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Resumo

Palavras -chave

Introdugdo: O LUpus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca auto-imune
caracterizada por uma desregulacéo do sistema imune, que leva a uma producéo
aumentada de anticorpos e formacdo de imuno-complexos, resultando na
producédo de citocinas pré-inflamatdrias e dano celular de diferentes 6rgéos.

Objectivos: Este trabalho teve como objectivos a avaliacdo do efeito
estimulatério provocado pelo soro de doentes com LES em mondcitos e células
dendriticas (DCs) do sangue periférico de controlos saudaveis e a quantificacdo
de TNF-a no soro de doentes com LES e de um grupo controlo.

Material e Métodos: Foram incluidos neste estudo 21 doentes com LES,
agrupados de acordo com o indice de actividade da doenga, em doentes com
doenga activa (LESA) - 11 e inactiva (LESI) - 11, bem como 10 individuos
saudaveis que constituiram o grupo controlo. A expressdo de TNF-a e IL-6 em
monécitos, mDCs e DCs CD16*CD14”ov obtidas do sangue periférico de
individuos saudaveis foi avaliada por citometria de fluxo, apés estimulagéo in vitro
com LPS e na presenca de soro de doentes com LES e de um grupo controlo. O
estudo da expressdo génica de TNF-a foi realizado apds separacdo das
diferentes populacdes celulares em estudo por gRT-PCR. A concentracéo sérica
de TNF-a foi determinada em 64 doentes com LES e 27 controlos, quantificada
através da MILLIPLEX MAP Human TH17 Magnetic Bead Panel Premixed.

Resultados: Observou-se que o soro de doentes com LES, particularmente
aqueles com um maior titulo de ac. anti-dsDNA, provocava um aumento da
expressdo de TNF-a, nos mondcitos e principalmente nas DCs CD16+*CD14low,
Também se observou um aumento da expressdo de mRNA de TNF-a nesta
Gltima populacdo celular, bem como um aumento da concentracdo sérica de
TNF-a nos doentes com LES.

Conclusdo: Este estudo enfatiza o papel do ambiente inflamatério a nivel
periférico nos doentes com LES e a sua importancia na activacdo das células
circulantes

Lupus Eritematoso Sistémico, Soro, Mondcitos, Células Dendriticas, TNF-q, IL-6



Abstract

Keywords

Introduction: Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease
characterized by dysregulation of the immune system which leads to an increased
production of antibodies and formation of immune complexes, resulting in
production of pro-inflammatory cytokines and cell damage in different organs.

Aims: The aim of this study was evaluate the stimulatory effect induced by sera
from SLE patients in monocytes and dendritic cells (DCs) from healthy individuals
and quantify of soluble TNF- a in sera from SLE patients and in a control group.

Material and Methods: In this study were enrolled 21 SLE patients, classified
according to the index of disease activity in patients with active disease (ASLE) -
11, and patients with inactive disease (ISLE) — 11, as well as 10 healthy
individuals as a group control. The expression of TNF-a and IL-6 in monocytes,
mDCs and CD16*CD14"ov DCs obtained from peripheral blood of healthy
individuals was analysed, after in vitro stimulation with LPS in the presence of
SLE patients serum, by flow cytometry. The TNF-a gene expression was
performed after cell sorting by gqRT-PCR. Soluble TNF-a was determinated in 64
SLE patients and 27 healthy control by MILLIPLEX MAP Human TH17 Magnetic
Bead Panel Premixed.

Results: It was observed a higher TNF-a expression in monocytes but particulary
in CD16*CD14"ov DCs, when stimulated in the presence of SLE patients serum,
particularly in those with high levels of anti-dsDNA. We also observed an increase
MRNA expression of TNF-a in CD16*CD14"°w DCs, as well as a higher soluble
TNF-a in the sera from SLE patients.

Conclusion: This study emphasizes the role of the inflammatory environment at
the peripheral level in SLE patients and its importance in the activation of
circulating cells.

Systemic Lupus Erythematosus, Serum, Monocytes, Dendritic cells, TNF-a, IL-6
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1. Introducao

1.1 O Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O Lupus Eritematoso Sistémi€¢bES) é considerado o prototipo das doencas auto-
imunes, tendo o potencial de envolver directamemi#iplos tecidos e 6rgaos, como a
pele, articulagBes, rins, coracdo e cérebro e api@sdo diversas manifestacdes clinicas.
Por exemplo, alguns doentes demonstram principaéregnpgdes cutaneas e dor articular,
apresentando remissfes espontaneas e requerendodbae de medicacdo; enquanto o
outro lado do espectro inclui doentes que demansttan severo e progressivo
envolvimento renal (glomerulonefrite), ou neurotigi que requer elevadas doses de
esterdides e drogas citotoxicas como a ciclofosfar(ii,2) A grande heterogeneidade do
LES fomenta o debate de ser uma Unica doenca coiosvienotipos, ou fenotipos
semelhantes partilhados por diferentes doencaslo@rsos mecanismos patoldgicos.(3)

Factores sociodemograficos como o sexo, raca ea efleisempenham um
importante papel na incidéncia da doenca, freqgaémies manifestacdes e resposta
terapéutica.(4) Apesar do LES poder ocorrer praigzge em qualquer idade, as mulheres
em idade fértil sdo as mais afectadas. A razadoniealimasculina é superior a 8:1 para
doentes com idades compreendidas entre os 15@a®0S, enquanto a mesma razao para
a doenca desenvolvida na infancia ou na pos-mesapaperto de 2:1.(1)

Para fins de investigacdo e identificacdo clinioa doentes com LES, a maioria
dos reumatologistas concorda com o critéhimerican College of Reumatologyp82
(ACR), revisto em 1997. O critério inclui um confjonde caracteristicas clinicas e
laboratoriais que estédo descritas com a sua respg@cevaléncia no LES na Tabela 1. Um
doente tem de ter quatro ou mais dos critériosrilesgara ser classificado como um
doente com LES. E de salientar que este critériclassificacio ndo é um critério de
diagnostico, foi apenas desenvolvido, como refermteriormente, para fins de
investigacdo de modo a fornecer uma tentativa d#ropgacdo. Os critérios nédo
necessitam de estar presentes em simultdneo, rdampacumular-se ao longo dos anos.
Deste modo, o critério de classificacdo conseguar grara uma avaliagdo inicial do
doente com LES, mas néo é suficiente. Os doentgemem uma avaliacao sistematica,

que pode ser guiada pelos componentes dos indicastisidade da doenga do LES, como



por exemplo oSystemic lupus erythematosus disease activity idi@&2 (SLEDAI),
revisto em 2000. Estes indices surgem como umanfemta valida e sensivel para medir a
actividade da doenca, diferenciar entre um estddi€ES inactivo e LES activo, e para

uso na rotina da pratica clinica como guia de @esiserapéuticas.(2,5-7)

Tabela 1 - Descrigdo e frequéncia dos critérios clinicosviztos pelo American College of
Reumatology 1997, para diagndéstico do Lupus EritestaSistémico.(2)

Manifestactes Prevaléncia em doentes com LES

Critérios Clinicos ACR
- Exantema tipo borboleta 80-90%

- Exantema tipo discoide

-  Fotossensibilidade

- Ulceras orais 50-70%
- Artrite 76-100%
- Serosite 30%

- Doenca renal 50%

- Doenca cerebral
- Apoplexia 15%

- Psicose 20%

Critérios Laboratoriais ACR

Critérios Hematolégicos

- Anemia hemolitica 5-40%
- Leucopenia 60%

- Linfopenia 60-84%
- Trombocitopenia 60%

Critérios Imunologicos

- Anti-dsDNA 40-70%
- Anti-Smith 15-55%
- Anti-Fosfolipido 25-50%

Anticorpos Anti-nucleares (ANA)

Marcadores laboratoriais que ndo fazem parte daério

- Anemia da doencga cronica (Hct <35%) 57-78%
- Neutropenia

- Anti-RNP 30-80%
- Anti-SSA/Ro 35-60%
- Anti-SSB/La 10-15%




A etiologia e fisiopatologia do LES continua elusigendo a doenca o resultado de
uma cascata de eventos, induzidos por factoresdmais) e ambientais, que surge num
backgroundgenético predisponivel.(8,9) O denominador comuntmreeos doentes com
LES é a producdo de anticorpos do tipo imunoglolauls (IgG), e € caracteristico da
doenca niveis séricos elevados de constituinteseames, incluindo anticorpos anti-
nucleares (ANA), anti-cadeia dupla de DNA (dsDNAgrei-Smith.(1,10,11)

