacdo de células T efetoras
para manutencdo da resposta imune e prevencédo de autoimunidade e inflamacéo
tecidual (Figura 3) (MIYAKE et al, 2011; MARTIN et al 2014).

A Producdo de Autoanticorpos  Imunocomplexos
@ .o &
Autoanticorpos

Formacédo de imunocomplexos
Fixacdo do complemento Deposicdo nos
Ativacdo de efetores rins
Glomerulonefrite
B Apresentacdo de autoantigenos para células T

Aumoresctve Actvated
| o Tt
& _/ T oot

— help V\
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Ativacdo de células T autoreativas
Producao de citocinas

C Producao de citocinas Inflamatadrias

Efeitos no estroma

Ativacdo da resposta de fase aguda
Expansdo de progenitores
Recrutamento € ativacdo de leucocitos
Inflamacdo

Inibicdo da diferenciacdo de T reg

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; M¢ — macrofagos; Liver — figado; Spleen — bago; Stroma — estroma.
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Estudos sugerem a participacdo efetiva de células Thl no LES. Porém, a
elevacao de citocinas produzidas por Thl e Th2 € comum em humanos sugerindo que
possa haver um complexo envolvimento celular na heterogeneidade de manifestacdes
clinicas e o envolvimento de 6rgdos (KELLEY e WUTHRICH, 1999; MIYAKE et al,
2011). A IL-12 é produzida por macréfagos e células dendriticas, a qual em conjunto
com a IL-18, promove a producédo de IFN-y e leva a polarizacdo de células periféricas
em direcdo a um fenotipo Thl. Miyake et al (2011) evidenciaram que a relagao IFN-y/

IL-4 estava aumentada na nefrite lUpica.

Estudos evidenciaram também que uma predomindncia de citocinas
produzidas por Th2 associado a imunocomplexos de 1IgG4 podem estar associadas a
um quadro de glomerulonefrite. A IL-4 é quem direciona a producao de IgG4 pelas
células B (WEENING et al, 2004).

A IL-17 é produzida principalmente por células CD4+, CD8+, células Ty /d e
células Thl7. Dolff et al (2010) mostraram que na nefrite lUpica células T que
expressam IL-17 migram para o rim e podem contribuir para processos inflamatérios.
Co-estimulacdo de CD80 e CD134 em células T com producédo de IL-17 estavam
aumentadas em pacientes com LES quando comparados com pacientes saudaveis.
A presenca 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 inflamatérios através da secrecéo de IL-17 (MIYAKE et al 2011). Na
nefrite lUpica macrofagos e mondcitos sdo os principais produtores de IL-6, a qual é
responsavel pela proliferacdo de células mesangiais renais com ativacdo da
diferenciacéo de células T no subtipo Th17, além de auxiliarem o fator de crescimento
transformador-B (TGF-B) (MANGAN et al, 2006). Segundo Cash et al (2010) a
auséncia de IL-6, em modelo animal, resultou em diminuicdo de macrdéfagos infiltrados

no rim, reducéo da deposicéo de IgG e C3 e reducao de CD4+ e CD8+.

As células Treg sdo wuma populacdo heterogénea de células
CD4+/CD8+/CD25+. O Foxp3- formado por células Treg produtoras de IL-10 e células
Th3 que produzem TGF-B é responsavel pela diferenciacdo para o subtipo
CD4+/CD25+/FoxP3+Treg. As células Foxp3+Treg sao importantes na
autoimunidade. A expressao do Foxp3 inibe as células T de se diferenciarem em T

efetoras pro-inflamatorias Th17. Por outro lado, o TGF-B, juntamente com a IL-6,
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promove a diferenciacdo de células Th17 e suprime a FoxP3, levando a uma reducao
nas células Treg (MANGAN et al, 2006).

A elevacdo da IL-10 também ocorre em diferentes condicbes clinicas
associadas ao LES. Porém, ainda ndo esta claro se sua elevacédo pode auxiliar no
desenvolvimento de nefrite. A IL-10 ndo € uma citocina especifica, pois pode ser
produzida por células Thl, Th2, Thl7 e Treg, porém, sua superexpressao em

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

1.1.3. Diagnostico

O diagndstico do LES € bastante complexo, visto que seus sinais e sintomas
clinicos inespecificos (febre, fadiga, artralgias, dentre outros) sdo comuns a varias
outras patologias, podendo ser associados com doencas infecciosas, inflamatorias e
até mesmo outras doencas autoimunes (IGHE et al, 2015).

O exame FAN-Hep2 é utilizado como teste de triagem. Apesar de apresentar
baixa especificidade, quando associado a uma clinica sugestiva de LES o diagnéstico
torna-se bastante provavel. A presenca 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 titulos encontrados confirmam que
pacientes com LES, diferentemente de individuos normais, tendem a apresentar o
FAN-Hep2 em titulos de moderados (1/320) a elevados (>1/640) (NAKASHIMA et al,
2011). Segundo a Portaria n°100/2013 casos com pesquisa de FAN-Hep2-, porém
com lesbes cutaneas fotossensiveis, recomenda-se a realizacdo da pesquisa de
anticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSB/La. Anticorpos anti-DNA nativo e anticorpos anti-
Sm sédo considerados testes especificos para a identificacdo do LES, mas tém baixa
sensibilidade, o que pode gerar resultados falso negativos. Além disso, anticorpos
anti-SSA/Ro, anti-SSB/La e niveis séricos de componentes do complemento podem

auxiliar no diagnostico e acompanhamento da doenga (COSTA e COIMBRA, 2014).

Além disso, na avaliacdo clinica o0 médico solicitara outros exames que podem

auxiliar no diagnostico ou no acompanhamento do LES, tais como: hemograma
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completo com contagem de plaquetas; contagem de reticuldcitos; teste de Coombs
direto; velocidade de hemossedimentacdo (VHS); proteina C reativa (PCR);
eletroforese de  proteinas;  aspartato-aminotransferase  (AST); alanina-
aminotransferase (ALT); fosfatase alcalina; bilirrubinas total e fracdes; desidrogenase
lactica (LDH); ureia e creatinina; eletrélitos (célcio, fésforo, sddio, potassio e cloro);
exame qualitativo de urina (EQU); complementos (CH50, C3 e C4); albumina sérica;
proteinuria de 24 horas; VDRL,; e avaliacdo de autoanticorpos (FAN-Hep2, anti-DNA
nativo, anti-Sm, anticardiolipina IgG e IgM, anticoagulante lupico, anti-La/SSB, anti-
Ro/SSA e anti-RNP) (KUHN et al, 2015).

A avaliagdo do hemograma € de fundamental importancia no acompanhamento
do LES, uma vez que € comum esses pacientes apresentaram quadros de anemia
(Hemoglobina<12g/dL em mulheres e <13,5g/dL em homens e hematddrito inferior a
35%), reducdo de eritrocitos (3,9x10° e 4,3x10°® em mulheres e homens
respectivamente) associado a reticulocitose, leucopenia (global de leucdcitos <
4x10%/dL) com linfopenia e/ ou neutropenia, <1,5x10% e 1x10%dL, respectivamente.
Porém a leucopenia pode estar associada ao tratamento e, além disso, a presenca de
quadros infecciosos podem gerar um quadro de leucocitose (>10x103dL) decorrente
principalmente da elevacéo de neutréfilos (BASHAL et al, 2013; FAYYAZ et al, 2015).

Quadros de trombocitopenia (<100x10%/dL) também sdo comuns em pacientes
com LES e em geral estédo associados a atividade da doenca, além de ser um fator de

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

Diante disso recomenda-se que o diagnostico de pacientes com LES seja feito
através de critérios de classificacdo dos pacientes de acordo com o American College
of Rheumatology (ACR) (Anexo 1), o qual é estabelecido a partir da presenca de pelo
menos 4 dos 11 critérios de classificacdo, em qualquer momento da vida dos
pacientes, propostos pelo ACR em 1982 e revisados em 1997. Os critérios sao:
eritema malar, lesdes discoides, fotossensibilidade, Ulceras orais ou nasofaringeanas,
pleurite ou pericardite, artrite (ndo erosiva, com 2 ou mais articulagbes com dor,
inchaco ou efusdo), comprometimento renal (proteindria persistente e cilindros
urinarios), alteracdes hematologias (anemia hemolitica, leucopenia, linfopenia e

palquetopenia), alteracdes neuroldgicas, alteracdes imunologicas e presenca 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) prop6s o Systemic Lupus International Collaborating Clinics
(SLICC) (Anexo 2), no qual além dos critérios utilizados no ACR foram incluidos
critérios baseados nos sinais e sintomas clinicos, tais como: alopecia néo cicatricial,
acometimento articular (rigidez matinal das articulagbes por mais de 30 minutos),
hematuria, sintomas neurolégicos (mielite, neuropatia cranial ou periférica, estado
confusional agudo), altera¢des imunoldgicas ( reducdo de componentes do sistema
de complemento, Coombs direto positivo e anti-B glicoproteina). O diagndstico
baseado no SLICC é feito com a presenca de 4 ou mais desses critérios, ou bidpsia
renal com nefrite lUpica e FAN-Hep2+ ou anti-dsDNA+. Esses critérios possuem 97%
e 84% de sensibilidade e especificidade, respectivamente (KUHN et al, 2015;
VASQUEZ-CANIZARES, 2017).

Apés diagnosticar o LES a equipe médica monitora a evolu¢cdo do quadro
clinico através da classificacdo da atividade da doenca, esse monitoramento é util
tanto para a avaliacao do tratamento e consequente remissao da doenca quanto para
a pesquisa clinica. A atividade € avaliada de acordo com o indice SLEDAI-2k
(Systemic Lupus Erythematosus Dsease Activity Index 2K), o qual pontua as
alteracdes clinicas e laboratoriais dos pacientes durante a consulta médica (Anexo 3)
(TOUMA et al, 2010; MIKDASHI e NIVED, 2015).

O SLEDAI-2k é um questionario feito pelo médico no qual ele avalia e pontua
as manifestacoes apresentadas pelo paciente, ele consiste em 24 diferentes
manifestacbes que sdo pontuadas de 1 a 8, sendo que as altera¢des neuroldgicas e
vasculares recebem 8 pontos cada, alteracdes musculoesqueléticas e renais 4 pontos
cada, manifestacbes cutaneas e imunologicas 2 pontos e febre, leucopenia e
trombocitopenia 1. A pontuacdo pode variar de 0 (paciente ndo apresenta nenhuma
manifestacédo) a 105 (soma da pontuacao de todos os critérios) em um periodo de 30
dias (BOMBARDIER et al, 1992; TOUMA et al, 2010). De acordo com essa pontuacao
os pacientes sao 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 € uma doenca crbnica e autoimune, e ainda ndo apresenta cura,
0 paciente deve receber orientacbes sobre a evolucdo da doenca e cuidados. O
tratamento, tem como objetivo garantir uma boa qualidade de vida e um bom
prognostico da doencga. O tratamento farmacolégico depende da atividade da doenca
e do 6rgdo acometido. Os principais farmacos utilizados para o tratamento sao:
corticoides (prednisona e hidrocortisona), imunossupressores (ciclofosfamida,
metotrexato e azatioprina) e antimalaricos (hidroxicloroquina e difosfato de
cloroquina). Os antimalaricos séo utilizados com o objetivo de reduzir a atividade da
doenca, evitar o risco de trombose e melhorar o quadro articular (COSTA e COIMBRA,
2014).

1.2 Microparticulas:

O processo de ativacdo celular e apoptose produzem vesiculas extracelulares,
que dependendo do tamanho sdo chamadas de exossomos, microvesiculas ou corpos
apoptoéticos. Em geral as microvesiculas apresentam cerca de 0,1 a 1um de diametro,
ja os corpos apoptoéticos 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 microvesiculas, foram classificadas como Microparticulas (MPs) em 1967
por Peter Wolf, e diferenciadas dos corpos apoptéticos e exossomos por seu
mecanismo de liberacdo, tamanho e expressdo de marcadores de superficie, sendo
gue as MPs de maior relevancia cientifica apresentam um tamanho variando de 7-
9um (NOMURA e SHIMIZU, 2015; RASMUSSEN e JACOBSEN, 2018).

