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Resumo

Palavras-chave

Introducédo: A esclerose sistémica (ES) € uma doenga reumatica rara, onde se
verifica uma reacc@o auto-imune, afectando o tecido conjuntivo. De etiologia
desconhecida, esta patologia, dividide-se em dois subtipos: limitada e difusa,
tendo como processos caracteristicos e inter-relacionados: a lesdo vascular, a
reaccao autoimune e a fibrose. As células NK modulam as doencas auto-imunes
através das suas capacidades citotoxicas e de produgdo de citocinas. Deste
modo procedeu-se ao estudo imunofenotipico e funcional de duas sub-
populacdes de células Natural Killer (NK) (NK CD56%™ e NK CD56”™).
Métodos: Recorrendo a citometria de fluxo, caracterizamos fenotipicamente as
células NK, com base na expressdo de CD49e, CD29 e LAIR-1; funcionalmente,
com base nas citocinas TNF-a e IFN-y e citotoxicamente, com base na granzima
B e na perforina. Resultados: Os nossos resultados sugerem uma diminui¢do da
percentagem e valor absoluto de células NK totais e suas subpopulagdes, NK
CD56"™ e NK CD56”" em doentes com ES, sobretudo na presenca de Ulceras
digitais (UD) e fibrose pulmonar (FP). Observamos ainda uma diminuicdo da
expressdo de CD49e e um aumento da expresséo de LAIR-1, nas células NK, em
doentes com ES, principalmente nos que ndo apresentavam UD e FP. Num modo
geral observou-se um aumento da frequéncia de células NK a expressar
granzima B e perforina e um aumento da expressdo destas duas proteinas.
Concluséo: Concluimos que as células NK poder&o ter um papel importante na
fisiopatologia da ES, pelas altera¢bes fenotipicas e funcionais, podendo,

futuramente vir a ser utilizados na monitorizacédo da severidade desta doenca.

Esclerose Sistémica, células NK CD56"™, Células NK CD56""9"™,



Abstract

Keywords

Introduction: The systemic sclerosis cutaneous (SSc) is a rare rheumatic
disease, in which occurs a self-immune reaction affecting the connective tissue.
Although it has no known cause, this disease is characterized in two different sub-
populations: the limited and the diffuse, both having the same inter-connected
processes: vascular damage, self-immune reaction and fibrosis. The NK cells
have an important role in self-immune diseases through their cytotoxic abilities
and through the production of cytotoxins. The aim of this work is to study the
immunophenotypical and functional characteristics of the sub-populations of NK
cells (NK CD56"™ e NK CD56°"™) in SSc. Methods: Using flow cytometry the NK
cells were characterized by phenotypes, according to their expression of CD49e,
CD29 e LAIR-1; by functionality, according to their cytokines TNF-a e IFN-y; and
by cytoxicity, according to their granzyme B and perforin. Results: Our results
suggest a decrease in absolute value and percentage of total NK cells and their
subpopulations, NK CD56°™ and CD56""9" NK in patients with SSc, particularly in
the presence of digital ulcers and pulmonary fibrosis. We also observed a
decreased expression of CD49e and an increased expression of LAIR-1, NK cells,
in patients with SSc, especially without the above parameters. In general there
was an increase of NK cells frequency expressing granzyme B and perforin and
increased expression of these two proteins. Conclusions: We conclude that NK
cells may have an important role in the pathophysiology of SSc, the functional and
phenotypic changes, and may eventually come to be used in monitoring the

severity of the disease.

Systemic Sclerosis, cells NK CD56“™, cells NK CD56""™
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1. Esclerose Sistémica

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca reumatica rara, onde se verifica uma
reacgao auto-imune, que afecta o tecido conjuntivo.(1)

Esta patologia é caracterizada por alteracbes da microvasculatura, alteracbes da
imunidade celular e humoral, culminando num processo grave e progressivo de fibrose
causado por uma deposicdo excessiva de colagénio e outros componentes da matriz
extracelular.(2)

As lesbBes que ocorrem frequentemente nesta patologia incluem lesao epidérmica,
calcinose, Fendmeno de Raynaud, Ulceras cutaneas (as manifestacfes cutaneas mais
comuns da ES) e telangiectasias.(3, 4)

Esta patologia auto-imune desenvolve-se como um distdrbio heterogéneo, com
diferentes caracteristicas clinicas. Além do envolvimento da pele ocorrem lesdes ao nivel
multiorgdnico em o0rgdos como pulmdes, rins, coracdo e sistema gastrointestinal,
podendo culminar huma deficiéncia funcional completa.(5)