Em individuos saudaveis, o sistema imune defendms@a agentes agressores,
distinguindo o préprio do nao-préprio. Por raz0e&® rtotalmente compreendidas, a
tolerancia imune é quebrada no LES e o sistemadnmasponde activamente a um
conjunto amplo de auto-antigénios. A activacao ioacelular resultante leva a producéo
de anticorpos, imuno-complexos (IC) e citocinasamftérias, que estabelece um ciclo
vicioso de inflamacao cronica e destruicdo de tecid apoptose celular aumentada e/ou
diminuicdo daclearancede células mortas pode explicar a acumulagéo theagtigénios
nucleares em varios tecidos de doentes com LES,{P414) Concomitantemente, 0s
niveis de complemento sdo anormais nos doentes kBM e componentes do
complemento aparecem depositados em lesGes infleaasminos tecidos. Estes achados
laboratoriais levam a um modelo para a patogénedd=8 onde os anticorpos formam IC
com 0s seus antigénios, activando o complementpreducao de citocinas inflamatérias

causando danos tecidulares e doenca.(15,16)



1.2  As células apresentadoras de antigénio e o smuntexto no LES

Estudos iniciais focaram-se no sistema imune atlaptatendo como base da
doenca as alteracdes funcionais de linfocitos B. &sie paradigma foi refutado com
recentes avangos no campo da imunidade inata.uBla&nte reconhecido que o sistema
imune inato, que normalmente tem como funcdo acdéte da invasdo de agentes
patogénicos, tem um importante papel no reconhedonde antigénios do préprio no
LES.(17) Deste modo, a funcdo anormal de linfocBos T resulta da subjacente funcéo

alterada das células apresentadoras de antigéRIG)AFigura 1)
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Figura 1 — Diagrama dos sucessivos eventos para a pateydoe£sS.(9)



Dentro das APCs, os mondcitos/macrofagos sao unpaoemte chave do sistema
imune inato envolvido na regulacdo do sistema imanh@ptativo, sdo células verséteis,
capazes de defender, regular inflamacdo e induaunidade. Para além disso, os
monaocitos circulantes séo recrutados para os laeaisflamacéo onde séo activados e se
diferenciam em macrofagos tecidulares especialzada fagocitose e subsequente
apresentacdo antigénica.(18,19) Os mondcitos recenn e removem agentes
patogénicos, bem como células do hospedeiro, semes¢ degradadas ou mortas. A
fagocitose é um processo regulado que requer\esagét de receptores, que por seu turno
transmitem sinais para o interior da célula pai@ana resposta. Apés digestdo do alvo, os
mondcitos apresentam o0s antigénios a ceélulas Tyzindo-os a uma diferenciacédo
linfécito T efector ou linfécito T auxiliar. Adicimalmente, os mondcitos possuem uma
funcdo secretora bem desenvolvida e sdo uma inmperfante de uma variedade de
citocinas.(20) O reconhecimento das moléculas dprir e das moléculas nao-proprias
depende, em grande parte, dos receptores recomneseate padrées moleculares (PRR),
entre 0os que sao expressos pelos mondcitos e dé@e emvolvidos na fagocitose
encontram-se o0s receptores de manose, lectinaeptoeesscavenger Expressam ainda
receptores para as fraccOes constantes das imbuotighs (FCRs), importantes na
endocitose de antigénios opsonizados e de compiexostarios, que incluem receptores
especificos para IgG monoméricasylRc— CD64) ou em complexos (fRll ou FeRIINI
— CD32 ou CD16) ou para IgE (CD23). Os monocitqgeessam ainda receptores capazes
de reconhecer elementos do sistema do complementm @ CR1 (CD35), CR3
(CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18). O CD14 é resposisgelo reconhecimento de
lipopolissacarideo (LPS) presentes na parede ddérizes Gram negativas sendo um dos
principais marcadores fenotipicos destas célulasm@nocitos e macréfagos produzem
algumas moléculas de forma mais ou mermsstitutiva enquanto outras, como a k€
B, a IL-6, o factor de necrose tumoral alfa (TJE-os interferGes alfa e beta (IkiNe p), e
factores de crescimento, sdo produzidas em sitsadee inflamac&o, sobretudo em
resposta ao LPS e a citocinas produzidas por océtakas.(21-24)

Diversos estudos focam anormalidades nos monocieosoentes com LES,
estando documentado uma actividade funcional rddueom decréscimo de mondcitos
com antigénios dos leucécitos humanos®™RLA-DR™), aumento de CD14 solavel
(sCD14), aumento da expressao de CD54 (molécudaesio celular | (ICAM-I)) e CD64



(FcyRI) e diminuicdo da expressdo de CD32vyfAt). Os mondcitos derivados de
macrofagos de doentes com LES mostram assim unozifege de corpos apoptoticos
comprometida. Esta descrito ainda que os monodwsoentes com LES secretam
significativamente mais TNEk-do que mondcitos de dadores saudaveis,(25-27pe sa
menos afectados pelo efeito imunossupressor d@ halpresenca de 1C.(8,28,29)

As células dendriticas (DCs) séo o elo entre aostagmune inata e a resposta imune
adaptativa. Sdo APCs profissionais, especializadas captura, processamento e
apresentacdo de antigénios a células T, sendo tpstémunogénicos em condicfes
inflamatorias, e essenciais na indugdo e manutedgédolerancia imune. Neste sentido,
estudos emergentes sugerem que a heterogeneidad®Cia e os seus estadios de
activacdo estdo envolvidos na resposta auto-imDinersos estudos indicam que os
monaocitos se diferenciam em D@svivo.(30,31) No entanto, a diferenciacdo de DCs a
partir de percursores pré-mondcitos ou mondcitemaeece controversa. Presentemente,
esta bem estabelecido que as DCs ndo sdo uma g@pualular homogénea, e pelo
menos trés diferentes subpopulacdes foram des@&itasangue periférico humano de
individuos saudaveis. A subpopulacdo das DCs ndietoi (mDCs) apresenta
CD123'"/CD16, expressa fortemente HLA-DR e antigénios mieloi@&llc e CD33.
Esta subpopulagdo pode ser ainda dividida de acoomo a expressdo de BDCA1
(CD1c¢")DCs e BDCA3(CD141)DCs. Outra subpopulagéo, as DCs plasmacitéide€)pD
apresentam CD3%™/CD16, expressando niveis elevados de HLA-DR e CD123;8D
e BDCA4. A terceira subpopulacdo apresenta CP1€D123"¢/CD33"¢/CD16"
(CD16'CD14"°"). Esta ltima subpopulagéo foi previamente idaaifa como células
mononucleares e considerada como uma subpopulag@or e mondcitos, apresentando
uma expressao elevada deyRudl (CD16), fraca expressdo deRd (CD64), baixos
niveis de FgRIl (CD32), relativamente baixa actividade como APf@lativamente a
outras DCs do sangue periférico e uma elevada icluBc para induzir activacdo de
células Tnaive in vitro. Mais tarde, foi identificada especificamente aganm anticorpo
monoclonal M-DC8, no entanto a sua origem permageog&oversa.(18,32—-3@studos
revelam que as DCs CD1BD14"", embora apresentem uma pronunciada actividade
oxidativa e fagocitica, expressam fracamente méztopdase o-naftil acetato esterase e

lisozima, que estdo envolvidas no processamenpadeulas fagocitadas nos mondcitos;



podendo-se especular que as DCs CBDA4"°" usam diferentes vias de processamento
de particulas internalizadas, embora ainda néo letampente esclarecido.(32)

A semelhanca dos mondcitos, existem diversos estsdlore as DCs no contexto
do LES, descrevendo alteracées no numero de DGamgue periférico, nomeadamente
nas subpopulagbes mDCs e CHaB14™" na sua capacidade de produzir citocinas
inflamatorias, estaddio de activagdo e expressa@akptores de quimiocinas. (18,37-39)
Uma caracteristica importante das mDCs no contdgtd.ES € a sua capacidade para
internalizar material apoptotico e necroético e apnéa-lo as células T. Em contraste com
as mDCs, as pDCs internalizam estes complexosupirmdb elevadas quantidades de IFN
do tipo I (principalmente IFN).(40)

1.3 Arelagao entre os imuno-complexos (IC) do sode doentes com LES e

producéo de citocinas pro-inflamatorias

A deposicéo de IC activa as diferentes APCs pd&rancdo com 0s seusyRd,
FcyRIl e FoRIIlL, iniciando uma cascata inflamatdria de citocinagju@miocinas. A
libertacdo destes mediadores pro-inflamatérios imamMmo dano celular.(13,40-43) O
TNF-o pertence a grande familia das citocinas e temrsjgetidamente associado ao LES,
no entanto, o seu papel especifico continua emteleBalNFe. tem um papel importante
na regulacdo auto-imune e € um mediador primarieesposta a organismos infecciosos,
sendo inicialmente activado por fagocitos monorarele, € também secretado por células
NK, células T e mastocitos. Embora o TMREenha um papel proeminente no combate a
infeccdes, niveis elevados desta citocina tém vender associados com varias doengas
auto-imunes. O tratamento com farmacos anti- bN&t proposto como tratamento para o
LES e € uma terapéutica activa para outras doemgasimunes, presumivelmente para
regulacdo de producao de IFfei\3elas pDCs.(44)