Os exossomos variam de 50-100nm e tem origem intracelular e mecanismos
de expressédo extracelular. Sdo formados por exocitose através da fusdo de corpos
multivesiculares que se ligam a membrana plasmatica. Uma diferenca entre
exossomos e MPs é que os primeiros sdo formados internamente, enquanto as MPs
se originam na superficie celular. J& os corpos apoptéticos sdo muito maiores do que

as MPs ou exossomos, sendo grandes fragmentos ou restos de células apos
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apoptose. A linha diviséria entre MPs e corpos apoptoéticos ndo 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 apoptéticos facilitam a remocéao de restos celulares, uma
vez que o tamanho facilita a fagocitose pelas células de defesa reduzindo as
atividades pro-inflamatoérias ou pro-trombéticas que a morte celular pode gerar.
Porém, devido ao menor tamanho das MPs, os fagocitos tendem a fagocitar
primeiramente 0s corpos apoptéticos e consequentemente as MPs conseguem
transportar substancias biotivas para outros locais. Durante a infec¢do 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 a autoimunidade (DYE et, al, 2013).

As MPs séo pequenas vesiculas ligadas externamente & membrana celular, as
quais podem exercer diferentes atividades biologicas incluindo a participacdo em
doencas autoimunes. Elas se desprendem das células por brotamento exocitico
durante a ativacdo e/ou apoptose. Inicialmente as MPs foram consideradas detritos
sem importancia, porém hoje sabe-se que elas podem estar relacionadas com
inUmeros processos fisioldgicos, as quais podem facilitar a comunicacgao intracelular
induzindo sinalizacdo celular em processos imunologicos. As MPs podem ser
originadas de varios tipos celulares, além disso elas podem incluir varias outras
moléculas, como por exemplo, DNA, RNA, proteinas nucleares, fatores de
crescimento e citocinas (COCUCCI et al, 2009; MAUSE e WEBER, 2010). Além de
seu papel na sinalizagcdo, as MPs podem ser o gatiiho da formacdo de
imunocomplexos, provocando ativacdo do sistema de complemento. Devido a sua
variedade de constituintes, elas podem gerar processos como inflamacéo,
coagulacao, ativacdo de células endoteliais, apresentacdo de antigenos e apoptose
entre muitos outros (PISETSKY et al, 2012).

As MPs com agdo imunologica, em geral sdo divididas em derivadas de
plaquetas e derivadas de leucdcitos, porém qualquer outro tipo celular pode produzir
MPs e acredita-se que todas sdo biologicamente ativas. As MPs derivadas de
plaguetas, em geral sdo as mais abundante no sangue e resultam principalmente da

ativacdo de plaguetas, embora a derivacdo de megacaridcitos também seja possivel,
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essas MPs podem promover trombose, gerando doencas cardiovasculares, incluindo
casos decorrentes de doengas autoimunes. Ja as MPs de leucécitos também podem

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

Como as MPs podem ser originadas de diferentes tipos celulares elas

apresentam diferentes tipos de Antigenos de superficie, como mostrado na Tabela 1:

Tabela 1 - Antigenos de superficie que caracterizam a origem das Microparticulas.
Antigenos de superficie

Origem das Microparticulas Antigeno
Plaquetéaria CD31, CD41, CDh42a, CD42b, CD41, CD61,
CD62P, CD63
Endotelial CD31, CD51, CD54, CD62E, CD105, CD106,
CD144, CD146
Monaocitica CD14
Linfocitica CD4, CD8, CD20

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

Embora quaisquer linhagens celulares possam formar MPs, as MPs de
plaguetas e eritrocitos sdo as mais comuns no sangue de individuos saudaveis, sendo
que as MPs derivadas de plaquetas representam a maioria (ARRAUD et al, 2014,
2015). No LES observa-se uma ativagdo de plaquetas, leucdcitos e células endoteliais
e a geracdo de MPs derivadas dessas células (CROOKSTON et al, 2013). A
membrana das MPs é carregada negativamente o que permite a ligacdo de fatores da
coagulacao, incluindo fator tecidual, e retém marcadores antigénicos membranosos
da célula parental o que pode ser usado para identificar a origem celular especifica
(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
imunoldgicos e vasculares inespecificos, bem como a geracdo de autoanticorpos
especificos. O DNA é facilmente ligado ao anticorpo anti-DNA, devido a expressédo da

superficie ou a acessibilidade dos locais internos (PISETSKY et al, 2012).

Estudos vem mostrando que as MPs participam da comunicacéo entre células
facilitando a sinalizacdo e a transferéncia de proteinas entre as células, aumentando
tanto a mediagéo direta célula-célula quanto o mecanismo de comunicacéo atraves
de citocinas. Ativacdo celular por MPs foram relatadas em LES, sindrome de

Sjogren's, artrite inflamatéria, trombocitopenia imune, puarpura trombocitopenica
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trombotica, vasculite e sindrome do antifosfolipide (DISTLER et al, 2006; OWENS e
MACKMAN, 2011; CROOKSTON et al, 2013).

O LES neuropsiquiatrico e o LES em atividade foram associados com ativacao
de células endoteliais imunomediadas, aumento da ativacéo e agregacao plaquetaria
e trombogenese (ZACCAGNI et al, 2004; CROOKSTON et al 2013).

Durante este processo de destruicdo celular e consequente formacéo de MPs,
a assimetria da membrana é perdida expondo Fosfatidilserina (PS) na superficie da
MP (MOREL et al, 2011). A PS pode interagir com fatores da coagulacéo, sugerindo
que as MPs que expressam PS podem participar de eventos trombéticos (OWENS et
al, 2011). Além disso, o reconhecimento de PS por lactaderina ou receptores de
tirosina-quinase permitem a rapida depuracéo das MPs da circulacdo (HAPPONEN et
al, 2016).

No LES, as MPs que expressam PS expde autoantigenos que sao
reconhecidos por autoanticorpos, formando IC contendo MP (FORTIN et al, 2016).

As plaguetas de pacientes com LES exibem niveis aumentados do ligante
CD40 soluvel, P-selectina e tromboxano (BOILARD et al, 2012; FORTIN et al, 2016).
A anexina V é uma proteina que se liga a PS com alta afinidade. Sondas fluorescentes
conjugadas com anexina V sdo utilizadas na identificacio de MPs em fluidos
biologicos. Niveis elevados de anexina V+ MPs+ IC correlacionam-se com

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

No LES moderada/alta atividade MPs endoteliais estdo relacionadas com
disfuncéo endotelial. Parker et al (2014) relatam a melhoria no controle do LES com
supressao da inflamacao apés reducao da presenca de MPs endoteliais e observaram
melhora no quadro de disfuncéo endotelial, o que sugere que o controle da atividade
inflamatoéria da doenca 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 expressdo de moléculas de superficie co-estimulatérias e a
producdo de citocinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-a e IFN-y por células dendriticas

plasmocitoides derivadas do sangue e dendriticas mieloides (DIEKER et al, 2016).
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Esta via de ativac@o pode estar associada a outros disturbios inflamatérios adicionais
que sugerem que Microparticulas endoteliais, possam ser importantes como novos
alvos terapéuticos imunomoduladores no LES (DIEKER et al, 2016; MCCARTHY et
al, 2016).

Atualmente estudos utilizando citometria de fluxo mostram alteragcdes na
quantificacdo 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 marcacdo de proteinas especificas, a sua
capacidade de andlise se torna reduzida e dependente da disponibilidade de
anticorpos especificos (NIELSEN et al, 2012; ULLAL et al, 2011).

Neste estudo tentou-se avaliar o papel das MPs na patogénese do LES
diferenciando sua associacdo com AR e ES, uma vez que as MPs apresentam
propriedades estruturais e funcionais Gnicas, que sugerem um papel central na
patogénese de doencas autoimunes, assim como a utilidade das MPs como

biomarcadores para mapear o curso da doenca, incluindo complicacées.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos recentes vem demonstrando que Microparticulas exercem influéncia
no perfil de resposta imunologica e que estas encontram-se aumentadas em pacientes
com Luapus Eritematoso Sistémico (CROOKSTON et al, 2013; FORTIN et al, 2016;
MOBARREZ et al, 2016). Sabe-se também que as Microparticulas estdo associadas
a processos inflamatérios e que pacientes com LES em moderada/alta atividade
tendem a apresentar um quadro inflamatério mais acentuado quando comparado com
pacientes com LES com baixa atividade. Diante disso, 0 aumento de Microparticulas
e a sua origem celular podem sugerir uma influéncia significativa no prognéstico da
doenca. Esse estudo tem como objetivo caracterizar Microparticulas de pacientes com
LES e especificar o perfil de ativacdo por Microparticulas autélogas nas células
mononucleares desses pacientes visando contribuir para um melhor conhecimento do

papel dessas na modulacdo da resposta imune no LUpus Eritematoso Sistémico.

Este estudo apresenta uma importancia significativa devido ao fato de que até
0 momento, ndo existirem marcadores especificos que possam ser usados no

diagndstico e prognéstico do Lupus.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

e Avaliar a origem das Microparticulas de pacientes com LES e a sua influéncia
na producado de citocinas por Células Mononucleares de Sangue Periférico a
fim de identificar uma possivel associacdo delas com o desenvolvimento e

prognostico do LES.

3.2.0bjetivos Especificos

¢ Quantificar Microparticulas nas pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico;

e Avaliar o perfil de ativacdo, ap0s estimulo, de Células Mononucleares do
Sangue Periférico de pacientes com LuUpus Eritematoso Sistémico por
Microparticulas autélogas;

e Avaliar a produgéo de citocinas IFN-y e IL-10.
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4. MATERIAIS E METODOS:

4.1.Normas Eticas:

O projeto de pesquisa intitulado “Lupus Eritematoso Sistémico: aspectos
hematologicos e imunoldgicos” foi analisado e aprovado em 27 de junho de 2012, pela
Comisséo de Etica e Pesquisa da UFMG — COEP/UFMG, sob o nimero do protocolo
CAAE 01928412.8.0000.5149 (Anexo 4) e em 4/07/2016 pelo Hospital das Clinicas
sob o nimero 061/16 (Anexo 5).

4.2.Selecao de Voluntarios:

Os individuos participantes do estudo foram selecionados de acordo com o0s
critérios de inclusdo e exclusdo, durante a consulta médica nos Ambulatorios de
Reumatologia do Hospital Bias Fortes pertencente ao Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais e do Centro de
Especialidades Médicas da Santa Casa de Misericordia 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 0 uso de informac¢des constantes no prontuario médico.
A populacao do estudo foi dividida em quatro grupos:

e Pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade (LESABA)
(n=7);
e Pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico de moderada/alta atividade
(LESAMA) (n=8);
e Pacientes com Outras Doengas Autoimunes (ODA):
v Artrite Reumatoéide (AR) (n=3);

v Esclerodermia Sistémica (ES) (n=2);



¢ Individuos saudaveis (CT) (n=5).

As pacientes com LES foram distribuidos 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 Inclusao

- LESABA:

v

v
v
v
v

Individuos do sexo feminino com LES SLEDAI-2k<4;
Idade entre 18-75 anos;

Dose maxima de prednisona de 10mg;

HIV negativo;

Prontuario atualizado e exames laboratoriais recentes.

- LESAMA:

v

v
v
v
v

- ODA:

<

D N N NN

-CT:

—

<N X X

Individuos do sexo feminino com LES SLEDAI-2k>4;
Idade entre 18-75 anos;

Dose méaxima de prednisona de 10mg;

HIV negativo;

Prontuério atualizado e exames laboratoriais recentes.

Individuos do sexo feminino diagnosticadas com AR ou ES;
Idade entre 18-75 anos;

Dose maxima de prednisona de 10mg;

HIV negativo;

Prontuario atualizado e exames laboratoriais recentes.

Individuos do sexo feminino;
Idade entre 18-75 anos;

HIV negativo;

N&o portadores de doengas autoimunes, infecciosas ou inflamatérias.
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4.2.2 Critérios de Excluséo

- LESABA e LESAMA:

v

NS NEE N NN

- ODA:

AN N N N NN

- CT:

<\

<\

Individuos do sexo masculino;

Quadro de doenca infecciosa, inflamatéria ou autoimune;
HIV positivo;

Gestante,

Pulsoterapia com imunossupressor;

Sem prontuario ou exames laboratoriais recentes.

Individuos do sexo masculino;

Individuos com LES ou outra doenca autoimune que ndao AR ou ES;
Quadro de doenca infecciosa, inflamatéria ou autoimune;

HIV positivo;

Gestante,

Pulsoterapia com imunossupressor;

Sem prontuario ou exames laboratoriais recentes.