Os sintomas clinicos que os doentes com ES manifestam incluem vasoconstricdo
periférica e persistente, inchagco e contratura dos dedos, endurecimento da pele,
poliartralgia e disfagia.(3)

A morbilidade e mortalidade da ES sao elevadas, dentro das doencas reumaticas e
relacionadas com a extensdo da fibrose e das altera¢des microvasculares. Deste modo a

fibrose da pele, correlaciona-se com a sobrevivéncia e limitagdes funcionais.(1)

1.1. Etiologia da Esclerose Sistémica

Apesar de ser uma doenca de etiologia desconhecida pensa-se que a origem da ES
esteja relacionada com interacdes complexas entre um ou mais factores ambientais e
uma predisposicao genética do doente.(1)

Os factores genéticos ndo podem ser excluidos, no entanto, a influéncia do ambiente
parece ser mais importante. Notavelmente, a exposi¢cdo cronica a substancias quimicas,
a infecgdo viral por citomegalovirus, a infeccdo por um membro da familia de virus do
herpes, e o microquimerismo, revelam um papel importante nesta patologia.(6)

As interaccdes genético-ambientais resultam num desenvolvimento de fibrose de
tecidos acompanhada de uma grave fibroproliferacdo/vasculopatia oclusiva, anomalias da
imunidade humoral e celular com ocorréncia de infiltragdo de células inflamatérias de
forma crénica, perturbacdo do equilibrio de citocinas e de factores de crescimento e

desenvolvimento de inimeros auto-anticorpos.(1)



Esta patologia tem maior incidéncia em pessoas com idades compreendidas entre 0os
45 e os 55 anos sendo que o sexo feminino é trés a oito vezes mais afectado que o sexo

masculino.(7)

1.2. Classificacdo da Esclerose Sistémica

Os doentes com ES sado geralmente classificados em dois subtipos clinicos principais,
de acordo com a extenséo e o padrédo de envolvimento da pele: ES limitada (ESL) e ES
difusa (ESD) sendo associados a diferentes complica¢des e prognésticos clinicos.(8)

Os doentes com ESL apresentam esclerose da pele circunscrita as maos, pés e
antebracos. Nestes doentes o Fendmeno de Raynaud surge anos antes da doenca ser
diagnosticada. Estes doentes tendem a apresentar, numa fase posterior, hipertenséo
pulmonar, neuralgia trigeminal, calcinose e teleangiectasias estando-lhe associado,
geralmente, um bom progndstico.(2)

Nos doentes com ESD o Fendmeno de Raynaud surge um ano antes do
envolvimento da pele. Este subtipo da doenca caracteriza-se por um espessamento da
pele das areas proximas dos joelhos, cotovelos, torax e abdémen. Nestes doentes ocorre
também fibrose de érgaos internos, o que pode levar a falha dos mesmos. Os doentes
com este tipo de ES apresentam precocemente doenca intersticial pulmonar, insuficiéncia
renal, oligurica, doenca gastrointestinal difusa e envolvimento do miocardio estando-lhe
associado, também, um mau prognéstico.(2)

O progndstico da ESL é melhor que o da ESD, excepto para os doentes que apos
muitos anos, com esta patologia, desenvolvem hipertensédo arterial pulmonar ou cirrose
biliar.(9-11)

Uma outra evidéncia da ES é a presenca de auto-anticorpos que estédo
correlacionados com a extensdo do envolvimento da pele e com varias manifestacdes
clinicas como fibrose pulmonar e crise renal. Os anticorpos mais comuns sédo 0 anti-DNA
topoisomerase | (ATA) e o anti-centromero. Qualquer um destes anticorpos € marcador
especifico de cada subtipo de ES, sendo o anticorpo anti-centrémero tipicamente
associado a ESL, enquanto que, 0 ATA a ESD.(1)

Certas caracteristicas clinicas da ES e a presenca de auto-anticorpos especificos
variam em diferentes paises e etnias. Este facto evidencia que os factores genéticos
podem influenciar as diferentes caracteristicas clinicas dos subgrupos da doenca e os
auto-anticorpos presentes.(8)

A intensidade e a extensdo do espessamento cutdneo sdo avaliadas através da

palpacdo da pele utilizando o score de Rodnan modificado (MRSS do inglés modified



Rodnan skin score). Este sistema de scoring avalia dezassete areas anatomicas através

da palpacdo com avaliagdo da espessura da pele numa escala de zero a trés (zero
normal, um = espessamento leve, dois = espessamento moderado e trés =
espessamento grave). (10) As dezassete areas da superficie corporal compreendem o
rosto, peito, abdémen, méaos, bracos, pernas e pés). A pontuacdo total (a soma das
pontuacBes das dezassete areas da superficie corporal) é considerada, sendo que uma
pontuac&o superior a vinte esta associada a um mau prognostico. Este método verifica-se
viavel, confiavel, valido e sensivel sendo utilizado na rotina clinica no estudo de doentes
com ES.(12)