O IFN-w é uma citocina pleiotropica, importante na regidagmune que €
produzida por multiplos tipos celulares como retpa@sinfeccao viral, sendo as pDCs a
sua maior fonte. O IFN-afecta diversas células envolvidas no LES e tepotencial de

influenciar o desenvolvimento, progressao e pateggmo LES, controlando a funcéo e



estadios de activacdo dos mais importantes subtiglotares, actuando como uma ponte
entre a imunidade inata e adaptativa.(Figura 2)

Apoptotic cell

High IFN1

Band T cell
signaling

Figura 2 — Esquema indicando uma possivel fonte e efeitiéNex no LES.(45)

A IL-6 é produzida em diversos tipos celulares, somondcitos, fibroblastos,
células endoteliais, e também em células T e Bjoterdrias actividades biologicas em
varios alvos celulares. A IL-6 actua com um faaterdiferenciacdo de diversas células
hematopoiéticas. A diferenciacdo de células B asph e a producéo de IgG € induzida
pela IL-6, bem como a diferenciacdo e proliferag® células T e macréfagos.
Adicionalmente, a IL-6 promove a maturacdo de es8lda medula 6ssea, activagdo de
neutrofilos e estimulagdo e producdo de plaquetapadir de megacariocitos e
diferenciacdo dos osteoclastos. A IL-6 é ainda iocypal factor de estimulacdo do
hepatocito e induz proteinas de fase aguda. Ostefo@om LES activo tém niveis
aumentados de IL-6 no soro e alguns estudos coiweEm-no com a actividade da
doenca ou niveis de anti-DNA. Niveis elevados de6 llestdo associados com
hiperactividade de células B e producdo de antarf secrecédo de anticorpos anti-DNA

é reduzida através da neutralizacdo de IL-6 eurxda adicionando IL-h vitro. Como a



IL-6 exerce efeitos sistémicos e também medeianmdcdo local, a terapia direcionada
para IL-6 tem mostrado eficAcia em doencas autovsupodendo ser promissora no

tratamento de doentes com LES.(46)

1.4 Caracteristicas do soro de doentes com LES

O soro de doentes com LES (particularmente du@feriodos de doenca activa)
contem factores capazes de induzir diferenciacd@ctvacdo de DCs normais,
nomeadamente IFN- e factores indutores de INF-como os IC contendo acidos
nucleicos. Outros elementos (ex. nucleossomass)iwapazes de induzir directamente
maturacdo de DCs (definida pelo aumento da expeks& D86, aumento da produgéo de
IL-6, II-8, IL-12, e aumento da inducdo da prol#fesio de células T) estdo também
presentes no soro de doentes com LES. Deste mados\estudos estabeleceram que o
soro de doentes com LES é por si sO, capaz deimaldferenciacdo e maturacdo de DCs

de individuos saudaveis.(40)

Neste contexto, Blancet al reportaram previamente que o soro de doentes com
LES induz a diferenciacdo de mondcitos de indivédgsaudaveis em DCs, e que este
processo € dependente da presenca dealRfd- soro de doentes com LES. Esta
particularidade sérica esta ainda correlacionada &@ctividade da doenca e é especifica
do soro de doentes com LES.(47) Outros estudoshmmam o anterior, referindo que
monaocitos de individuos saudaveis expostos emreuttam soro de doentes com LES
exibem morfologia e fendtipo caracteristicos de D@frcando que o soro de doentes
com LES, que tem altos titulos de IkiN-tem um grande efeito estimulatério na
diferenciacdo de DCs, podendo ser inibido com asgmga de imunoglobulinas
intravenosas (preparacdes terapéuticas de IgGspelidicas).(48) Esta também reportado
que as DCs derivadas de mondcitos, induzidas cam @é® doentes com LES tém a
capacidade de estimular células raive e células B memoria a diferenciar-se em
plasmoblastos secretores de IgG e particularmemte lgih\.(49) Bengtssonet al
demonstraram ainda que o soro de doentes com L#i& iapoptose em mondcitos e
linfocitos de individuos saudaveis, bem como em éduitas da linha celular U937 e

células T da linha celular Jurkat. A inducdo depap®e ndo se consegue observar com



soro proveniente de doentes com outras doencasnaut@s como artrite reumatoide e
vasculite sistémica, ou doencas infecciosas comaomeleose ou sepsis, ou individuos
saudaveis; levando a concluir que os efeitos decém de apoptose néo estéo relacionados
com eventos inflamatérios nédo especificos, mascpareser especificos do LES. Estes
factores indutores de apoptose, juntamente comngpr@metimento dalearance do
material apoptotico e uma elevada proporcao detapepresultam num aumento de carga
de auto-antigénios em circulacéo, que poderdo @nduespostas imunes e na formacéao
de IC circulantes ou na sua deposicdo em tecidasgsando doenca. No mesmo estudo
pode-se observar uma relacao entre a elevada dadatde TNF: no sobrenadante das
culturas celulares e a apoptose nos mondcitos.tétipamente um factor sollvel no soro
de doentes com LES consegue activar monécitosdupiroT NF-o, que consegue induzir
a apoptose em células vizinhas via TNF receptb®).Factores séricos como baixo niveis
de componentes do complemento (Cqgl e C4), elevddes de anticorpos (anti-dsDNA e
anticardiolipina) e citocinas estdo directamenk&crenados com a apoptasevitro.(50)
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2.  Objectivos

Este trabalho teve como principal objectivo o estutt um possivel efeito
estimulatério do soro de doentes com LES em margjcihDCs e DCs CD16CD14/V
do sangue periférico de individuos saudaveis.

2.1  Objectivos especificos

1) Quantificar a frequéncia de mondcitos, mDCs e D1& CD14ow
produtores das citocinas TNFe IL-6, bem como, a expresséo das citocinas por
célula, dada pela média de intensidade de fluonesgéapos estimulacéo
vitro com LPS e com contacto com o soro de doentes d6f) ém diferentes
estadios da doenca, comparando com o efeito prbalpzilo soro de individuos

controlo saudaveis.

2) Relacionar a expressao das citocinas nas célulasstrdo com parametros de
actividade da doenca, nomeadamente com o titulantdeorpos anti-dsDNA,

envolvimento cutaneo e nefrite lupica.

3) Estudar a expressao génica de TdNRes mondcitos, mDCs, DCs CD16
CD14"" e Células T, separadas peell sorting apds cultura com soro de
doentes com LES, em diferentes estadios da doeaggarando com o efeito

produzido pelo soro de individuos controlo saudavei

4) Determinar a concentracdo sérica de TiNEm doentes com LES e de um
grupo controlo e relaciona-la com parametros abHtedoratoriais.

11



3. Material e Métodos

3.1 Populagdo em estudo

3.1.1 Doentes

Para o estudo funcional das células na preseng@mdg 22 doentes seguidos no
Servico de Reumatologia do Centro Hospitalar e eémsitario de Coimbra — Hospitais da
Universidade de Coimbra foram incluidos no estuepusdo os critérios de classificacado
para o LES doAmerican College of Rheumatologi®97 (ACR).(6) ApoOs avaliada a
actividade da doenca, de acordo colL& Disease Activity Index 200BLEDAI 2K), os
doentes foram divididos em dois grupos, um com c¢@ectiva (LESA) (SLEDAI 2k 5;

n = 11, 100% do sexo feminino, com uma média ddeda desvio padrdo de 30 + 11
anos) e outro com doenca inactiva (LESI) (SLEDAKZ n = 11, 72% do sexo feminino,

com uma média de idade * desvio padrao de 29 hdf)a

Para determinacédo da concentracdo sérica dea] Mt-usada uma populacdo de
maior dimensdo, e representatividade semelhantsteDmodo, 64 doentes com LES
seguidos no mesmo Centro foram igualmente dividelosdois grupos, um com doenca
activa (LESA) (SLEDAI 2k> 5; n = 29, 97% do sexo feminino, com uma médialdde
+ desvio padréao de 30 + 11 anos) e outro com doeactiva (LESI) (SLEDAI 2k <5; n =
35, 83% do sexo feminino, com uma média de idades¥io padrdo de 35 + 7 anos).

Os dados demograficos, parametros clinicos adigomanedicacdo em uso no
momento da recolha das amostras, de ambas as g@gsilancontram-se descritos na
Tabela 2 e Tabela 3.
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Tabela 2- Caracteristicas clinicas dos 22 doentes com LE&ados para o estudo funcional das

células na presenca do soro.

LES Activo (n=11) LES Inactivo (n=11)
Média doSLEDAI 104+£4.1 15+1.2
Tempo médio desde o diagndstico 6.6 £6.0 8.3+4.9
Lupus nefrite
Inactivo 0% 54. 5%
Activo 45.5% 0%
Neuro lGpus 0% 18.2%
Lupus artrite
Inactivo 72.7% 63.6%
Envolvimento Hematolégico 100% 90.9%
Doenca da pele 72.7% 72.7%
Lupus Severd) 45.5% 54.5%
Anticorpos Anti-dsDNA?
Negativo 0% 27.3%
Positivo Baixo 9.1% 36.4%
Positivo moderado 18.2% 27.3%
Positivo alto 72.7% 9.1%
Tratamento
Hidroxicloraquina 90.9% 90.9%
Immunossupressorés 54.5% 36.4%
Esteroides? 90.9% 18.2%
Dose baixa 36.3% 18.2%
Dose moderada 27.3% 0%
Dose elevada 27.3% 0%

@) Lupus severo ¢ definido através do envolvimentordéos afectados.