Individuos do sexo masculino;

Quadro de doenca infecciosa, inflamatéria ou autoimune observado nos
ultimos 30 dias (autorrelato);

HIV positivo;

Gestantes;

Uso de imunossupressor.

4.3. Estudos Laboratoriais

4.3.1. Obtencao das Amostras de Sangue

Foram coletados 16mL de sangue periférico por pungédo venosa no antebraco

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

e 4mL de sangue em tubo contendo citrato de sodio (BD Biosciences).
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Posteriormente as amostras de sangue foram encaminhadas ao Laboratério de
Imunologia Clinica da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas

Gerais para o desenvolvimento do protocolo experimental.

4.3.2. Purificagdo de Células Mononucleares do Sangue Periférico

A purificacdo 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 proporcao de 1/3 de
Ficoll para 2/3 de sangue. Em seguida os tubos foram centrifugados a 550g por 45
minutos a 18°C. ApoOs a centrifugacdo, o anel de células formado entre o Ficoll-
Hypaque e o plasma foi coletado com auxilio 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 4°C.
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.

ApGs a ultima lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1mL de RPMI-1640 do
qual foi retirado 10uL da suspenséo e adicionado 90uL de Azul de Tripan (Corning™
BD Biosciences) para a quantificacdo das células em camara hemocitométrica de
Neubauer. A concentracdo celular foi ajustada para 1,5x108 células/mL. Foram
cultivados 3 pocos com 1,5x106 cada em placas de 24 pocos para cada paciente, em
seguida as placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 12h para a

estimulacao das células com as MPs.
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4.3.3. Purificagdo de Microparticulas

Para a extracdo de MPs foi coletado 4mL de sangue periférico em tubo
contendo anticoagulante citrato de sédio. A amostra foi centrifugada a 1500g por 15
minutos a 23°C para a obtencédo do plasma pobre em plaquetas (PPP). Posteriormente
o PPP foi transferido para eppendorfs e centrifugado novamente a 13000g por 5
minutos a 23°C, obtendo-se assim o plasma livre de plaquetas (PLP). O PLP foi

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

4.3.4. Quantificacéo e Caracterizacdo de Microparticulas

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

em eppendorfs:

e 2 eppendorfs contendo 100uL de PLP para quantificacdo e identificacdo da
origem das MPs utilizando, a citometria de fluxo (LSRFortessa™ BD
Biosciences);

¢ 1 eppendorf contendo 300uL de PLP para estimulo da CMSP.

Aos eppendorfs foi adicionado tampao citrato/heparina (300uL de tampédo em
cada eppendorf contendo 100uL de PLP e 900uL de tampéao no eppendorf contendo
300uL de plasma) para a obtencdo das MPs. Essa preparacao foi centrifugada a
15000g por 90 minutos a 15°C. Terminada a centrifugacdo o sobrenadante foi
removido e o pellet contendo MPs para o estimulo da cultura foi ressuspendido em
300uL RPMI-1640 gelado e armazenado em banho de gelo. Ja os pellets de MPs para
a quantificacdo foram ressuspendidos em 100uL de tamp&o de anexina cada. Em
seguida foram adicionados os anticorpos para a quantificacdo e a identificacdo da

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

Anticorpo Fluorocromo Volume Fabricante Especificidade
Anexina FitC 2,5uL BDBiosciences Microparticulas
CD4 PECy-5 2,5uL BDBiosciences Linfécito T CD4
CD8 APC 5uL BDBiosciences Linfécito T CD8
CD14 BV605 2,5uL BDBiosciences Mondcito
CD20 V450 5uL BDBiosciences Linfécito B
CD42a PE 2,5uL BDBiosciences Plagueta
CD54 APC 5uL Bio Albra Célula Endotelial
CD61 PE 2,5uL BDBiosciences Plagueta

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

Apbs a adigdo dos anticorpos, os tubos foram incubados por 30 minutos a 4°C
e protegidos da luz. Posteriormente, adicionou-se mais 300uL de tamp&o de anexina
a cada tubo (totalizando um volume total de 400uL). Em seguida, os tubos foram
levados ao Citometro de Fluxo (LSRFortessa™ BD Biosciences) onde a amostra foi
aspirada em uma velocidade de 60pL/s durante 60 segundos em alta velocidade para
a quantificacéo e identificacdo das MPs.

O numero de MPs/uL de plasma foi calculado de acordo com a seguinte

férmula, segundo Campos et al (2010):
MPs/uL = (N x 400)/(60 x 100)

Onde N é o numero de eventos adquiridos no gate selecionado das MPs, 400
€ o volume total em cada tubo antes da fenotipagem, 60 € o volume de amostra

analisada durante a fenotipagem e 100 € 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 300uL de RPMI-1640) equivalente a 50000 MPs
para uso na estimulacdo de CMSP auto6logas. Incubou-se por mais 48h a 37°C e 5%
de CO:..

4.3.5. Cultivo de Células Mononucleares do Sangue Periférico

As CMSP, ajustadas a 1,5x10° células/mL de RPMI-1640, foram distribuidas

em placas de cultivo de 24 pocos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA). As
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células foram estimuladas com 50000 MPs autélogas, adicionadas 12h apoés o inicio
do cultivo, na auséncia de MPs (controle) e como controle positivo utilizou-se o
mitdogeno fitohemaglutinina (Phytohemaglutinin — PHA — Sigma-Aldrich) na
concentracéo final de 3ug/mL. A placa foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO:
por 48h.

4.3.6. Marcacao das Células Mononucleares de Sangue Periférico

Faltando 4 horas para o término do tempo de incubacédo foi adicionado aos
pocos contendo CMSP em cultivo 1uL/poco de Brefeldina (BD Golgi Plug™, BD
Biosciences). Apdés esse tempo a placa de 24 pocos contendo as células foi
centrifugada a 430g a 4°C 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 poco foi lavado 3 vezes com 500uL PBS (Phosphate Buffered Saline)
gelado. A cada tubo foi adicionado 1mL de PBS-W (Phosphate Buffered Saline —
Wash) e a suspenséo foi homogeneizada em vortex. Em seguida os tubos foram
centrifugados por 7 minutos a 400g e 4°C. Apés a centrifugacao 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
CDh4 PECy-5 2uL BDBiosciences Linfécitos T
CD8 APC 4uL BDBiosciences Linfécitos T

CD14 FitC 4uL BDBiosciences Mondécitos
CD19 PE 4uL BDBiosciences Linfécitos 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.

Apos a incubacao, a cada tubo, foi adicionado 1mL de PBS-W, os quais foram
homogeneizados em vortex e centrifugados a 400g por 7 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e a cada tubo foi adicionado 500uL de PBS-W e 3mL de

PBS-P (Phosphate Buffered Saline — Perm), homogeneizados 10 vezes por inversao
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e incubados por 10 minutos a 4°C protegidos da luz. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 400g por 7 minutos a 4°C.

Novamente o sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram adicionados

0s anticorpos anti-citocinas, de acordo com o Tabela 4:

Tabela 4 - Anticorpos anti-citocinas

Anticorpo Fluorocromo Volume Fabricante
IFN-y PE 3uL BD Biosciences
IL-10 PE 3uL BD Biosciences

PE: Ficoeritrina.

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

luz.

Posteriormente a cada tubo foi adicionado 2mL de PBS-P e a suspensao celular
foi centrifugada a 400g por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao
sedimento foi adicionado 2mL de PBS-W, sendo novamente centrifugado a 400g por
7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 300uL

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

As amostras foram levadas ao citometro de fluxo LSR Fortessa™ BD

Biosciences, sendo adquiridos 100000 eventos por tubo.

4.4.Aquisicdo de dados:

4.4.1. Quantificacdo de Microparticulas:

A andlise da leitura obtida das MPs foi realizada através do FlowJo™ v10. O
gate selecionado da populacdo de MPs foi evidenciada através do gréfico tamanho

(FSC) por Anexina+, conforme mostrado na Figura 4:
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Figura 4 - Gate de Microparticulas — Tamanho x Anexina +.
FSC: Forward Scatter (tamanho); FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate.

A partir da marcacdo de Anexina (Figura 4) foi obtido a populacdo de MPs
derivadas de linfocitos (CD4+, CD8+ e CD20+), mondcitos (CD14+), endotélio
(CD54+) e plaguetas (CD42+ e CD61+) (Figura 5).



54

A u:"} c
i i
. 2
' <
§ 2
< <
" £
3 ‘:,.‘ 3
E ‘3
v Y '
. o T T ™7 ~r e s ~r
"o o »* - ' ' ot w e ¢ < w*
D E
. g w4
§ 2
«< -
: :
3 & 3 '
' 3
ol
~ ™ Ty .
» w e ' gt v
F o o G '
<
; - "
g ¢
E o E .
v <
¥ 3 §
' 4 . 3
o4 o
™~y ~ L - n ! -y
r;: o ",' o o o~ M ' o o
CompPe-A O CompFEA - COEY

Figura 5 - Gate de Microparticulas 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. Analise de Células Mononucleares de Sangue Periférico:

As leituras das CMSP marcadas foram realizadas no citometro de fluxo LSR
Fortessa™ BD através do software BD FACSDiva Software™ e foram adquiridos cerca

de 100000 eventos, sendo a andlise realizada através do FlowJo™ v10.

A aquisi¢cdo da populagéo de linfocitos foi feita em grafico tamanho (FSC) por
granulosidade (SSC), onde foi selecionado o gate de interesse (Figura 6).
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Figura 6- Gate de Linf6citos — Tamanho (FSC) X Granulosidade (SSC)

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

interesse: linfocitos T CD4+ e T CD8+, linfécitos B CD19+ e monbécitos CD14+,

conforme a figura abaixo (Figura 7):

A B C
10° - 10°
3 :
3 : 2
tH (5] o
< : ,
-3 . CD8+| < <
M = &
- e i &
E g
g E 5 s}
Q ] o
L
RISE 10° 4 : 0% 4
TR e T [T R [ R
10° 0 10° 10t 10° a0 e 10° 10! 10° -10% 0 10° 10* 10°
Comp-APC-A :: CD8 Comp-APC-A : CD& Comp-APC-A:: CDB

Figura 7 - Dot-plot das populagées de CD4+(A), CD8+(A), CD14+(B) e CD19+(C).
FitC: Fluorescein-5-isothiocyanate;

Ficoeritrina.

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

Foi avaliado a producédo de citocinas IL-10 e IFN-y pelas de células CD4+ e

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

PECYy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; PE: Ficoeritrina.
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Figura 9 - Dot-plot das populagdes de CD4(A) e CD8(B) produtoras de IFN-y.

PECYy-5: Ficoeritrina-Cianina 5; APC: Aloficocianina; PE: Ficoeritrina.
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4. 5. Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada sob a orientacdo da Professora Dra. Edna
Afonso Reis do Departamento de Estatistica do Instituto de Ciéncias Exatas da

Universidade Federal de Minas Gerais.

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

obtenc&o do indice de padronizac&o, o qual foi calculado através da formula abaixo:

indice= células estimuladas com MPs marcadas com Anticorpos
Células ndo estimuladas marcadas com Anticorpos

O indice foi calculado para cada amostra de pacientes. Posteriormente foi
calculado a média do indice para grupo de pacientes: LESABA, LESAMA, ODA e CT
e a partir das médias foram feitas as andlises estatisticas.

As variaveis foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis através da
comparacao entre as medianas, para as analises que apresentaram diferenca
significativa foi realizado o teste de Wilcoxon (comparacdo 2 a 2) para identificar a
diferenca significativa. Para as analises da variavel “idade” foi utilizado o teste One-
way ANOVA por teste de Tukey. Além disso, foi realizado também o teste de
correlacdo entre as variaveis pelo teste de R&d Spearman. Os Boxplots foram

elaborados utilizando o software MiniTab (verséo 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 hipotese nula
(de nédo efeito ou nao diferenca), portanto, o valor p=0,10 é um valor baixo,
especialmente para amostras pequenas; o que permite descrever os resultados e

indicar possiveis 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: Individuos saudaveis; ODA: Outras doencas autoimunes; LES: LUpus Eritematoso
Sistémico; AR: Artrite Reumatoide; ES: Esclerose Sistémica; LESABA: Lupus Eritematoso

Sistémico de baixa atividade; LESAMA: Lupus Eritematoso Sistémico de moderada/alta

atividade.
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5. RESULTADOS

O estudo incluiu 25 participantes que atenderam aos critérios de inclusao (item
4.2.1) e aos critérios de exclusdo (item 4.2.2). As pacientes dos grupos LESABA,
LESAMA e ODA foram recrutados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais e no Centro de Especialidades Médicas da Santa Casa de
Misericordia de Belo Horizonte. Os individuos saudaveis foram recrutados na
Faculdade de Farmacia 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 doenca de 42+12,08 e 15,85+10,39, respectivamente.