1.3. Fisiopatologia da Esclerose Sistémica

A fisiopatologia envolve vérias linhas celulares, bem como o endotélio,
fibroblastos, linfocitos e o0s seus respetivos mediadores sollveis. Estas células véao
determinar a fase inicial vascular com infiltrado inflamatorio e posteriormente a fibrose. A
fase vascular inicia-se no endotélio dos pequenos vasos do organismo, embora se
desconheca o evento primario que desencadeia o dano endotelial.(13)

O o6xido nitrico, as prostaciclinas e o sistema de endotelinas regulam o ténus
vascular do organismo. Tanto o Oxido nitrico como as prostaciclinas sao potentes
vasodilatadores enddégenos que também tém accao anti-proliferativa. Por outro lado, o
sistema de endotelinas actua equilbrando o ténus vascular, sendo um potente
vasoconstritor. As células endoteliais participam, também, na homeostase vascular
regulando tanto o tonus muscular como a proliferagéo celular.(13)

A anormal vasoconstricdo que ocorre nesta patologia é causada pelo desequilibrio
de mediadores acima supracitados. A hipéxia tecidual € um dos fendémenos primarios que
modificam o ténus vascular. A inflamacdo celular, os infiltrados perivasculares com
deposi¢do de complemento e a libertacdo de mediadores pro-inflamatérios completam o
quadro da ES.(13)

O curso e até mesmo 0s eventos iniciais da ES estdo, ainda, pouco
compreendidos. A microvasculatura (células endoteliais, plaquetas e capilares) é um dos
primeiros sistemas afectados, precedendo, por vezes, o surto da doenca (fenébmeno de
Raynaud). H& evidéncias de que a doenca pode ser desencadeada imunologicamente,
de novo como um evento precoce. Os linfécitos T, em colaboracdo com 0os mondcitos,
células endoteliais, plaquetas e mastocitos actuam como mediadores e alvos na rede
fisiopatoldgica. Estas células expressam e libertam moléculas de adeséo, interleucinas e

factores de crescimento que actuam sobre os fibroblastos. No entanto, a fibrose tecidual



excessiva é devida a expansédo dos clones fibrogénicos dos tecidos, que se comportam
de forma relativamente autbnoma e devido aos genes que codificam e sub-expressam
componentes da matriz extracelular. Todas estas ocorréncias levam a deposicédo
excessiva de colagénio e outras proteinas da matriz do tecido conjuntivo na pele, nos
6rgaos internos e nas paredes dos vasos sanguineos.(2)

Pensa-se que a ES se inicia por vasculopatias através da morte massiva das
células endoteliais que levam a obliteracdo das pequenas artérias e arteriolas. No
entanto, € pouco claro se os auto-anticorpos, caracteristicos da patologia, sdo produzidos
antes do danos vascular e/ou em resposta a esta ocorréncia. Subsequentemente, as
comunicacdes célula-a-célula sdo substancialmente alteradas, devido sobretudo as
citocinas e a secrecao desregulada de factores de crescimento. A consequéncia destas
alteracdes bioldgicas, nos tecidos e 6rgaos, é uma deposicdo excessiva de colagénio e
outros componentes da matriz extracelular, ocorréncia de fibrose, seguida de perda de
funcao.(6)

Uma das hipéteses do surgimento desta patologia apoia-se em varios estudos que
evidenciam uma associacdo entre o desenvolvimento da ES em mulheres apés a
gravidez, e a deteccdo de células fetais no sangue periférico das mesmas. Este evento,
conhecido como microquimerismo, ocorre quando as células do feto entram na circulagéo
materna e persistem, na progenitora, durante varias décadas apés o parto. (14, 15)

Esta hipGtese também prevé que as células maternas passem para o feto,
causando-lhe patologias. Estes pressupostos explicariam a prevaléncia superior em
mulheres ja com filhos, mas também explicariam a existéncia da doenca em homens. A
consequéncia desta transferéncia imunoldgica ainda ndo é bem entendida, mas é
possivel que possa ter um papel importante nas doencgas auto-imunes. Estudos sugerem,
ainda, que estas células sao activadas por um estimulo ambiental, desenvolvendo
reacc¢des que podem levar a sintomas clinicos caracteristicos da ES.(14, 15)

A ES possui, assim, trés caracteristicas patogénicas responsaveis pelas
manifestacbes que nela ocorrem: disfuncdo vascular, desregulacdo do sistema imune,
gue leva a inflamacdo crénica e a activacao dos fibroblastos, resultando numa fibrose
tecidual generalizada com uma deposicao excessiva de colagénio e outros componentes

da matriz extracelular.