@ Anticorpos Anti-dsDNA: Negativo, <4.2 Ul/ml. Positi baixo, <20 Ul/ml. Positivo moderado, 20-50
Ul/ml. Positivo alto, >50 Ul/ml;

) azatioprina, micofenolato de mofetil, ciclosporitagrolimus, ciclofosfamida, metotrexato ou rituzim

@ Dose baixa, até 10 mg/dia; dose moderada, ent@0Ifig/dia; dose elevada, mais de 30 mg/ dia; n =

tamanho da amostra. Os parametros clinicos forafiades desde o inicio da doenca até ao tempotddaes
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos 64 doentes com LE#zados para determinar a

concentracao sérica de TNEF-

LES Activo (n=29) LES Inactivo (n=35)
Tempo médio desde o diagnéstico 9.045.0 8.247.1
Lupus nefrite (LN)
Sem LN 48.3% 45.7%
LN Inactiva 27.6% 54.3%
LN Activa 24.1%
Lupus Sever 38.0% 62.5%
Anticorpos Anti-dsDNA?
Negativo 9.5% 41.7%
Positivo Baixo 9.5% 33.3%
Positivo moderado 19.1% 20.8%
Positivo alto 61.9% 4.2%
Tratamento
Hidroxicloraquina 86.2% 91,4%
Immunossupressorés 65.5% 28.6%
Esteréide$? 85.8% 9.5%
Dose baixa 42.9% 9.5%
Dose moderada 28.6% %
Dose elevada 14.3% %

@) Lupus severo é definido através do envolvimentordéos afectados.

@ Anticorpos Anti-dsDNA: Negativo, <4.2 Ul/ml. Positi baixo, <20 Ul/ml. Positivo moderado, 20-50
Ul/ml. Positivo alto, >50 Ul/ml;

) azatioprina, micofenolato de mofetil, ciclosporitagrolimus, ciclofosfamida, metotrexato ou rituzim

@ Dose baixa, até 10 mg/dia; dose moderada, ent@0Ifig/dia; dose elevada, mais de 30 mg/ dia; n =

tamanho da amostra. Os parametros clinicos foratiades desde o inicio da doenca até ao tempotddoes
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3.1.2 Grupo Controlo

O grupo controlo para o estudo funcional das cglua presenca de soro foi
composto por 10 individuos saudaveis com caratiter$sde género e idade semelhantes
aos doentes considerados (90% do sexo feminino, woa média de idade + desvio
padréo de 29 + 4 anos).

Para a determinacdo da concentracdo sérica dealNFgrupo controlo foi
composto por 27 individuos saudaveis, igualmente caracteristicas de género e idade
semelhantes aos doentes considerados (89% doesakurfo, com uma média de idade *
desvio padréo de 30 + 7 anos).

Todos os participantes foram convidados a complatar breve questionario
referente a sua medicacdo actual ou passada. Desi® foi excluida a possibilidade de
doenca auto-imune, historia familiar de doencae-amtines, presenca de qualquer estado

inflamatorio activo e tratamento com drogas imundul@doras.

3.2 Amostras

As amostras de sangue dos doentes com LES e papudagtrolo foram colhidas
para tubos de soro, centrifugadas e o soro sepaadoaliquotas que foram guardadas a

uma temperatura de -20.°C até ao momento da analise

3.3 Etica

O protocolo do estudo foi aprovado pela comissdoaélocal, e todos os

participantes assinaram o seu consentimento infimma
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3.4 Estimulacdoin vitro de monécitos, mDCs e DCs CD16D14"°% com

soro de doentes com LES

Para avaliar o efeito dos soros de doentes com éfaScélulas de individuos
saudaveis, foram colhidas 5 amostras de individaadaveis (90% do sexo feminino, com
uma media de idade + desvio padrdo de 29 + 3 guars) tubos com heparina como
anticoagulante. As amostras foram lavadas tréssvea® soro fisiologico (NaCL) a 0,9%
de modo a remover a presenca de imunoglobulinessipresentes na amostra de plasma.
De seguida, as amostras foram diluidas 1/1 (vil/vein meio RPMI-1640 (Gibco;
Paisley, Escocia, Reino Unido) suplementado com aieM-glutamina, num total de 500
KL, na presenca de 10 pg/mL de Brefeldina A (Siggtal.ouis, MO, EUA) de modo a
impedir a libertagdo de citocinas. Adicionou-sedaii00 ng/mL de Lipopolissacarideo
(LPS) deEscherichia coli(serotipo 055:B5; Sigma, St. Louis, MO, EUA) dedua@ obter
um efeito estimulador e 50 pL do soro em estuddo¥ms ensaios incluiram uma amostra
sem estimulo como controlo negativo e uma amosimald®S e sem soro como controlo
positivo. Todas as amostras foram incubadas a BdP@ ambiente estéril e atmosfera
hamida com 5% Cg@durante 6 horas.(51,52)

3.5 Avaliacdo da expresséo de IL-6 e TNE&-pelos mondcitos, mDCs e DCs
CD16*CD14"°% por citometria de fluxo

Apo6s o periodo de incubacao, todas as amostras faliguotadas em diferentes
tubos (250 pL/tubo) de modo a analisar a expreskficcada citocina em estudo,
produzidas pelos mondcitos e DCs. De modo a idestibs mondcitos, as mDCs, e as
DCs CD16CD14"°", as células foram marcadas com os seguintes graEomonoclonais
(mAc): 2,5 puL de anti-CD45 Krome Orange (clone:;B&kman Coulter, Brea, CA,
EUA); 2,5 pL de anti-CD14 Aloficocianina (clone: RI8R; Beckman Coulter); 2,5 pL de
anti-CD33 Ficoeritrina Cianina 7 (clone: D3HL60.28eckman Coulter).

Apb6s homogeneizacdo suave no vortex, Incubou-santkil5 min no escuro e a
temperatura ambiente, seguiu-se um protocolo degdix e permeabilizacdo com o Kit
IntraPrep (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) de aoatdm as instru¢des do fabricante.
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De seguida adicionou-se 1,5 pL de anti-TtNFeonjugado com Fluoresceina de
Isotiocianato (FITC) (clone Mab11l; BD Pharmingean®iego, CA, EUA) e 10 uL de
anti-IL-6 conjugado com Ficoeritrina (clone MQ2-6ABharmingen). Os tubos foram
incubados 15 minutos, a temperatura ambiente, nor@se depois as células foram
lavadas duas vezes com PBS (540xg durante 5 m)netosssuspendidas em 250uL de
PBS (Phosphate-Buffered Saline, pH 7.4, 10x GIBEQA).

3.6 Avaliacdo da expressdo da IgG ligada nos montms, mDCs, pDCS e
DCs CD168CD14"°%, por citometria de fluxo

De modo a avaliar a expresséo de IgG nos moné&es,CD16CD14"°Y, mDCs

e pDCs de individuos saudaveis, numa amostra donaleatéria e procedeu-se a um
protocolo de marcagdo de membrana utilizando airsiegeombinacdo de anticorpos
monoclonais para identificar mondcitos, mDCs, DEELECD14"°% e pDCs: anti-CD14
Aloficocianina Helite 7 (clone: MP9; BD Biosciences, San Jose, EUA), anti-CD33
Ficoeritrina Cianina 7 (clone: D3HL60.251; Beckm@oulter), anti-HLA-DR proteina
peridina-clorofila-cianina 5.5 (clone: G46-6, BDoBtiences), anti-CD45 Pacific Orange
(clone: HI3O0 Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), antbC23 Aloficocianina (clone: 763 BD
Pharmingen) e CD16 Pacific Blue (clone: 3G8; BD rRhiagen). A expressao da IgG
ligada a estas células foi avaliada pela adicdoaniIgG (clone: G18-145; BD
Pharmingen). Foram incubados durante 10 minut@sngdratura ambiente, ao abrigo da
luz. De seguida, procedeu-se a lise dos eritrcitdgionando-se 2 mL de FACS Lysing
Solution (1X) (BD Biosciences), previamente dilu@d:10 em agua destilada. Incubou-se
durante 10 minutos a temperatura ambiente e agaaba luz. Centrifugou-se durante 5
minutos a 540xg e decantou-se o sobrenadanteirRoadicionou-se 1 mL de PBS (1X)
(Phosphate-Buffered Saline, pH 7.4, 10x GIBCO, Ey#gviamente diluido a 1:10 em
agua destilada. Centrifugou-se a 540xg duranterutos. Decantou-se 0 sobrenadante e

ressuspendeu-se com 0,250 mL de PBS (1x) antegudag@io no citometro.
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3.7 Aquisicao no citometro de fluxo e andlise

As amostras foram adquiridas no citbmetro de fluxaCSCanto Il (BD
Biosciense) configurado com trés lazeres: azul (%88 refrigerado, 20-mW estado
sé6lido), vermelho (633-nm, 17-mW HeNe) e violet@gdm, 30-mW estado soélido) e com
recurso a aplicacao informatica FACSDiva (BD Biesse).