As participantes representantes do grupo LESABA apresentaram uma meédia
de idades de 49,29+5,055 (27-63) anos. Ja as participantes do grupo LESAMA tiveram
uma média de idade de 36+2,74 (27-50) anos.

As pacientes do grupo ODA foram constituidos por 3 pacientes com Artrite
Reumatoide e 2 pacientes com Esclerodermia Sistémica. Essas pacientes
apresentaram uma média de idades 58+5,45 (46-74). E por fim, as 5 pacientes do
grupo controle apresentaram uma meédia de idade de 44,8+3,455 (36-57) anos.

Houve diferenca significativa (p<0,10) na média das idades entre 0s grupos
LESAMAXODA (Figura 11).
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Figura 11 — Comparagdo das médias das idades entre os grupos.
CT: individuos saudaveis; LESABA: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA:
Lupus Eritematoso Sistémico de moderada/alta atividade; ODA: Outras doengas autoimunes;

*p=0,0073 (Teste Tukey).

Quanto ao tempo de doenca 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). J& as participantes do grupo LESAMA apresentaram uma mediana de
tempo de doenca 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 doenca de 19 (9-34)

anos.

A anélise estatistica dos dados indice de SLEDAI-2k e tempo de doenca est&o
representados na Tabela 5. Baseado na mediana, pode-se observar que nao houve
diferenca significativa (p<0,10) no tempo de doenca entre os diferentes grupos
LESABA, LESAMA e ODA.
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Tabela 5 - Dados demogréficos dos participantes do estudo:

Grupos
Mediana Valor p
(minimo-méximo)
LESABA LESAMA ODA CT
(n=7) (n=8) (n=5) (n=5)
SLEDAI-2k 0 7,5 - -
(0-1) (6-12)
Tempo de 19 13 19 - 0,531
doenca (anos) (5-39) (1-30) (9-34)

LESABA: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: LUpus Eritematoso Sistémico de
moderada/alta atividade; ODA: outras doencas autoimunes; CT: controle; *- p<0,10= diferenca
significativa (teste de Kruskal-Wallis).

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

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

diagnéstico.
Manifestacdes LES (n=15) LESABA (n=7) LESAMA (n=8)
Erup¢éo malar 7 (46,7%) 4 (57,1%) 3 (37,5%)
Erupcéo discoide - - -
Fotossensibilidade 11 (73,3%) 6 (85,7%) 5 (62,5%)
Ulceras 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%)
Distirbio renal 7 (46,7%) 2 (28,6%) 5 (62,5%)
Disturbio 2 (13,3%) 1 (14,3%) 1(12,5%)
neurolégico
Distarbios
hematolégicos
e Anemia 1 (6,7%) - 1(12,5%)
e Leucopenia 5 (33,3%) 3 (42,8%) 2 (25,0%)
e Linfopenia 6 (40,0%) 5(71,4%) 1(12,5%)
e Plaquetopenia 1(6,7%) 1(14,3%) -
Distlrbios
imunolégicos
e Anti-Sm 2 (13,3%) 1 (14,3%) 1(12,5%)
e Anti-dsDNA 5 (33,3%) 3 (42,8%) 2 (25,0%)
FAN-Hep2 15 (100%) 7 (100%) 8 (100%)

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

As manifestacbes mais frequentes apresentadas pelas pacientes com LES

durante o diagnostico foram presenca 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 predominio de artrite (85,7%) e linfopenia (71,4%), j& as
pacientes do grupo LESAMA apresentaram disturbios renais (62,5%). Além disso, 2

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

A atividade da doenca foi avaliada pela equipe médica de acordo com o indice
SLEDAI-2k (Anexo 3). A Tabela 7 mostra os principais critérios pontuados pelas
pacientes de acordo com a divisdo 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)
Hematuria 3 (20%) - 3 (37,5%)
Proteindria 4 (26,67%) - 4 (50%)

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

Rash cuténeo 1 (6,67%) - 1(12,5%)
Alopecia 2 (13,33%) - 2 (25%)
Ulcera 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: Lupus Eritematoso Sistémico; LESABA: Lapus Eritematoso Sistémico de baixa atividade;
LESAMA: Lupus Eritematoso Sistémico de moderada/alta atividade.

Nota-se que as pacientes com LES apresentaram apenas 10 dos 24 critérios
constantes do indice SLEDAI-2k (Anexo 3), foram pontuados indices laboratoriais e

indices clinicos.

5.1. Resultados Laboratoriais

Os dados laboratoriais das pacientes recrutadas foram obtidos de seus

prontuarios no momento da coleta das amostras biologicas.

A Tabela 8 apresenta a analise dos resultados dos hemogramas das pacientes.
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Tabela 8 - Resultados do hemograma das pacientes com LES e ODA coletados dos
prontuarios médicos no momento da coleta.

Grupos
Mediana (minimo- maximo) Comparacéo entre Valor
grupos p
LESABA LESAMA ODA
Global de 50 59 6,13 0,364
Leucécitos (2,76-6,24) (4,21-10,8) (3,45-7,35)
(x103/mm3)
Linfécitos 1,07 0,920 2,567 0,104
(x203/mms3) (0,80-3,0) (0,640- (1,427-
3,59) 3,26)
Neutrofilos 2,220 3,940 2,574 0,074*
(x103/mms) (1,390- (2,670- (1,557- LESABA x LESAMA 0,053*
4,370) 7,614) 4,189) LESABA x ODA 1
LESAMA x ODA 0,073*
Hemoglobi 13,7 12,95 13,1 0,584
na (12,5-14,2) (10,2-15,6) (12,5-15,3)
(9/dL)
Hematdcrit 39,5 39,1 40,1 0,955
0 (%) (37,2-41) (32-46,5) (37-43,3)
Plaquetas 225 222 230 0,795

(x103/mm3) (146-340) (147-366) (127-248)
LESABA: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: LUpus Eritematoso Sistémico de
moderada/alta atividade; ODA: Outras doencas autoimunes; *- p<0,10= diferenca significativa (teste de
Kruskal-Wallis).

De acordo com a Tabela 8, pode-se observar uma diferenca significativa nos
valores de neutrofilos (p<0,10) através da comparacao das medianas dos grupos. O
valor p dos neutrdfilos (teste de Kruskal-Wallis) inferior a 0,10 foi utilizado devido ao
N amostral ser pequeno e as analises laboratoriais sofrerem variacbes entre
individuos. Com a comparacdo 2 a 2 (teste de Wilcoxon) para as medianas de
neutréfilos evidenciou-se uma diferenga significativa entre os grupos LESABA e
LESAMA e os grupos LESAMA e ODA gue apresentaram um valor p de 0,053 e 0,073,
respectivamente. Nao foram observadas diferencas significativas nos valores de

Hemoglobina, Hematdcrito e Plaquetas.

A Tabela 9 mostra os demais resultados laboratoriais presentes nos

prontuarios das pacientes no momento da coleta das amostras bioldgicas.
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Tabela 9 - Exames laboratoriais das pacientes com LES e ODA coletados dos prontuarios
médicos no momento da coleta.

Grupos
Mediana (minimo- maximo) Comparacéo entre Valor
grupos p
LESABA LESAMA ODA
C3 114 75 - 0,156
(mg/dL) (76-138) (50-174)
Cc4 33,5 11,5 - 0,045*
(mg/dL) (17-50) (4-38) LESABA x LESAMA 0,053*
PCR 6,9 5,87 4,9 0,918
(mg/dL) (4,9-7,42) (1,19-12,6) (4,1-13,75)
AST (U/L) 25,5 21 25 0,846
(17-89) (14-55) (21-28)
ALT (U/L) 27,5 27 14 0,249
(23-137) (5-143) (10-34)
Ureia 30,5 33,5 32 0,725
sérica (20-42) (27-47) (23-47)
(mg/dL)
Creatinina 0,74 0,6 0,84 0,279
sérica (0,61-1,53) (0,44-1,39) (0,73-0,97)
(mg/dL)

LESABA: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: LUpus Eritematoso Sistémico de
moderada/alta atividade; ODA: Outras doencgas autoimunes; C3: fracdo do sistema de complemento;
C4: fracdo do sistema de complemento; PCR: Proteina C reativa; AST: transaminase glutamico-
oxalacética; ALT: transaminase glutamico-piravica; *- p<0,10= diferenca significativa (teste de Kruskal-
Wallis).

De acordo com a Tabela 9 foi observado uma diferenca significativa nos valores
de C4 (p<0,10) através da comparacdo 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 analises laboratoriais sofrerem variacdes entre individuos. Com a comparacao 2
a 2 (teste de Wilcoxon) para as medianas de C4 evidenciou-se uma diferenca
significativa entre os grupos LESABA e LESAMA valor p=0,053. Nédo foram
observadas diferencas 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 niveis de ureia, o0 que pode sugerir

um dano renal.
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5.2. Caracterizagdo de Microparticulas

As MPs autélogas das pacientes foram quantificadas e caracterizadas atraves
da leitura em Citometro de Fluxo. A Tabela 10 nos mostra que houve diferenca
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
diferenca estatistica 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 doencas
autoimunes. Entre as MPs de origem de CD14, a diferenca 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

doencas autoimunes.
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Tabela 10 — Comparacédo das medianas da quantificacdo e caracterizacdo das MPs.

GRUPOS
Mediana Comparacéo Valor
(minimo-maximo) entre grupos p
LESABA LESAMA ODA CT
(n=7) (n=8) (n=5) (n=5)
Ne 384 759 373 466 0,302
MPs/uL (177-971) (466-1309) (200-1223) (50-6911)
CD4 5,80 4,94 9,67 3,18 0,008*
(%) (5,07-8,88) (3,88-14,40) (4,12-11,50) (2,30-4,38) LESABA x 0,152
LESAMA
LESABA x 0,530
ODA
LESABAxCT 0,003*
LESAMA x 0,187
ODA
LESAMA X CT 0,019*
ODA X CT 0,016*
CD8 4,00 4,08 3,78 3,98 0,925
(%) (0,45-7,31) (2,90-15,40) (2,92-5,79) (2,32-5,00)

CD14 70,70 72,05 75,40 56,30 0,027*
(%) (67,70- (54,30-79,10) (68,00- (55,00-69,10) LESABA x 0,867
78,30) 85,30) LESAMA

LESABA x 0,268
ODA
LESABAXxCT 0,005*
LESAMA x 0,284
ODA
LESAMA X CT 0,065*
ODA X CT 0,016*
CD20 14,50 7,72 8,69 10,40 0,855
(%) (8,88-17,90) (4,09-66,30) (4,84-26,60)  (4,82-25,00)
CD42 49,80 36,25 24,60 23,20 0,532
(%) (9,72-57,60) (14,60-67,10) (10,10- (20,40-26,80)
76,70)
CD54 9,15 5,36 4,23 3,40 0,221
(%) (3,91-9,59) (2,82-22,30) (2,64-12,50) (1,92-6,12)
CD61 43,10 40,60 17,50 21,10 0,654
(%) (12,90- (10,60-59,30)  (8,40-78,90) (20,50-27,00)
62,10)

MPs: Microparticulas; LESABA: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: Lupus
Eritematoso Sistémico de moderada/alta atividade; ODA: Outras doencas autoimunes; CT: individuos
saudaveis; *- p<0,10= diferenca significativa (teste de Kruskal-Wallis).

5.3. Andlise de Células Mononucleares de Sangue Periférico

As CMSP foram estimuladas com as MPs autélogas e analisadas em Citometro

de Fluxo, para a avaliagdo desse estimulo. De acordo com a Figura 12 pode-se

observar que nao houve diferenca significativa (p<0,10) entre as medianas das CMSP

CD4+ e CD8+. Além disso, ainda de acordo com a Figura 12, também n&o houve
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diferenca significativa (p<0,10) na producéo de IL-10 pelas células CD4 e CD8 entre

0S grupos de pacientes analisados.

Boxplot de CD4 Boxplot de IL-10(CD4)
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Figura 12 — Boxplots de CMSP CD4+ e CD8+ produzindo IL-10.
CT: controle; LESABA: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: Lupus Eritematoso
Sistémico de moderada/alta atividade; ODA: outras doengas autoimunes.

A Figura 13 mostra que houve diferenca significativa (p<0,10) apenas na
producdo de IFN-y pelas células CD8+ (valor de p=0,058). A diferenca significativa
ocorreu entre os grupos LESAMAXODA e ODAXCT (valores de p de 0,045 e 0,032,
respectivamente), o que sugere um aumento na producao de IFN-y em pacientes com

outras doencas autoimunes.
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Figura 13— Boxplots de CMSP CD4+ e CD8+ produzindo IFN-y.
CT: controle; LESABA: LUpus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: Lupus Eritematoso
Sistémico de moderada/alta atividade; ODA: outras doencas autoimunes. *-p<0,10= diferenca

significativa (teste de Kruskal-Wallis).

Ainda de acordo com a Figura 13, ndo houve diferenca significativa (p<0,10)

entre as medianas das CMSP CD4+ e CDS8+. Além disso, também ndo houve

diferenca significativa (p<0,10) na producédo de IFN-y 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 ndo houve diferenca 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: Lupus Eritematoso Sistémico de baixa atividade; LESAMA: Lupus Eritematoso
Sistémico de moderada/alta atividade; ODA: outras doencas autoimunes.

5.4. Correlacfes entre os exames laboratoriais e os SLEDAI-2k das pacientes

A Figura 15 apresenta a correlagédo do SLEDAI-2k com a idade das pacientes
com LES e com o tempo de diagnéstico. Nas duas comparacdes a correlacédo foi
negativa (-0,610 e -0,272, respectivamente), porém apenas o critério idade apresentou
diferenca significativa (valor p=0,016), sugerindo que pacientes mais novas tendem a
apresentar indice de SLEDAI-2k mais elevados.
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A Correlacéo: -0.610; Valor-p: 0.016 B Correlacdo -0 272; Valor-p- 0 368

125 1254

1 . 1 .
— L] — .
g | . ; g —
0 Y
%] 5]

30 40 50 60 0 10 20 30 40
Idade(anos) Tempo de doenca(anos)

Figura 15 — Grafico de correlagdo entre as idades e tempo de diagnostico das pacientes com
LES com o indice SLEDAI-2k.

(A) Idade, em anos, das pacientes; (B) tempo de diagnéstico, em anos, das pacientes. Dados

analisados pelo teste de Correlagdo de R6 Spearman (valores significativos p<0,10).

A Figura 16 apresenta a correlacdo do SLEDAI-2k com o resultado do
hemograma das pacientes com LES. Nas analises de Leucdcitos e Neutrofilos a
correlacdo foi positiva, sugerindo que quanto maior os valores de dosagem de
leucdcitos e neutréfilos maior sera o indice SLEDAI-2k. Isso pode ser explicado
através do fato de pacientes com atividade lUpica poderem apresentar quadros de
leucocitose decorrentes de uma neutrofilia por presenca de quadros infecciosos. Ja
nas analises de Linfocitos, Hemoglobina, Hematocrito e Plaquetas a correlacéo foi
negativa, sugerindo que quanto menor os valores dessas dosagens maior sera o
indice SLEDAI-2k, isso pode ser decorrente do fato de pacientes com atividade lUpica
poderem apresentar quadros de linfopenia, anemia e plaquetopenia. Ainda de acordo
com a Figura 17, observa-se que apenas o0s neutrofilos apresentaram diferenca

significativa (p=0,053).
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Figura 16 - Grafico de correlagéo entre as analises do hemograma das pacientes com LES e

o indice SLEDAI-2k.
(A) Leucocitos; (B) Linfécitos; (C) Neutréfilos; (D) Hemoglobina; (E) Hematécrito; (F) Plaquetas. Dados
analisados pelo teste de Correlagdo de R6 Spearman (valores significativos p<0,10).
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A Figura 17 apresenta a correlagéo 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 correlacdo com o indice SLEDAI-2k
negativa, 0 que sugere que quanto menor os valores desses marcadores maior sera
o indice SLEDAI-2k. As correlag6es negativas de C3 e C4 corroboram com o fato de
gue pacientes em atividade tendem a apresentar quadros de hipocomplementemia.
Os marcadores PCR e Ureia apresentaram correlacéo positiva, sugerindo que quanto
maior os seus valores maior sera o indice SLEDAI-2k. Apenas os indices C3 e C4
apresentaram diferenca significativa (p<0,10) com um valor de p de 0,080 e 0,005,

respectivamente.
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Figura 17 - Gréfico de correlagdo entre as andlises C3, C4, PCR, AST, ALT, Ureia, Creatinina
das pacientes com LES e o indice SLEDAI-2k.

(A) C3; (B) C4; (C) PCR; (D) AST; (E) ALT; (F) Ureia; (G) Creatinina. Dados analisados pelo teste de

Correlacao de R6 Spearman (valores significativos p<0,10).
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6. DISCUSSAO

O LES é uma doenca bastante complexa pelo fato de autoantigenos do
hospedeiro e componentes do sistema imune celular e humoral estarem envolvidos,
0S quais causam lesdes teciduais em varios 6rgaos ou tecidos (MIYAKE et al, 2011,
GOTTSCHALK et al, 2015). Além disso, o LES apresenta um quadro clinico e
laboratorial variando com sinais e sintomas que comprometem o diagnostico e o
tratamento (MATHIAN et al, 2015). O diagndstico do LES ainda néo esta muito bem
definido, baseando-se em critérios clinicos e achados laboratoriais, porque ainda hoje
nao se tem um exame Unico que o diagnostique e nem 0s sinais e sintomas sao
especificos e caracteristicos de um quadro de LES. Na sua patogénese, a interacao
de fatores genéticos e ambientais levam a disfuncao imune celular, incluindo producéo
de IFN do tipo 1 e excessiva producao de anticorpos, principalmente anti-nucleares,
sendo o anti-DNA o mais caracteristico. (TSOKOS et al, 2011). No entanto, apesar da
melhor compreenséo da patogénese, a morbidade e a mortalidade associadas ao LES
ainda representam grandes desafios para pacientes que enfrentam esta doenca e os
médicos que os tratam (JUNE e AGGARWAL, 2014; VASQUEZ-CANIZARES et al,
2017).

Para se compreender melhor a patogénese do LES, é necessério conhecer a
origem e as propriedades das moléculas nucleares que geram a producdo de
anticorpos antinucleares, pois é através dessa interacdo que ocorre a formacéo de
imunocomplexos que se depositardo nos tecidos. Recentes estudos mostram o papel
de MPs como autoantigenos e autadjuvantes, os quais podem apresentar um papel
significativo na doenca (PISETSKY e LIPSKY, 2010).

Robson e Walport (2001) avaliaram as MPs como material autoantigénico e a
deficiéncia de componentes da Via classica do Sistema de complemento (C1q e C4)
no surgimento da doenca. A deficiéncia de C1q e C4 predispde o LES nos individuos,
porém a deficiéncia do gene Clgq em camundongos esta associada ao
desenvolvimento de LES-like com comprometimento renal. Munhoz et al, (2010),
sugeriram que estes componentes sao relevantes no clearance de debris celulares,

inclusive MPs, e quando esse processo ndo ocorre pode haver um favorecimento para
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a patologia da doenca. Corpos apoptoticos bem como vesiculas (precursoras de MPs)
poderiam se ligar ao C1q ativando o Sistema de complemento e o processo de
clearance imunolégico (NAUTA et al, 2012).

Atualmente, observa-se um aumento no numero de pessoas acometidas pelo
LES, o que torna necessario a padronizacado de novos métodos de diagndstico que
sejam mais sensiveis e especificos (AHEARN et al, 2012; JUNE e AGGARWAL,
2014). A patrtir disso, o desenvolvimento de novos métodos diagndésticos que facilitem
a deteccéo precoce da doenca é de extrema importancia, ndo so pelo fato de agilizar
o tratamento e prevenir danos aos 6rgaos, mas também pelo fato do impacto
econdmico positivo do diagndstico precoce. Testes sorolégicos convencionais
atualmente utilizados para diagnostico e monitoramento da doenca no LES, como
anticorpos anti-nucleares, anticorpos anti-dsDNA e niveis de complemento, n&o
apresentam boa sensibilidade ou especificidade, sendo necessario a associacdo a
critérios clinicos e outros exames complementares. Um mais especifico e (til teste
para determinar o progndéstico em pacientes com envolvimento renal € a biépsia 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 doenca com baixa atividade de doenca com
moderada/alta atividade. Além disso, avaliou-se também, o perfil de estimulo das MPs

nas populacdes celulares dessas pacientes.

Visto que o LES ocorre mais comumente na populacéo 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 possiveis alteracdes
encontradas nas pacientes com LES, eram realmente uma caracteristica do LES ou

uma caracteristica geral de pacientes com doencas autoimunes.

A média de idade das pacientes com LES foi de 42+12,08 anos, variando de
27-63 anos, e a meédia do tempo de diagnostico da doencga foi 15,85+10,39 anos. Em

um estudo realizado por Nakashima et al (2011) observou-se que a meédia 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 variacdo de 27-63 anos, ja a do grupo LESAMA foi 36+2,738 com variacdo 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
585,45 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 individuos com
LES, CT e ODA, respectivamente.

De acordo com a analise estatistica houve diferenca 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 néao

apresentaram diferenca significativa.

Quanto ao tempo de diagnéstico as pacientes do grupo LESABA apresentaram
uma mediana de 19 (5-39) anos, as do grupo LESAMA uma mediana de tempo de
doenca de 13 (1-30) anos e por fim, as do grupo ODA uma mediana de 19 (9-34). N&ao

houve diferenca significativa entre os grupos analisados (p=531).

O recrutamento das pacientes foi feito baseado na pontuacdo do indice
SLEDAI-2k e na avali¢do clinica e dos prontuérios das pacientes. A mediana do indice
SLEDAI-2k foi de O (0-1) para os grupos LESABA (SLEDAI-2k <4) e 7,5 (6-12)
LESAMA (SLEDAI-2k >4), respectivamente. Os critérios mais pontuados foram
hematuria, proteindria, pidria, rash cutaneo, alopecia, uUlcera mucosa, reducédo de
complemento, Anti-dsDNA+, febre e leucopenia nas pacientes do grupo LESAMA o
que condiz com uma elevagéao do indice SLEDAI-2k. J& no grupo LESABA apenas
uma paciente pontuou no indice SLEDAI-2k, uma leucopenia. Em geral, pacientes
com baixa atividade tendem a n&o ter sintomas ou SA0 menos graves, que pontuam

menos no SLEDAI-2k, ou apresentam um maior controle da doenca.
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O LES apesar de apresentar quadros de remissdo, ndo tem cura, isso €
decorrente do fato da doenca ndo ser totalmente conhecida e esclarecida e
consequentemente as terapias disponiveis ndo serem curativas. Os pacientes hoje
sdo comumente diagnosticados de acordo com critérios de classificacdo do ACR ou
com o Sistema SLICC (KUHN et al, 2015, VASQUEZ-CANIZARES et al, 2017).

As manifestagcbes mais frequentes apresentadas pelas pacientes, deste
estudo, durante o diagnostico, de acordo com os critérios ACR/SLICC, foram a
presenca de fator antinuclear (FAN-Hep2+) e fotossensibilidade, em 100% e 73,3%
das pacientes, respectivamente. Sendo que as pacientes do grupos LESABA
apresentaram um predominio de artrite (85,7%) e linfopenia (71,4%), ja as pacientes
do grupo LESAMA apresentaram disturbio 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 distirbios neuroldgicos ocorrendo em apenas 2
das 15 pacientes estudadas. Pacheco et al (2017), em um estudo realizado na
Colémbia, evidenciaram 87% de FAN-Hep2+ e 72% de achados hematolégicos,

contra 18% de alteracdes neuroldgicas e 10% de altera¢Bes cutaneas.

Quanto aos resultados laboratoriais das pacientes foi observado no
hemograma uma diferenca significativa nos valores de neutréfilos (p<0,10), sendo a
diferenca entre os grupos LESABAXLESAMA e os grupos LESAMAXODA (valor p de
0,053 e 0,073, respectivamente).

Neutrdéfilos 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 € importante ressaltar que apenas 1 paciente fez uso de
glicocorticoide na concentracdo de 20mg, todas as demais pacientes que fizeram uso

de glicocorticoides a dosagem foi inferior a 10mg.