A analise dos dados obtidos de cada variavel eodedbi efectuada através do
programa Infinicyt 1.6 (Cytognos, Salamanca, EspanA avaliacdo da expressao de
citocinas foi baseada na percentagem de célulasvpssentre cada subpopulacéo celular
e/ou a sua meédia de intensidade de fluorescéncik)(Mxpressa numa escala logica

relativa.

3.8 Analise da expressdo génica relativa apés sepedio celular de
mondcitos, mDCs, DCs CD18&CD14/°" e Células T

De forma a avaliar o efeito directo do soro de tleeicom LES na expresséo de
MRNA de TNFe nos mondcitos e células dendriticas de individworais (sem o efeito
cumulativo de LPS), uma amostra de sangue peoféiecum individuo saudavel, colhida
em tubo heparinizado foi lavada trés vezes com fisioddgico, NaCl a 0.9% e foi diluida
1/1 (vol/vol), em meio RPMI-1640 suplementado conm®l de L-glutamina e foram
adicionados 50uL de soro, perfazendo um volumé fieeb00 pL. Seis soros de doentes
com LES foram selecionados e agrupados de acordcacguantidade de anticorpos anti-
dsDNA em negativo/baixo positivo (<20 IU) (n=2) ederado/alto positivo (20->50 1U)
(n=4) e foram também incluidos trés soros de iddie$ controlo. Foi incluida uma
amostra sem estimulo, onde né&o foi adicionado €ada amostra foi incubada durante 6
horas, a 37.°C num ambiente estéril em atmosferadaicom 5% de CO2.

Para a separacdo celular de monécitos, mDCs e DA§'CD14"°" e células T,
cada amostra foi lisada com 10 mL de solugcdo de@H&igma, St. Louis, MO, EUA).
Apo6s 20 minutos de incubacado, as amostras foramnfogadas (5 minutos, a 540 g) e o
pellet celular foi marcado com os seguintes anticorposanonais: anti-CD45 pacific

orange (clone: HI30 Invitrogen), anti-HLA-DR, isotianato de fluoresceina (clone:
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Immu-357 Beckman Coulter), anti-CD123 aloficocianifclone: 763 BD Pharmingen),
anti-CD14 proteina peridina-clorofila-cianina 5ctofe:M5E2 BD Pharmingen), anti-CD3
pacific blue (clone:UCHT1 BD Pharmingen), anti-CD88oeritrina (clone:P67.6 BD
Bioscienses,). ApOs incubacdo de 20 minutos a teatyga ambiente e no escuro, as
células foram lavadas e ressuspendidas em tamp#adasalino (PBS) (Gibco BRL-life
Technologies, Viena, Austria).

A separacdao celular e purificacdo foram efectuadaseparador celular FACSAria
Il (BD Biosciense) usando a aplicacdo informaticACEDiva (BD Biosciense). Os
mondcitos foram identificados e separados pelo tiem6 HLA-
DR+/CD14high/CD33high/CD45high; e as trés subpaopida de DCs caracterizadas por
tamanho intermédio (FSC) e complexidade (SSC) asttafocitos e os mondcitos, foram
purificadas de acordo com o seguinte imunofenotipos mieldides (mMDCs) com HLA-
DRMYCD33'IYCD14*9CD1239, a subpopulagido de DCs COO®14"°% com HLA-
DRMe/CD33"CD123%Y a subpopulacdo de DCs plasmocitdides (pDCs) cdm-H
DR"/CD123"9"CD339dMe por Ultimo, as células T com base na expressaD8

As populacdes separadas foram centrifugadas dusamiautos a 300 g e o pellet
celular foi ressuspendido em 350 puL de Tampao tesBRhT (Qiagen, Hilden, Alemanha)
e a extracgdo de RNA total foi efectuada com dvkaro RNeasy (Qiagen) de acordo com
as instrugbes do fabricante. O RNA Total foi eluan 14 pL de volume de agua
purificada sem RNase. De modo a quantificar o td&lRNA extraido e verificar a
integridade do RNA, as amostras foram analisadasdas o kit Nano Chip 6000, no
bioanalizador Agilent 2100 (Agilet Technologies, Mfann, Germany), com o software
2100, de acordo com as instrugdes do fabricant@N@ foi transcrito de forma reversa
com o SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMara gRT-PCR (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucOes atwidante. A quantificacdo da
expressao génica relativa por PCR foi efectuadagtuCycler 480 Il (Roche Diagnostics,
Rotkreuz, Switzerland). As reacc¢des da PCR em TelRgad foram extraidas usando 1 X
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen), @XantiTect Assay (Quiagen) and
20 ng de amostra de cDNA, num volume total de 10pd reaccbes foram efectuadas
usando o seguinte perfil térmico: 15 min a 95°GPeciclos de 15 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C. Foram efastanalises ao ponto de fuséo para

assegurar a amplificacdo do produto especificore®gltados da PCR em Tempo Real
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foram analisados com esoftware LightCycler (Roche Diagnostics). O kit GeNorm
Reference Gene Selection (PrimerDesign Ltd., Souan, Inglaterra) em conjunto com
o software geNorm (PrimerDesign Ltd) foram usados para s&laac os genes de

referéncia e normalizar os dados. Os genes deénefar usados para a andlise da
expressdo génica nos monaocitos foram o ATP syni#aee5B) e o beta-2-microglobulin

(B2M); nas mDCs e DCs CD¥8"CD16" foram a B2M e ubiquitin-c (UBC); nas pDCs
foram o B2M e ATP5B. A expressdo génica normalizaden niveis de expressao

esperados foram calculados usando o método de(&BBLt

3.9 Determinacado da concentracéo sérica de TNikem doentes com LES

Para determinar a concentracdo sérica de d\N& amostras foram processadas
segundo as instrugdes do fabricante do kit da MALEX MAP Human TH17 Magnetic
Bead Panel Premixed - 25 Plex - Immunology Multipdessay, numa plataforma Luminex
® XMAP ® em formato magnético, da Millipore — Merclem colaboragcdo com
o Professor Howard Young, do Laboratério de Imug@oExperimental do Centro de
Pesquisa do Cancro — Instituto Nacional do Canémederick — EUA.

3.10 Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi realizada comsajtwareSPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
EUA).

Foram utilizados os testes ndo paramétricos dekklWallis e de Mann-Whitney
U, para apurar o significado estatistico das difgse observadas entre os grupos (doentes
com LES em diferentes estadios e individuos camtrglara as varias caracteristicas em
estudo.

As diferencas estatisticas foram considerada quanetue< 0,05.
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4. Resultados

4.1 Frequéncia de mondcitos, mDCs e DCs CD16D14"°" produtores das
citocinas TNF-u e IL-6, bem como, a expressao das citocinas poruwa, apos

estimulacgé&oin vitro com LPS e com contacto com o soro de doentes coi3.

Com o intuito de apurar o efeito estimulatorio dwosde doentes com LES nos
mondcitos, células dendriticas mieloides e céldesdriticas CD18&D14"°" do sangue
periférico de individuos saudaveis, avaliou-se ejiéncia destas células produtoras de
TNF-o e IL-6, e a expressdo destas citocinas, traduzeda média de intensidade de
fluorescéncia (MIF), apGs estimulacaovitro com LPS e simultaneamente com soro de
doentes com LES, em diferentes estadios da doeaggarando com o efeito produzido
pelo soro de individuos controlo saudaveis.

Neste sentido, fizeram-se varios ensaios com difese volumes de soro,
verificando-se que diferentes quantidades de s@w influenciavam a estimulagéo,
estipulando-se como volume padrdo 50uL de soroifis®r-se que quando as células
normais era colocadas em contacto apenas como ros gos doentes (sem adicdo
simultanea de LPS) nao resultava em alteracoeffisggivas. Por outro lado, quando as
células normais eram colocadas em contacto comooss £ simultaneamente eram
estimuladas com LPS, conduziam a alteracdes sigtifas na expressao das citocinas em
estudo. Todos o0s ensaios incluiram um controlo maugdo espontanea de citocinas
(basal), um controlo de células estimuladas apeoas LPS, e um ensaio com células

colocadas em contacto com as amostras de sormikestas simultaneamente com LPS.