MPs de neutrofilos tem sido associadas a desregulacéo imunoldgica do LES,
potencializando a producao de IFN-a (WANG et al, 2015; MOREL, 2017). Em doencas
reumaticas, anticorpos citoplasmaticos anti-neutréfilos podem induzir a liberacéo de
MPs a partir de neutréfilos tratados com citocinas. Essas MPs contém enzimas
neutrofilicas, como mieloperoxidase (MPO) e proteinase-3 (PR3) que séo importantes
antigenos-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, tém sugerido a importancia dos neutréfilos na patogénese do LES e sobre como os
eventos bioquimicos e celulares envolvidos estdo relacionados. O aumento da
producado de espécies reativas de oxigénio, como o anion superoxido e o peroxido de
hidrogénio, estdo associados ao LES, através de oxidacdo de proteinas e
lipoproteinas e peroxidagdo lipidica (BOSCH, 2011; HONG et al, 2012). Esses
achados sugerem que, no LES, autoanticorpos ativam os neutroéfilos, que por sua vez
liberam NETs contendo complexos de DNA. Estes complexos ativam as células
dendriticas plasmocitoides, levando ao aumento de IFN-a e em consequéncia um

processo inflamatério (WANG et al, 2015).

No nosso estudo, os neutréfilos apresentaram uma correlacdo positiva com o
indice SLEDAI-2k (correlacéo: 0,526) com um valor de p significativo de 0,053. O que
sugere que quanto maior o valor de neutréfilos, maior o valor de SLEDAI-2k. Porém,
nenhuma das pacientes participantes desse estudo apresentaram neutrofilia ou

leucocitose.

JA em relacdo aos exames sorolégicos foi observada uma diferenca
significativa nos valores de C4 (p<0,10) através da comparag¢do das medianas dos
grupos LESABAXLESAMA valor p=0,053. N&o foram observadas diferencas
significativas nos valores de C3, PCR, AST, ALT, Ureia sérica e Creatinina sérica.

Li et al (2015) evidenciaram que a reducdo de C3 ou C4 foi semelhante entre
0s pacientes com LES e aqueles com outras doencas, enquanto a prevaléncia de
baixos niveis de C3 e C4 foi maior nos pacientes com LES (73,42%). Eles observaram
também que a inclusdo de hipocomplementemia como critério de classificacdo para o
LES resultou em um aumento de 16,18% no numero de pacientes diagnosticados para
0 grupo com LES, com uma correlacao positiva com FAN+. Esses resultados sugerem
que a hipocomplementemia tem importante valor diagnéstico para o LES ao melhorar
a sensibilidade do diagnostico de LES. C3 e C4 devem ser testados simultaneamente
porque um nivel baixo de C3 ou C4 por si s6 ndo € um critério imunolégico adequado
(LI et al, 2015).

Reducédo de C3 e C4, Anti-C1qg+ 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 niveis mais
elevados de anti-C1q e niveis 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-C1g juntamente com o

complemento C3 e C4 podem auxiliar no monitoramento de nefrite lUpica.

O nosso estudo observou também uma correlacao negativa entre os valores de
C3 e C4 com o indice 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

niveis de ureia, o que pode sugerir um dano renal.

A quantificacdo de MPs foi feita a partir da marcagdo com anexina V, a qual
evidencia PS presente na superficie das MPs. Baseando nesta andlise nédo foi
observado diferenca estatistica entre o nimero de MPs nos diferentes grupos de
estudo analisados. Resultado semelhante foi encontrado por Nielsen et al. (2011) os
quais relataram que MPs sé@o encontradas em frequéncias semelhantes em pacientes

com LES e controles.

As MPs tem sido associadas a comunicacdo intracelular e também
responsaveis por processos inflamatoérios e patolégicos. Estudos sugerem que MPs
podem ser responsaveis por varias doencas, tais como: malaria (MPs plaquetarias e
monociticas), insuficiéncia cardiaca (MPs endoteliais), artrite, HIV, insuficiéncia renal,
distarbios de coagulacdo (MPs plaquetarias). Podendo estarem aumentadas também
apos exercicios fisicos (BOILARD et al, 2010; CORRALES-MEDINA et al, 2010;
PANKOUI-MFONKEU, 2010).

Os grupos LESABA, LESAMA e ODA apresentaram diferencas significativas
(p<0,10), comparas com o grupos CT, nas MPs derivadas de células TCD4 (linfocitos)
e células CD14 (mondcitos) conforme visto na Tabela 10. MOBARREZ et al (2016)
evidenciaram que MPs derivadas de plaquetas, endotélio e leucécitos 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 sdo responsaveis por modular a resposta imune
celular, através da ativacdo e producao de citocinas, além de auxiliar na regulacéo de
células TCD8 e na diferenciacéo de células B para a producéo de anticorpos (DACA
et al, 2011). Células TCD4 quando interagem com antigenos se tornam ativadas e se
diferenciam em Thl, Th2 e Th17 (MIYAKE et al, 2011).

Kornek et al (2012) analisando MPs de pacientes com Hepatite C crbnica
evidenciaram maiores porcentagens de MPs derivadas de CD4 em comparacéo aos
controles saudaveis (40% e 29%, respectivamente). Da mesma forma, eles
evidenciaram também maiores niveis de MPs de CD8 em comparacdo a estes
controles. Em nosso estudo nédo houve diferenca significativa entre o n° de MPs nos

diferentes grupos analisados.

O aumento de MPs derivadas de CD4 em pacientes com doencas autoimunes
sugerem a importancia dessas células na ativagcédo das células B, as quais contribuem
na patologia do LES através da producdo de autoanticorpos, os quais formarao
imunocomplexos (MOBARREZ et al 2016).

Embora no nosso estudo ndo encontramos presenca de MPs endoteliais,
Parker et al (2014) relatam a melhoria no controle do LES com supressdo da
inflamacéo apos reducdo da presenca de MPs endoteliais e observaram melhora no
quadro de disfuncdo endotelial, o que sugere que o controle da atividade inflamatéria
da doenca contribuiria para reduzir o risco cardiovascular ou o desenvolvimento de
aterosclerose prematura no LES (MCCARTHY et al, 2016). MPs de origem endotelial
sdo observadas no LES, mas ndo estdo presentes em pacientes com Artrite
Reumatoide e nem em pacientes com Esclerose Sistémica (DIEKER et al, 2016).

Pacientes com LES e AR apresentam fatores que favorecem a liberacéo de
MPs plaquetérias, tais como: ligantes da glicoproteina VI do receptor de colageno, o
receptor P2Y e o receptor Toll-like 4 (TLR 4), além de células eucarioticas 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 macrofagos podem induzir a liberacdo de MPs em um processo

dependente do oxido nitrico (NO), pois a estimulacdo de TLR pode induzir apoptose.
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Segundo Dye et al (2013) pacientes com LES, apresentaram MPs contendo
IgG em sua superficie bem como aumento no namero total de MPs. Evidenciaram
também uma correlacéo entre o numero de MPs contendo IgG e niveis de anti-DNA,
sugerindo que em pacientes com LES, as MPs sdo importantes fontes de

imunocomplexos.

Nielsen et al. (2011) evidenciaram que, em pacientes com LES, os niveis de
MP que ndo se ligam a anexina V estédo elevados no plasma dos pacientes, porém o0s
niveis de MPs totais e MPs anexina-positivos estavam reduzidos em comparag¢ao com
os controles. Os niveis de MPs plaquetarias e leucocitarias foram reduzidas em
pacientes com LES. Ainda neste estudo, as MP derivadas de células ndo ligadas a
anexina V correlacionaram-se bem com atividade da doenca, nefrite ativa, hipertenséo
e trombose arterial. Um estudo subsequente do mesmo grupo demonstrou que 0s
niveis de 1gG, IgM e Clq estavam aumentados em MPs derivadas de células no
sangue de pacientes com LES comparados com controles saudaveis, assim como
pacientes com AR e ES, com excecdo de MPs positivas para IgM em soros de AR
(NIELSEN et al, 2012).

Em relacdo as MPs derivadas de células CD14, os grupos LESABA, LESAMA
e ODA apresentaram diferenca significativa (p<0,10) em relacdo ao grupo CT.
Segundo Liphaus et al (2013) pacientes adultos com LES apresentam apoptose
acelerada e diminuicdo da sobrevida de monécitos. Sendo que a apoptose € maior
em pacientes com LES de moderada/alta atividade do que em pacientes com LES de
baixa atividade, além disso evidenciaram também uma correlagdo entre a elevacao
de CD14 e atividade da doenca lupica. Niveis séricos de CD14 estdo aumentados em
algumas doencas autoimunes sistémicas, como LES, AR e sindrome de Kawasaki
(KITCHENS e THOMPSON, 2005).

Vinuela-Berni et al (2015) detectaram que pacientes com LES apresentaram
MPs de mondcitos, plaquetas, células endoteliais e linfocitos B significativamente
aumentadas em comparacao com controles. Porém diferentemente do encontrado em
nosso estudo, onde nao houve diferenca significativa entre 0s grupos
LESABAXLESAMA (p=0,867), MPs de CD14 foram significativamente maiores em
pacientes com doenca em moderada/alta atividade em comparacdo com pacientes

com baixa atividade da doenca, porém o estudo de Vinuela-Berni et al (2015) utilizou
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SLEDAI-2k>40, para atividade da doenca. Por fim, eles observaram que na andlise de
correlagdo entre os niveis de MP e a atividade da doenca houve uma estreita
correlacéo entre o valor do SLEDAI-2k e a porcentagem de todos os tipos de MPs
estudados. Ja nas MPs obtidas da urina ndo houve diferenca entre os pacientes com

LES e grupo controle.

Kornek et al (2012) evidenciaram contagem de CD14+CD16+ em pacientes
com Hepatite C crénica o que indica ativacdo de mondécitos e macrofagos
inflamatorios. Além disso, eles observaram que houve uma correlacdo entre CD14+ e
MPs derivadas de células NK nesses pacientes, o que ressalta uma ligacao funcional

entre a ativacdo destas células imunitarias em doentes com esteatose hepatica.

Liphaus et al (2013) analisaram mondcitos CD14 corados para o antigeno 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 individuos saudaveis (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 doenca sem
atividade (mediana de 97,4%, variando de 96,1-98,0; p=0,001) e com individuos
saudaveis (mediana de 97,4%, variando de 96,2-98,3; p = 0,0007). Antal-szalma et al
(2001) observaram que pacientes com LES apresentam niveis aumentados de CD14
e uma correlacdo positiva com a atividade da doenca. Liphaus et al (2012)
especularam se CD14 estaria contribuindo com o desenvolvimento do LES em
pacientes jovens, porém, isso nao pdde ser confirmado, uma vez que seus pacientes

apresentaram valores proOximos ao grupo controle.

Vinuela-Berni et al (2015) observaram que o numero de MPs derivados de
monacitos, plaquetas, células endoteliais e linfocitos B estavam aumentadas em
pacientes com AR em comparacéo com controles saudaveis. Além disso, embora os
niveis urinarios de MP monocitarias e plaquetarias tendessem a ser maiores em
pacientes com AR em comparagdo com controles saudaveis, ndo foram observadas

diferencas significativas nestes casos, bem como nos outros tipos de MPs detectados.
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Com o intuito de avaliar se as MPs autdlogas estimulariam as CMSP,
quantificou-se IFN-y e IL-10. A producédo de IFN-y por células TCD8 apresentou
diferenca significativa entre os grupos LESAMAXODA e ODAXCT. Evidenciando um
aumento da producdo de IFN-y em pacientes do grupo ODA. Diferentemente do
evidenciado em nosso estudo, Rana et al (2012) observaram que o IFN-y estava
elevado no soro de pacientes com LES. Em outro estudo avaliando tratamento de
camundongos com IFN-y, observou-se que o IFN- y acelerou a doenga enquanto a
sua neutralizacao resultou em uma reducéo nos sintomas da doenca e melhora da
sobrevida, além disso, a delecdo genética do receptor de IFN-y nesses camundongos
prejudicou a producdo de autoanticorpos e o desenvolvimento de glomerulonefrite
(SCHMIDT et al, 2015).

Mardani et al (2018), em um estudo realizado em camundongos, evidenciaram
que em esplendcitos cultivados de camundongos com LES induzido, houve um
aumento significativo nos niveis de producédo de IFN-y e IL-17 em comparacao com
0s controles negativos (grupos saudaveis). Ja o grupo de camundongos tratados com
probiéticos e prednisolona (pré-tratamento e tratamento), foi observado uma reducao
significativa nos niveis de IFN-y e IL-17 em comparac¢ao com o grupo controle positivo
(camundongos com LES sem tratamento) (p<0,0001). O tratamento com probiéticos
e prednisolona nédo induziu qualquer diferenca na producéo de IL-10 em comparacao
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 analise de CMSP de pacientes
com LES mostraram que eles tinham significativamente mais IFN-y em comparagao
com CMSP do grupo controle e que as células T de pacientes com LES produziram
mais IFN-y, o que induziu a ativacdo de mondcitos. O que néo foi evidenciado em

nosso estudo.

N&o foi observado diferenca significativa na producédo de IL-10 pelas células
TCD4+ e TCD8+. Sabe-se que a IL-10, exerce um papel na resposta imune humoral
com consequente producdo de anticorpos e vem sendo associada a diferentes

condicdes clinicas presentes no LES. Porém, a IL-10 n&o é uma citocina especifica,
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pois pode ser produzida por células Thl, Th2, Thl7 e Treg, porém, sua
superexpressdo em pacientes com LES pode sugerir ativagdo de células Treg
(MIYAKE et al, 2011).

Em um estudo realizado por Mozo et al (2014) pacientes com anticorpos anti-
RNP+ (14,9%) apresentaram niveis séricos de IFN-a (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
elevacao nos valores de IL-10 e IFN-a, porém n&o houve associagao com a atividade
da doenca, visto que o SLEDAI-2k desses pacientes foi menor que o SLEDAI-2k de
pacientes também positivos para anti-dsDNA (p=0,018).

N&o houve também diferenca significativa na ativacéo de células CD4+, CD8+,
CD14+ e CD19+ ap6s estimulo de CMSP com MPs autbélogas. O que sugere que
mesmo com as MPs apresentando um importante papel na patogenia do LES, em

nosso estudo, o estimulo in vitro sugere ndo induzir uma proliferacédo celular.

Sabe-se que as MPs podem estar aumentadas nos individuos em diferentes
processos patoldgicos e fisioldgicos, porém varios estudos tem demostrado uma
associacdo das MPs em doencas autoimunes, em especial LES e AR. Estudos
recentes evidenciaram a importancia das MPs em processos inflamatdrios e producao
de autoanticorpos em pacientes com LES, o que pode sugerir um papel das MPs na
patogenia da doenca. Diante disso, elas podem ser potencialmente importantes como
marcadores para o0 monitoramento das populagdes celulares e do desencadeamento

de processos inflamatorios decorrentes de uma atividade da doenca.
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7. CONCLUSAO

Ao final deste estudo, pode-se concluir:

e Nao foi possivel observar diferencas no perfil de quantificacdo e/ou origem de
MPs de pacientes com LES em baixa atividade quando comparadas com
pacientes com LES em moderada/alta atividade. Também néo foi possivel
diferenciar o perfil de estimulo por MPs nas CMSP das participantes dos grupos
LESABA, LESAMA e ODA.

¢ Nao houve diferenca significativa (p=0,302) na quantificacao total de MPs entre
os diferentes grupos analisados (CT, LESABA, LESAMA e ODA).

e Houve diferenca significativa (p=0,008) na quantificacdo de MPs originadas de
células TCD4, entre os grupos LESABA, LESAMA e ODA com o grupo CT,
podendo sugerir que talvez exista uma associacédo de MPs TCD4 positivas com
a patogenia em doencas autoimunes.

e Houve diferenca significativa (p=0,027) na quantificacdo de MPs originadas de
células CD14, entre os grupos LESABA, LESAMA e ODA com o grupo CT, o
gue sugere uma participacdo de MPs de origem CD14 positivas em doencas
autoimunes.

e As CMSP de pacientes do grupo ODA quando comparadas com as de
pacientes dos grupos CT e LESAMA, apresentaram niveis significativos
(p=0,032 e p=0,045, respectivamente) de producao de IFN-y por células CD8+
apos o estimulo com MPs autdlogas.

o Nao houve diferenca significativa nos niveis de producéo de IFN-y por células
CD4+.

e Nao houve diferenca significativa nos niveis de producédo de IL-10 por células
CD4+ e CD8+.

e Nao houve diferenca significativa na ativacéo de células CD4+, CD8+, CD14+
e CD19+ apos estimulo de CMSP com MPs.

O presente estudo sugere que as MPs podem estar associadas ao
desenvolvimento do LES, as quais poderao ser utilizadas, no futuro, como marcadores

de processos inflamatorios. Dessa forma, acreditamos na necessidade de se realizar
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mais estudos com o objetivo de se conhecer melhor a participagdo 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
interespecificos de cada paciente.

Com um N amostral maior serd possivel estratificar os grupos de pacientes,
nao sO pela pontuacdo do indice SLEDAI-2k, mas também pelos principais
sintomas pontuados, 0 que permitirA avaliar se existe variacdo de MPs
decorrente da sintomatologia dos pacientes e se estas exercem interferéncia
no prognostico da doenca.

Avaliar a interferéncia das principais classes de medicamentos utilizados pelas
pacientes na quantificacdo e perfil de MPs, com o objetivo de se avaliar
possiveis correlacoes.
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Anexo |

Critérios de Diagnostico de Lupus de acordo com o American College of

Rheumatology (ACR)

Critérios

Definicao

Erupcdo malar

Eritema constante,
eminéncias malares,
nasolabiais.

plano ou elevado, sobre as
tendendo para o0s sulcos

Erupgéo discoide

Aumento de manchas eritematosas com descamacao
gueratoide e tamponamento folicular; cicatrizes
atréficas podem ocorrer em lesdes mais antigas.

Fotossensibilidade

Erupcéo cutanea por reacdo anormal a exposicéo a luz
solar, seja por relato do paciente ou observacdo
médica.

Ulcera Oral Ulceragao oral ou nasofaringeana, geralmente indolor,
observada por médico.

Artrite Artrite n&o erosiva envolvendo duas ou mais
articulacdes periféricas, associada a hipersensibilidade,
tumefacdo e derrame.

Serosite Pleurite — convincente histérico de dor pleuritica, ou

atrito ouvido pelo médico ou evidéncia de derrame
pleural.

Pericardite — segundo ECG, ou atrito ou evidéncia de
derrame pericardico.

Disturbio renal

Proteinuria persistente >0,5g/dia ou >3+.
Cilindros celulares (hematico, granular, tubular ou
misto).

Disturbio neurolégico

Convulsbes — na auséncia de drogas tdxicas ou
distarbios metabdlicos.

Psicose — na auséncia de drogas toxicas ou distarbios
metabdlicos conhecidos.

Disturbio hematoldgico

Anemia hemolitica com reticulocitose.

Leucopenia - <4000/mm?3 em dois ou mais exames.
Linfopenia - <1500/mm?3 em dois ou mais exames.
Trombocitopenia - <100000/mm® na auséncia de
drogas téxicas.

.Distarbios imunolégicos

Presenca de anticorpos anti-fosfolipides.

Anti-DNA.

Anti-Sm.

Testes soroldgicos falso-positivos para sifilis por pelo
menos 6 meses e confirmado por FTA-abs negativo.

.Anticorpo antinuclear

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia ou teste equivalente em qualquer
momento na auséncia de drogas que sabidamente
estao associadas com LES.
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Anexo Il

Critérios de Diagndstico de Lupus de acordo com o Systemic Lupus International

Collaborating Clinics (SLICC)

Critérios

Definicao

LES cutaneo
agudo

Rash malar (ndo conta se discéide malar); Lupus bolhoso;
Variante de necrolise epidérmica toxica do LES; Rash
maculopapular do Lupus; Rash fotossensivel do Lapus (Excluido
dermatomiosite); Lupus cutaneo subagudo (lesdo psoriasiforme
nao indurada e/ou lesdo anular policiclica com resolugdo sem
deixar cicatriz, embora ocasionalmente com despigmentacao
pos-inflamatoria ou telangiectasia)

LES cutaneo
Crbnico

Rash discéide classico localizado (acima do pescocgo) ou
generalizado (acima e abaixo do pescoco); Lupus
hipertréfico (verrucoso); Paniculite lapica (Lupus profundo);
LUpus mucoso; Lupus eritematoso tumido; LUpus pérnio; Lupus
discoéide (sobreposicdo com liquen plano)

Ulceras orais

Palato; Boca; Lingua; Nasal (Na auséncia de outras causas, tais
como: vasculite, doenca de Behcget, infeccdo (herpes virus),
doenca inflamatdria intestinal, artrite reativa e alimentos acidos).

Alopécia nao

Fragilidade capilar ou queda difusa (na auséncia de outras

cicatricial causas, como alopecia areata, drogas, deficiéncia de ferro e
alopecia androgéncia)

Artrite Sinovite envolvendo duas ou mais articulagdes, caracterizada
por edema ou efusdo ou sensibilidade em duas ou mais
articulacdes e trinta minutos ou mais de rigidez matinal.

Serosite Dor pleuritica tipica por mais de 1 dia; Derrames pleurais ou Atrito

pleural; Dor pericardica tipica (dor com piora ao decubito e
melhora em posicdo de prece maometana) por mais de 1 dia;
Derrame pericardico ou atrito pericardico ou Eletrocardiograma
com sinais de pericardite (Na auséncia de outras causas, como
infeccdo, uremia e pericardite de Dressler).

Disturbio renal

Relacdo proteina/creatinina urinarias (ou proteinudria de 24h) =
500mg/24h ou Cilindros hematicos

Disturbio Convulsbes; Psicose; Mononeurite multipla (Na auséncia de

neurolégico outras causas conhecidas tais como vasculite primaria); Mielite;
Neuropatia periférica ou de nervos cranianos (Na auséncia de
outras causas conhecidas como vasculite priméria, infeccdo e
diabetes mellitus); Estado confusional agudo (Na auséncia de
outras causas, como toxicas/metabdlicas, uremia e drogas).

Anemia

hemolitica

Leucopenia Leucopenia <4.000/mm3 pelo menos uma vez (Na auséncia de

outras causas conhecidas, como sindrome de Felty,
farmacos/substancias  ilicitas e  hipertensdo  portal);
Linfopenia <1.000/mm3 pelo menos uma vez (Na auséncia de
outras causas conhecidas como corticosteroides,
farmacos/substancias ilicitas e infec¢éo).
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Trombocitopenia

Trombocitopenia <100.000/mm3 pelo menos uma vez (Na
auséncia de outras causas conhecidas tais como
farmacos/substancias ilicitas, hipertensdo portal e puarpura
trombocitopénica trombdtica).

FAN

Positivo (acima dos valores de referéncia).

Anti-DNA dupla
hélice

Acima do valor de referéncia ou >2x o valor de referéncia se
realizado pelo teste ELISA.

Anticorpo anti-
Sm

Positivo

Anticorpo  anti- | Anticoagulante lupico; VDRL falso positivo; Anticardiolipina com

fosfolipede titulos médios ou elevados (IgA, IgG ou IgM); Anti-Beta-2
Glicoproteina | (IgA, 1gG ou IgM).

Reducéo de | C3; C4; CH50.

complemento

Teste de
Coombs positivo

Na auséncia de anemia hemolitica
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Anexo [l

INDICE DE ATIVIDADE DO LES — SLEDAI-2k (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index)

Soma:

Pontos

Presenca

Manifestacéo

Definicao

8

Convulsao

De inicio recente, excluidas causa
metabodlicas, infecciosas e secundarias a
farmacos.

Psicose

Disturbio severo da percepcdo da
realidade, excluidas causas metabdlicas
e drogas.

Incluem  alucinagbes, incoeréncias,
perda marcada da associacao de ideias,
pensamento pobre, ilbgico;
comportamento bizarro, desorganizado
ou catatonico.

Sindrome cerebral
organica

Alteracdo abrupta e flutuante das
funcdes mentais, atingindo a orientacéo,
a atencdo, a memoria e outras funcdes
intelectuais.

Inclui a reducdo da vigilia, com
diminuicdo da atencdo com pelo menos
2 desses sintomas: perturbacdo da
percepcao, distarbio incoerente, insénia
ou hipersonia diurna, aumento ou
reducao da atividade psicomotora.
Exclui: causas infecciosas, metabolicas
e farmacos.

Disturbios visuais

Alteracdo da retina caracterizada por
corpos cistéides, hemorragias retinianas,
exsudatos serosos ou hemorragias do
plexo coroide ou neurite.