Adicionalmente avaliou-se a capacidade de ligar Wg3 células em estudo,
observando-se que os mondcitos e as DCs GINB4"Y apresentam uma maior
capacidade de ligar IgG na membrana, relativamem®Cs e pDCs, reflectindo a ligacéo
de IgG a diferentes FR.
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De modo a identificar inequivocamente as diferepi@sulacdes e subpopulacdes
celulares, houve necessidade de definir uma egi@afgara aquisicdo no citbmetro e
posteriormente ngorting celular. Deste modo, os monécitos foram identifasaatraves
de HLA-DR'/CD45"9CD16*9CD123. As DCs foram identificadas pelas caracteristicas
intermédias para tamanifeorward Scatter — FS)Ce disperséo lateral da lu3ide Scatter

— SS@ entre os linfécitog mondcitos e com o seguinte fendtipo:

- mDCs CD128%/CD33"9"/CD16"9 com expressairte de HLA-DR

- DCs CD14"°"CD16', com expresséo deD123"/CD33"e/CD16/HLA-DR™er

A figura abaixo demonstra esquematicamente a égtaatitilizada.(14)
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Identificacdo de mondcitos e subpopulacdes de DCs:

Monocytes HLA-DR* /CD45"9"/CD16°9CD123 (amarelo)

DCs CD14"o%CD16': HLA-DR™®/CD33"*/CD458"9"CD16'/CD123"" (ISHcg)
mDCs: HLA-DRMCD33"9CcD45"e1CcD16°9CD123" (il

pDCs: HLA-DR"9/CD33¢°"/CD45"*/CD16°YCD123"" (F588)

Figura 3 - Estratégia para isolar mondcitos, e as difeseptgulacées de DCs por citometria de

fluxo e representacéo da expressao de IgG pek®niés células.
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Néo foram verificadas diferencas na frequéncia dmduoitos, mDCs e DCs
CD16'CD14"" que expressam IL-6 e TNiFem amostras com adi¢&o de soro de doentes
com LES (grupo LESA ou LESI) quando comparado calité® de soro do grupo
controlo. (Tabela 3) Deste modo, cerca de 96.24%1+fondcitos sujeitos a estimulacao
com soro de doentes com LESA, com LESI ou com sontrolo apresentam producao de
TNF-0. e cerca de 93.43%+4.03 mondcitos produzem IL-6atRamente as mDCs dos
diferentes grupos estudados, 54.97%+18.32 produd¢Rio e 72.33%+13.82 produzem
IL-6. Por ultimo, 92.87%+6.71 das DCs CDX&D14"" dos diferentes grupos apresentam
producao de TNk-e 59,85+17,64 apresentam producgéo de IL-6.

Tabela 4- Frequéncia de mondcitos, mDCs e DCs CDaB14"" produtores de TNk-e IL-6

apos estimulagdo com LPS e respectivamente soldsS$i&, LESI e de um grupo controlo.

Mondcitos mDCs DCs CD16CD14"ow
% TNFo [ % IL-6 % TNF-o % IL-6 % TNFo [ % IL-6
Controlo | 95.84+1.40 92.13+4.9() 62.42+13.10 71.23+13.94 93.32+6.97| 55.36%£17,5§
LESI 96.00£1.56 94.52+2.89 52.38+20.85 75.27+12.14 93.54+5.33 59,23+£17.35
LESA 96.84+1.79 93.52+4.3(0 50.72+20.03 70.40+16.24 91,75+7.84 64.97+18.0Q

No que diz respeito a producdo de citocina por lggltraduzida pela MIF,
observou-se um aumento na expressao de d,Nfes mondcitos (p=0,006), e DCs
CD16'CD14"°% (p=0,049), quando em contacto com soro LESA contiparaente com o
efeito produzido pelo soro controlo. Verifica-sada que este efeito € maior consoante a
actividade da doenca, pois observa-se um aumergapiassdo de TN&-Nos mondcitos
e DCs CD16CD14"°" em contacto com soro LESA comparativamente cora E&SI,
embora sem significado estatistico. Em relacdo@€snnao se verificaram diferencas no
que diz respeito a expressdo de TiNFentre os diferentes soros.(Grafico 1)
Adicionalmente, ndo foram encontradas diferencagusodiz respeito a expresséo de IL-6
em mondcitos, mDCs e DCs CDTD14"°" quando comparados os efeitos do soro de

doentes com LESA, LESI e soro controlo.(Grafico 2)
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Gréfico 1 — Expressao de TNé{dada pela MIF) em mondcitos, mDCs e DCs CI®L4"*Y de
individuos saudaveis apds estimulacdo com LPS eamtacto respectivamente com soro LESA
LESI e soro controlo.
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Gréfico 2 — Expressdo de IL-6 (dada pela MIF) em mondciio®Cs e DCs CD16CD14"o¥

saudaveis ap0s estimulagcdo com LPS e em contagpeatevamente soro LESA , LESI e soro
controlo.
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4.1.1 Relacdo com a quantidade de anticorpos antsBINA e o efeito produzido
pelos soros dos doentes com LES

De modo a relacionar a quantidade de anticorpasdaDINA com a expressao de
citocinas nas células em estudo, os doentes comfafas agrupados de acordo com o
titulo de anticorpos anti-dsDNA em negativo-positivaixo (<20IU) (Baixo Ac. anti-
dsDNA) e moderado-positivo alto (20->501U) (Alto Aanti-dsDNA). Foi observada uma
maior expressao de TNEpor mondcitos em contacto com soro Alto Ac. asiDNA
quando comparada com o estimulo produzido peloactmicom o soro Baixo Ac. anti-
dsDNA, apresentando significado estatistico (p=6),@fuando comparada com 0 grupo
controlo.

Semelhante aos mondcitos, nas DCs CDDEL4™" foi observada uma maior
expressao de TNE-quando em contacto com soro Alto Ac. anti-dsDNAnparando o
estimulo produzido pelo contacto com o soro Baixo @ti-dsDNA e soro controlo, mas
nao se observou significado estatistico.

N&o foram verificadas diferencas no que diz resp&iexpressao de TNEpor
mDCs quando comparados os efeitos dos diferentes.@drafico 3)

Anti-dsDINA

B Al Ac. Anti-dsDNA
50000 B Baixo Ac. Anti-dsDNA
. Controlo

40000

i ﬁ‘i
i” EE

T 1 I
Maondcitos mDCs DCs CD16+CD14-/low
Célula

Expressio de TNF- a

Gréfico 3 — Expressdo de TN&{dada pela MIF) em monécitos, mDCs e DCs CI®L4""

saudaveis apoés estimulagdo com LPS e em contasipeativamente, soro de doentes com LES
com diferentes titulos de Ac. Anti-dsDNA e soro trolo.
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Relativamente & expressdo de IL-6 por mondécitosCmB DCs CD1& D14/
de individuos saudaveis, apds contacto com sordodates com Alto Ac. anti-dsDNA,

Baixo Ac. anti-dsDNA e controlo ndo foram enconamdiferencas. (Grafico 4)
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Gréfico 4 — Expresséo de IL-6 (dada pela MIF) em mondécito®Cs e DCs CD1&€D14/ow

saudaveis apos estimulacdo com LPS e em contagteatevamente soro de doentes com LES com
diferentes titulos de Ac. Anti-dsDNA e soro control

4.1.2 Relagcdo com os parametros clinicos dos doesite o efeito produzido pelos
soros dos doentes com LES

Relacionando parametros clinicos de doentes com [dtSobservado, em
monaocitos em contacto com soro de doentes com IdaS envolvimento cutaneo, uma
maior expressdo de TNEgquando comparado com o efeito produzido pelo somntrolo
(p=0.023). Nao foram observadas diferencas comgaranexpressao de TNF-entre

monodcitos em contacto com o soro de individuos robmte doentes com LES sem
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envolvimento cutaneo, nem nas mDCs e DCs CDDd4"" entre os grupos
considerados. (Grafico 5) Do mesmo modo nao fonarorradas diferencas na expressao
de IL-6 nestas células, entre os grupos estudaens,como na frequéncia de mondcitos,
mDCs e DCs CDI®&D14"" que expressam IL-6 e TNE-