Exclui: causas infecciosas, metabdlicas
e farmacos.

Comprometimento

Neuropatia sensorial ou motora, de inicio
ou reinicio recente.

Cefaléia lupica

Severa e persistente, do tipo enxaqueca
gue ndo responde a analgésicos.

AVC

Excluir causa aterosclerética.

00|00

Vasculite

Ulceragoes, gangrenas, infartos
periungueais, nodulos digitais dolorosos,
areas  hemorragicas  subungueais,
bidpsia ou angiografia de qualquer area
gque confirme a vasculite.

Artrite

Envolvimento de duas ou mais
articulagbes com sinais e sintomas
inflamatorios.
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4 Miosites Dor ou fraqueza muscular proximal
acompanhada de aumento de
CPK/aldolase, eletromiografia alterada,
bi6psia compativel com miosite.

4 Cilindros urinarios | Hematicos ou granulosos.

4 Hematuria >5 eritrocitos/ campo
Excluir litiase renal e infeccoes.

4 Proteinuria De inicio recente ou aumento de
proteindria ja conhecido em mais de 0,5
g/24h.

4 Piuria >5 leucocitos/ campo.

Excluir infeccdes.

2 Rash cutaneo Inicio recente ou recorrente de caréater
inflamataorio.

2 Alopecia Inicio recente ou recorrente, excessiva,
difusa ou localizada de perda de cabelos.

2 Ulcera mucosa Inicio recente ou recorrente de Ulceras
nasais ou orais.

2 Pleurite Dor pleuritica com atrito, derrame ou
espessamento pleural.

2 Pericardite Dor no peito, com atrito ou derrame
pericérdico, confirmado por
ecocardiograma.

2 Complemento CH50; C3 ou C4 abaixo dos valores de

baixo referéncia.

2 Anti-DNA Acima dos valores de referéncia.

1 Febre Temperatura acima de 38°C.

Excluir infecgéo.

1 Trombocitopenia | <100000/mm?3

1 Leucopenia <3000/ mm3,

Excluir uso de farmacos.
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ANEXO IV: Folha de aprovagio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG - COEP

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

Projeto: CAAE - 01928412.8.0000.5149

Interessado(a): Profa. Maria das Gragas Carvalho
Depto. de Anélises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em.Pesquisa da UFMG - COEP
aprovou, no dia 27 de junho de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
“Lapus eritematoso sistémico: aspectos hematolégicos e
imunolégicos” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.
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Anexo V

Universidade Federal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas EBSER H
Geréncia de Ensino e Pesquisa - et

Belo Horizonte, 04 de julho de 2016.

PROJETO DE PESQUISA n° 061/16: “Lupus eritematoso sistémico: aspectos
hematolégicos e imunolégicos.”

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua concordancia
com o parecer da Comisséo de Avaliagao Econdmico-financeira de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas e a aprovagéo pelo COEP/UFMG em 27/06/12, esta Geréncia aprova
seu desenvolvimento no ambito institucional. Solicitamos enviar @ GEP relatério parcial ou

final ap6s um ano.

Atenciosamente,
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira

Gemdeemew'gﬁwumc
/ B Filial EBSERH
= = Insc. 181196 - PT: 937 de 17/11/14
4

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira

Gerente de Ensino e Pesquisa do HC-UFMG

Sr?

Prof2 Maria das Gragas Carvalho

Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia - Cep: 30130-100 - Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409.9379 -
E-mail: depehcufmg@gmail.com
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Anexo VI

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

Banco de Dados e de Amostras Biologicas destinado ao Estudo de Parametros
Genéticos, Bioquimicos, Hematoldgicos e Imunolégicos Relacionados a Doencas

Autoimunes.

Projeto de pesquisa: “Lupus eritematoso sistémico: aspectos hematoldgicos e

imunoldgicos”

Prezado(a) Senhor(a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo em
amostras de sangue de pacientes com “Lupus Eritematoso Sistémico”. Este estudo
tem como objetivo a obtencdo de conhecimentos importantes sobre esta doenca,
podendo facilitar, no futuro, o tratamento. Os dados clinicos e laboratoriais que serdao

obtidos nesta pesquisa poderdo ajudar o médico a entender melhor esta doenca.

As informacdes obtidas nesta pesquisa poderdo ndo lhe trazer beneficios
imediatos, mas poderdo trazer beneficios para outros individuos com a mesma

doenca no futuro.

Se vocé quiser participar desta pesquisa, podera fazé-lo doando uma amostra
de 15mL de sangue para realizarmos exames laboratoriais. A retirada da pequena
amostra de sangue podera Ihe causar um leve desconforto proveniente da picada da

agulha e o local onde se coletou 0 sangue pode ficar roxo.

Caso vocé ndo queira participar desta pesquisa ndao havera qualquer prejuizo
no seu tratamento. Toda informacéo obtida nessa pesquisa sera mantida em segredo.

Sua amostra de sangue devera fazer parte de um banco de dados e de amostras
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biolégicas que poderdo ser utilizadas no futuro para novas pesquisas. Todas as
informacdes e amostras receberdo um cédigo de modo que ninguém sabera que esta
amostra é sua, com excec¢ao dos pesquisadores deste projeto. No entanto, qualquer
pesquisa futura com o seu sangue devera ser aprovada por um comité de ética, sem

necessidade de contactar vocé.

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

o0 médico reumatologista responsavel Dr. Paulo Madureira de Padua (31-32265581).

Desde ja, agradecemos a sua colaboracéo!

Termo de consentimento

Declaro que, apds convenientemente esclarecido(a) pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, autorizo a coleta de 15mL de sangue para ser

utilizado na pesquisa acima.

Nome completo

Assinatura Data

Para contato:

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

Sala 2005

Campus Pampulha

Belo Horizonte, MG - Brasil

31270-901



110

APENDICES:
APENDICE I

PREPARO DE MEIO RPMI 1640 — pH 7,2
Meio Nutriente para Cultura de Células

Reagentes — para preparo de 1L de solucdo estoque

e RPMI 1640 10,38g

e Bicarbonato de sédio 2,0g

e HEPES 2,49

e Penicilina/Estreptomicina 10milUl/10mg/mL 5mL

e Aguamilig gsp 1000 mL

Procedimento:

. Dissolver os reagentes solidos em 900 mL de agua milliqg;

. Adicionar o volume de antibiético indicado;

. Aferir o pH da solucdo com auxilio de fita de pH (pH deve ser 7,2);

. Completar o volume da solucao para 1,0L com agua millig;

. Esterilizar o meio RPMI 1640 por filtrac&o utilizando bomba de vacuo;

. Fracionar a solucéo filtrada em frascos estéreis com capacidade de 500 mL;

. Rotular os frascos (nome da solucao, data de preparo, nome do responsavel)
. Armazenar os frascos contendo o meio a 2-8°C.

O~NO T WN PP
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APENDICE II:

PREPARO DE SOLUCAO DE PBS
“Phosphate Buffered Saline”

Solucao Estoque de PBS 10 X

Reagentes — para preparo de 1L de solucdo estoque

e NacCl (cloreto de sédio): 84,15 g
e Na2HPO4. H20 (hidrogenofosfato dissédico monohidratado): 53749
e KH2PO4 (dihidrogenofosfato de potassio): 14,69 g

Procedimentos

1. Adicionar 500 mL de agua tipo | em um béquer e acrescentar os sais lentamente,
sob agitacao até completa solubilizagéo;

2. Acertar pH = 7,4 (NaOH 1M ou HCL 1 M) com auxilio de pHmetro;

3. Transferir o volume total para uma proveta de 1 litro e completar o volume com agua
tipo 1,

4. Estocar em temperatura de 2 a 8°C.

Preparo Solugcédo NaOH 1M
Para 100 mL de solucéo: pesar 4g de NaOH e diluir em 100 mL de agua destilada.

Solucéo de PBS 1 X

1. Diluir a solucéo de PBS 10 X na propor¢éo 1:10, de acordo com o volume
desejado. (ex.: para 1 L de solucdo de PBS 1X, diluir 100 mL de solu¢édo PBS 10X,
em 900 mL de agua destilada)

2. AcertarpH=7,4

3. Esterilizar em autoclave ou filtracdo em filtros com membrana de 0,22um.

4. Estocar em temperatura de 2 a 8°C.
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APENDICE Il
PREPARO DE SOLUCAO DE PBS-W

“Phosphate Buffered Saline- Wash”

Reagentes — para preparo de 1L de solucdo

o PBS 1x estéril 1000mL
e BSA - soro albumina bovina 5¢
e Arzida sddica 1g

Procedimentos

O PBS-W é o PBS 1x estéril ao qual se adiciona 0,5% de BSA e 0,1% de azida
sodica.

1. Dissolver o BSA e a azida so6dica, sob agitacdo e lentamente, evitando a formacéo
de espuma.
2. Obedecer as proporgdes acima, por exemplo:
a. Preparo de 100 mL de PBS-W, adicionar ao PBS 1 x:

e 0,1 g de azida sddica

e 0,5gdeBSA
3. Acertar o pH para 7,2-7,4
4. Filtrar em 0,22 pym
5. Colocar em frasco transparente estéril e parafilmar dentro da capela de fluxo
laminar
6. Conservar em temperatura de 2-8°C (geladeira)
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APENDICE IV:

PREPARO DE SOLU(;AO DE PBS-P
“Phosphate Buffered Saline- Perm”

Reagentes — para preparo de 1L de solucdo

e PBS-W 1000mL
e Saponina 59

Procedimentos

O PBS-P é 0 PBS-W ao qual se adiciona 0,5% de saponina.

1. Adicionar a saponina lentamente ao PBS-W, sob agitacao, e deixar homogeneizar.
2. Obedecer as proporcdes 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 um
5. Colocar em frasco transparente estéril e parafilmar dentro da capela de fluxo laminar

6. Conservar em temperatura de 2-8°C (geladeira)
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APENDICE V:

PREPARO DE SOLUCOES ESTOQUE DE PARAFORMALDEIDO (20X) E
CACODILATO DE SODIO (20X)

Reagentes — para preparo de 200mL de solucdo de Paraformaldeido (20x)

e Paraformaldeido P.A 409
e Hidréxido de sédio P.A. 0,1069g
e Agua tipo 1 200mL

Procedimento
Paraformaldeido (20x): realizar etapas em CAPELA de EXAUSTAO

Pesar 40g de paraformaldeido

Aquecer 150mL de 4gua tipo 1 em béquer com agitador
Acrescentar 0,106g de hidroxido de sddio

Esperar dissolver e continuar aquecendo até no maxima 70°C
Acrescentar o paraformaldeido aos poucos para nao precipitar
Homogeneizar até a solucao ficar completamente transparente
Completar o volume da solugéo para 200mL com &gua tipo 1
Fazer aliquotas de 2,5 mL

Estocar a -20°C

© 00 N o g b~ w0WDhPE

Reagentes — para preparo de 200mL de solucdo de Cacodilato de s6dio (20x)

e Cacodilato de sodio 40,04g
e Cloreto de sodio 26,69
e Aguatipo 1 200mL

Procedimento

Cacodilato de sédio (20x):

Pesar 40,049 de cacodilato de sédio
Pesar 26,69 de NaCl
Em um béquer, adicionar 150mL de agua tipo 1

A

Adicionar o NaCl pesado a agua e homogeneizar utilizando um bastado de

vidro ou barra magnética até completa dissolucao
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5. Acrescentar o cacodilato de sédio pesado aos poucos e homogeneizar
utilizando um bastao de vidro ou barra magnética até completa dissolucéo

6. Completar o volume para 200mL

7. Fazer aliquotas de 2,5 mL

8. Estocar a -20°C

PREPARO DE SOLUCAO FIXADORA MACS FACS FIX (MFF)

Reagentes — para preparo de 100mL de solucao

e Paraformaldeido 20x 5mL
e Cacodilato de so6dio 20x 5mL
e Agua bidestilada gsp 100mL

Procedimento

1. Aquecer o paraformaldeido 20x em banho-maria a 56°C até completa
solubilizac&o (transparente).

2. Descongelar o cacodilato de sédio 20x a temperatura ambiente.

3. Misturar o paraformaldeido com o cacodilato, usando aliquotas de mesmo
volume e completar para 10 vezes o volume inicial com agua bidestilada.

4. Acertar o pH para 7,2 -7,4.

5. Filtrar e armazenar em frasco ambar em geladeira (2°C-8°C). A validade da
solucao é de 7 dias.