Simultaneamente, mondcitos e DCs CHbB14™", em contacto com soro de
doentes com LES com nefrite lUpica activa, demarmstn uma maior expressao de TNF-
a, quando comparada com o efeito do soro controkD,(Q®3); ndo se encontraram
diferencas entre o efeito produzido pelo soro dentés que nunca tiveram nefrite lUpica
ou inactiva. Nao foram observadas diferencas velaténte a expressdo de IL-6, assim

como nao se verificou qualquer tendéncia na frecjaéste células que expressam IL-6 e
TNF-a. (Grafico 6)
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Gréfico 5 — Expressdo de TN&«(dada pela MIF) em mondcitos, mDCs e DCs CloDBL4"oW

saudaveis apos estimulacdo com LPS e em contapteatevamente com soro de doentes com LES
com diferente envolvimento cutédneo e soro controlo.
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Gréfico 6 — Expressdo de TNé&{dada pela MIF) em mondcitos, mDCs e DCs CTTBL 4"
saudaveis apoés estimulagdo com LPS e em contapeateramente com soro de doentes com LES

com diferentes estadios de nefrite lUpica e sontrol.
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4.2 Expressdo geénica relativa de TNle- em monocitos, mDCs, DCs
CD16'CD14/" e células T do sangue periférico, obtidos por sefgao celular,

apos estimulacédo com soro de doentes com LES

A expressdao de mRNA de TNF-foi avaliada em mondcitos, mDCs, DCs
CD16'CD14"" e células T do sangue periférico, obtidos a pdeiseparacio celular e
apos contacto com soro de doentes com LES. Desdtie,ndosoros de doentes com LES
foram agrupados de acordo com a quantidade deogrds em Baixo Ac. anti-dsDNA
(<20IU) e Alto Ac. anti-dsDNA (20->501U). Nao foramobservadas diferencas na
expressao de TNE&-dos mondcitos quando em contacto com soro de eoeam LES
guando comparado com 0 soro controlo ou sem gquaksgignulo. Relativamente as DCs
CD16'CD14"°" foi observada uma maior expressdo de mRNA de @Nffa amostras
com Alto Ac anti-dsDNA, quando comparado com o soomtrolo ou amostras sem
estimulo. Embora menos evidente, também foi obderven aumento da expressao de
MRNA de TNFe. em amostras em contacto com soro com Baixo AcdaBiNA, quando
comparado com soro controlo ou auséncia de estiNal® mDCs nao foram encontradas
diferencas. No que diz respeito a populacdo ddasell também ndo foram encontradas

diferencas entre as populacdes em estudo.
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Gréfico 7 — Estudo da expressdo génica de TNtas DCs CD1& D14/, ap6s contactm vitro

com os diferentes soros.

30



4.3 Concentracdo sérica de TNe-em doentes com LES

De modo a clarificar a constituicdo sérica dos teereom LES e no seguimento
dos resultados anteriores, em que foi observada maiar expressdo de TNF-em
mondcitos e DCs CD16D14"°", foi avaliada a concentracdo sérica de TNifa nossa
populacdo em estudo. Verificou-se um aumento, isstaimente significativo (p=0.001),
da concentracdo sérica de TNEem doentes com LESA quando comparado com 0 grupo
controlo. Este aumento esta correlacionado comtigidezle da doenca, uma vez que
doentes com LESA apresentam maior concentracamas#gei TNFe. que os doentes com

LESI quando sdo comparados com o grupo controt®),.(31).(Gréfico 8)
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Gréfico 8 — Concentragéo sérica de TNFem doentes com LESA, LESI e grupo controlo.

4.3.1 Relacdo com a quantidade de anticorpos antsBNA

Avaliando a relacdo entre a concentracédo de dSBHivel e os titulos de ac. anti-
dsDNA, verificAmos que a concentracdo sérica de-aNbta relacionada com a presenca
de ac, anti-dsDNA no soro, destacando-se uma maiwentracdo de TNé&-em doentes

com um alto titulo de ac. anti-dsDNA (p <0,001).
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Gréfico 9 — Concentragdo sérica de TNFem doentes com LES com diferentes titulos de Ac.

Anti-dsDNA e soro controlo.

4.3.2 Relacdo com os parametros clinicos dos doemtom LES

Verificou-se ainda que a concentragdo sérica de-dNiSta relacionada com
manifestacbes clinicas secundérias ao LES, comefateN Lupica (NL). Deste modo
observou-se uma maior concentracao de tNie-soro de doentes com NL activa quando
comparado com os controlos (p=0,004), verificaneldeanbém diferencas nos doentes

com NL inactiva (p=0,002) e doentes que nuncadiveNL (0,001), quando comparados
com 0s controlos.
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Gréfico 10 — Concentracdo sérica de TNFem doentes com LES com diferentes estadios de

nefrite lpica e soro controlo.
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4.3.3 Relacdo com a terapéutica dos doentes com3.E

Uma vez avaliada a relacdo entre a concentracéa s TNFe e os diferentes
estadios da doenca e manifestacdes clinico-labi@iato averiguou-se também uma
potencial relacdo entre a terapéutica e a cong@traerica de TNk- Nao foram, no
entanto, encontradas diferencas entre a conceotssgéca de TNk nos doentes que

fazem e nado fazem terapéutica com imunossupresdudFexicloraquina e esteroides.

(Grafico 11)
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Gréfico 11 — Estudo da concentracdo sérica de T\#n doentes com LES com diferentes doses

TNF-a (pgimL)

terapéuticas de a) imunossupressores , b) hidooamlina ou c) esteréides.
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5. Discussao

Os avancos recentes no conhecimento do SistemaIleuaram a um reconhecimento
crescente da importancia dos componentes do sisteraae inato na deteccao de
antigénios do proprio no LES.(17,54) O LES é caréado pela produgdo de anticorpos e
formacédo de imuno-complexos (IC), que provocam daglolar induzido pela activacao
do sistema imune inato.(55) Neste contexto, ja nfiordescritas anormalidades em
monaocitos e DCs de doentes com LES,(17,37) bem ¢arud referenciada a importancia
das DCs na patogénese do LES(40,41) e a sobredprdesdiversas citocinas no soro de
doentes com LES (ex: Blys, IL-17, TNE-IL-10 IFN-a, IFNy) (44,56-59); no entanto,
pouco se conhece acerca do efeito inflamatorioagumediadores sollaveis, presentes no
soro de doentes com LES, provocam nas célulagdidédnos normais.

Deste modo, procurou-se a avaliar o efeito estitbttado soro de doentes com LES
nos mondcitos, mDCs e DCs CD1ED14™" do sangue periférico de individuos
saudaveis, avaliado pela expressédo das citocimamftamatérias TNFex e IL-6, apOs
estimulacaan vitro com LPS e na presenca de Brefeldina-A, duranter&shadaptando o
modelo documentado por Buerb al(52) adicionando simultaneamente soro de doentes
com LES. Os resultados, obtidos no nosso estudoomEraram n&do haver diferengas na
frequéncia de mondcitos, mDCs e DCs CtmIB14"°" que produziam IL-6 e TNE-em
amostras com adicdo de soro de doentes com LE®o(dr&ESA ou LESI) quando
comparado com adi¢éo de soro do grupo controloeiNanto, ao avaliar a quantidade de
citocina produzida por célula, verificou-se um antoeestatisticamente significativo na
expressdo de TNE; nos mondcitos e DCs CDIBD14"°", quando na presenca de soro
de LESA comparativamente com o obtido com sororomtVerificou-se ainda que este
efeito € maior dependendo da actividade da doguaig, verifica-se um aumento da
expressdo de TN&-10s mondcitos e DCs CDIBD14"°% na presenca com soro de LESA
comparativamente com soro LESI, embora sem sigwificestatistico. Este aumento na
expressdo de TNE; nos mondcitos e DCs CDUBD14™" podera, em parte, ser
explicado pela presenca de auto-anticorpos, midicpkas e IC circulantes com a
capacidade de activar os receptores Fc das Ig@R|Fe receptores tipo toll (TLRs) que
conduzem ao aumento da producado deste tipo ddneit(B0,61) Os AR ligam-se a

regido Fc das IgG e sao activados pela ligacdadeugue ocorre apoés a ligacéo de IgG
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multimeérica, como aquela presente nos IC ou aggragyénicos opsonizados. A ligacao
de IgG a FgR de células mieloides activam funcdes efectordalazes, incluindo
fagocitose de agentes patogénicos opsonizatergnceendocitica de IC e producédo de
citocinas, quimiocinas e espécies reactivas deéaidgintermédias.(62,63) O soro de
doentes com LES tem niveis aumentados de micropkasi IgG positivas, sendo uma
fonte de auto-antigénios imunogénicos para ligacaaticorpos circulantes, resultando na
formacéao de IC.(64,65) Assim, a presenca de IC ,poolesi sO, ser suficiente para iniciar
uma resposta auto-imune com producéo de citocgta6g)

Em relacdo as mDCs do sangue periférico, ndo sa@ram diferencas na expressao
de TNFea entre os diferentes soros, 0 que pode em partexgpdicado pelo facto de a
maioria destas células serem imigrantes recentesedala 6éssea, encontrando-se por isso
no seu estado imaturo, e por essa razao menosealeqsnflamacdo mediada pelos soros
dos doentes com LES.(69)

As diferencas observadas na expressao de df Nélas diferentes células em estudo
poderdo em parte ser explicadas pela forma desiguakpressédo dos receptores para Fc
das IgG. Deste modo, os mondcitos expressam deafoonstitutiva o CD64 (RRl),
receptor de alta afinidade, por outro lado, as MIXI6'CD14"°"% expressam CD16
(FcyRIIl) e as mDCs expressam baixos niveis de CD32RHRY receptores de baixa e
intermédia afinidade. (66) Estudos referem aind® @qs niveis de expressdo de
FcyRI/CD64 em mondcitos circulantes estao signifiGatente elevados em doentes com
LES (26), podendo especular-se que estas altergugeydo dever-se, ndo apenas a
defeitos intrinsecos a célula, mas estar relacemadm os constituintes séricos. Esta bem
estabelecido que a captura de antigénios peloptoges de superficie, como sdo exemplo
0s receptores para Fc das IgG, permitem o procesgante antigénios via receptor
mediado por endocitose. No nosso estudo, verifisaainda que os mondcitos e DCs
CD16'CD14"°" apresentam uma maior expressdo de receptore§patas 1gG, quando
comparados com mDCs e pDCs. Uma vez que os mosdeias DCs CDI€D14/oV
exibem um padrédo distinto de expressédo de receptece o seu papel na fagocitose
também é diferente. Deste modo, a presenca de €RWLI6Encia de CD64 nas células DCs
CD16'CD14"" sugere que estas células poderdo desempenhar peh ipgortante
quando a concentracdo antigénica é elevada, conerifiea no soro de doentes com LES,

principalmente naqueles com doenca activa(18,32,70)
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Relativamente aos resultados obtidos no estudoLdé® h&o foram encontradas
diferencas na expressdo desta citocina em monpei@®Cs e DCs CDI€D14"W
guando comparados os efeitos do soro de doentes ESH, LESI e soro controlo. Estes
resultados indicam que a expressao de IL-6 nadidwdada por constituintes seéricos,
nomeadamente pela internalizacéo de IC viR-sendo necessérios estudos subsequentes
para clarificar estes resultados.(71)

De modo a reforcar a importancia dos IC, presembesoro dos doentes com LES, na
activacao celular, procurou-se relacionar o titlgoAc. anti-dsDNA com a expresséo de
citocinas pelas células em estudo. Em concordameiaos resultados anteriores, apenas
foi observada uma maior expressédo de T©NBer monécitos e DCs CD16D14"°" em
contacto com soro Alto Ac. anti-dsDNA quando coraparcom o efeito produzido pelo
soro Baixo Ac. anti-dsDNA e soro do grupo contrdResultados concordantes com o0s
anteriores foram obtidos quando se estudou a mflaédo soro de doentes com nefrite
lGpica e envolvimento cutaneo, verificando-se asgima o efeito produzido pelo soro de
doentes com LES é proporcional a actividade da@ggerumentando a expressao de TNF-
o por mondcitos e DCs CD16D14°v,

Embora estudos adicionais sejam necessarios pardifichr a composicdo dos
constituintes séricos que provocam as alteracéesreddas, esta bem referenciado que o
IFN-o € uma citocina chave na patogénese do LES. Esamdesores referem que os IC
presentes no soro de doentes com LES contém duigteicos que séo internalizados via
FcyRlla, chegam ao endossoma e estimulam o TLR7 eMlR9T levando a uma
subsequente activacéo, transcricao de factoresdeigiio de IFNy, principalmente pelas
pDCs(37,55) O IFNx circulante induz a diferenciagdo de mondcitos efs,Dque
capturam de modo eficiente os corpos apoptétiansceeossomas que estdo presentes no
sangue de doentes com LES. A subsequente apresemta@uto-antigénios as células T
CD4" pelas DCs leva ao inicio da expressao de célulastd-reactivas e células B
produtoras de auto-anticorpos, que formam maif\l@eposicao de IC nos tecidos activa
os mondcitos/macrofagos e as DCs CDEB14"°%, iniciando uma cascata inflamatéria
de citocinas e quimiocinas. A libertacdo destesiagedes pro-inflamatorios, como o
TNF-a, culmina no dano celular, formacdo de novos IEN-d¢. Deste modo, inUmeros
estudos referem que doentes com LES exibem um miaiglrsérico de IFNe. e que estes

niveis estdo correlacionados com a producédo dedsDtNA e a actividade da doenca,
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apresentando uma maior expressao de genes indd®iEdla, sendo referenciada como
“assinatura do IFNY'. (46,48,72-74) Embora alguns estudios vitro sugiram uma
regulacdo cruzada entre o Ifef\e 0 TNFe (75), uma analise em larga escala dos niveis de
TNF-o no LES (76) mostrou que os niveis das duas cisciestdo positivamente
correlacionados e que 0 mesmo pode estar relada@d a presenca de IC. Estudos de
Aringer et al demonstram haver uma sélida evidéncia da sobress@o de IFN-e TNF-

a em muitos doentes com LES, evidenciando o papehdss as citocinas na patogénese
do LES, como resultado do efeito produzido pelosniC aumento da producdo de
citocinas, extensdo da inflamagéo e dano tecicagalongo do tempo. Salientam ainda
que, em condigBes onde ambas as citocinas estdenpes em niveis baixos, cada uma
ajuda no controlo da outra; no entanto, num esti@dactivacédo do sistema imune, como €
0 caso do produzido pelos IC no LES, a modulacéipnaca é esquecida, verificando-se
um aumento de ambas as citocinas.(77)

No sentido de esclarecer o efeito estimulatériosdoo de doentes com LES,
relacionado com a producdo TNFpor diversos subtipos celulares, foi avaliada a
expressdo de mRNA de TNFem mondcitos, mDCs, DCs CDTED14"°" e linfécitos T
do sangue periférico, obtidos a partir de separaefidar e apds contacto com soro de
doentes com LES, mas sem o estimulo com LPS. Apfmasbservada uma maior
expressdo de mRNA de TNFras DCs CD18D14"°" em contacto com soro de doentes
com LES, quando comparado com o efeito do soror@onbu amostras sem estimulo.
Como esperado, ndo foram encontradas diferencagprassdo de mRNA de TNFRnos
linfécitos T, uma vez que estes ndo apresentanmpt@es para Fc das IgG na sua
membrana. Estes resultados demonstram mais umaavemportancia das DCs
CD16'CD14"°" na patofisiologia do LES. Evidéncias recentes mgejue estas células
sao derivadas de tecidos, reentrando na circulpeétérica, reflectindo na periferia o
dano tecidular, encontrando-se ja& num estado deae&b e expressando fortemente
FcyRIIl CD16" que Ihes permite responderem de forma mais efecien estimulos
periféricos como os IC circulantes do que as réssarelulas (32,37,78-80)

Uma vez reconhecido o efeito estimulatorio queom snduz nos mondcitos e
principalmente nas DCs CD%BD14"°, reflectido pela producdo aumentada de ToN&-
maior expressdo de mRNA de TNFrestas células, quantificou-se a concentracdo de

TNF-a solGvel no soro de doentes com LES, em difereagtadios, com diferentes
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manifestacdes clinico-laboratoriais e diferent@apéuticas. Como esperado, observou-se
uma maior concentragdo sérica de TiNFEem doentes com LES, particularmente em
doentes num estadio de doenca activa e em doemtesalto titulo de ac. anti-dsDNA.
Verificou-se que a concentracdo seérica desta n@otambém esta relacionada com as
manifestagdes clinicas, como é o caso da nefpieduEstes resultados sdo coerentes com
outros ja descritos, que confirmam o aumento decerttracdo sérica de TNFNo0s
doentes com LES, e que correlacionam estas coa¢cées com a actividade da
doenca.(25,81,82) Por outro lado, ndo foram enada$ diferencas nos doentes sujeitos a
terapéutica com imunossupressores, hidroxicloragoin esteréides, pelo que se pode
especular que a terapéutica ndo parece influeosiaiveis séricos de TNk-(83)(84)

Estudos subsequentes serdo necessarios para datesai 0 TNFx produzido
neste estado de doenca é biologicamente activoosBiyel que a producdo de niveis
aumentados de TNé&-seja contrabalancada pela producdo aumentadacdptoses de
TNF-a ou citocinas antagonistasvivo.(25)

A expressdo aumentada de TBFpor mondcitos e principalmente por DCs
CD16'CD14/°% quando na presenca de soro de doentes com L&Sjado ao aumento
da concentracdo sérica de TNFeva a considerar que a terapéutica anti-BNEmbora

ainda controversa,(85—-87) possa ser promissora.
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0. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo parecem evaderei capacidade dos
constituintes séricos, homeadamente imuno-complexXos citocinas, de doentes com
LES, em estimular, por si s6, monécitos e DCs CBDEL4"" de individuos normais. A
activacdo celular provocada pelos soros, partimgate os que possuem um titulo mais
elevado de anticorpos anti-dsDNA leva a uma maipresséo de TNk-produzido pelas
células estudadas, o que de alguma forma, se pamaezir por uma concentracao
aumentada de TNE&-sérico.

Este estudo enfatiza o papel dos mediadores selinv&i inflamacdo crénica
observada no LES e descentraliza as atencdes fapéaas nos defeitos intrinsecos das
células dos doentes com LES.

Um estudo mais alargado, com maior nimero de deeat@ diferente actividade
da doenca, bem como uma melhor caracterizacaoipgstias células em estudo, assim
como dos constituintes séricos, poderd clarificaslhor o papel destes Ultimos na
fisiopatologia do LES, bem como uma possivel coa@@ys com outras doencas auto-
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