1.3.1. Disfuncéo Vascular

Das trés caracteristicas patogénicas da ES, a vasculopatia, ou disfuncao vascular,
julga-se que é a primeira a ocorrer. Esta ndo €é necessariamente um processo
inflamatério mas sim um processo sistémico.(16, 17)

A mais proeminente disfuncdo vascular na ES estd relacionada com a
desregulacao do ténus vascular que leva ao espasmo e a diminui¢do do fluxo sanguineo,
acontecimento designado por fenémeno de Raynaud.(16, 17)

O fendmeno de Raynaud ocorre devido a uma oclusdo arterial apds exposicao ao
frio ou ao stress. Na ES, o desequilibrio nos sinais endoteliais, a deficiéncia de
mecanismos vasodilatadores, o aumento da agregacdo plaquetaria e o défice de
neuropeptideos conduz a propensao da vasopasticidade da doenca. Existem outros
factores téxicos que contribuem para este fendbmeno como é o caso das protéases,
granzimas, dos lipoperoxidos, da imunoglobulina (Ig) 1gG e de anticorpos anti-endoteliais.
Este fendmeno vasopastico ocorre nos dedos das maos, pés e, menos frequentemente,
no nariz, orelhas e mamilos. E possivel observar-se, este fendmeno, em cerca de 90-98%
dos doentes com ES. A sua ocorréncia pode preceder a doenga e a sua presenca pode
ter valor preditivo para o desenvolvimento posterior da ES, em particular quando ha
associacdo deste fendmeno com alteracbes capilares e com o aparecimento de
anticorpos anti-nucleares (ANA do inglés anti-nuclear antibodies).(2, 9)

Estudos sugerem que as moléculas de adesao celular desempenham um papel
importante na vasculopatia da ES estando os seus niveis séricos aumentados nesta
patologia. Os niveis séricos da E-selectina, da molécula de adesdo celular vascular-1
(VCAM-1 do inglés vascular cell adhesion molecule-1) e a molécula de adesao
intercelular-1 soltvel (ICAM-1 do inglés intercelular adhesion molecule-1), correlacionam-
se com a gravidade da doencga.(18)

O aumento da expressdo de moléculas de adeséo especificas pode levar a uma
acumulacdo aumentada de linfocitos na pele segundo Abraham et al. Verificou-se que
nos doentes com ES os fibroblastos tém uma maior propensédo para a ligacdo de
linfécitos T comparado com fibroblastos normais, em parte, pela sua sobre-expressao de
ICAM-1. A sobre-expressdo de moléculas de adeséo resulta na acumulacao de linfécitos
activados especificos, que podem desempenhar um papel importante na indugdo de
fibrose por libertacdo de citocinas que conduzem a sintese de componentes da matriz

extracelular.(18)



No entanto, o evento que inicia lesdo vascular em doentes com ES é actualmente
desconhecido. Agentes infecciosos, células T citotdxicas, o o6xido nitrico, e auto-
anticorpos contra as células endoteliais foram implicados na disfuncdo da célula
endotelial.(17)

A perda notavel de capilares e pequenos vasos em doentes com ES sugere um
defeito nos processos de angiogénese e vasculogénese, apesar do nivel plasmatico do
factor de crescimento endotelial vascular (VEGF do inglés vascular endotelial growth
factor) se apresentar elevado na ES. Os niveis plasméaticos de outros factores proé-
angiogénicos como é o exemplo do factor de crescimento de plaguetas (PDGF do inglés
platelet-derived growth factor), e do factor de crescimento de fibroblastos (FGF-2 do
inglés fibroblast growth factor-2), estdo, também, consideravelmente elevados no plasma
de doentes com ES. Este aumento resulta de um efeito na rede de citocinas, tais como
interleucina-1 (IL-1) ou pela hipoxia causada pela ocluséo de vasos. Niveis elevados de
factores anti-angiogénicos, tais como a angiostatina, o factor 4 das plaquetas (CXCL4 do
inglés CHC chemokine ligand-4), trombospondina-1, e IL-4 foram também observados,
anulando o efeito dos factores pré-angiogénicos. No entanto, continua por esclarecer
estes niveis desregulados em circulacdo e de que forma, estes, contribuem para a
vasculopatia.(17)

Outro facto importante, na ES, é a evidéncia da inducéo da apoptose, que ocorre nas
células endoteliais, originada pelo mecanismo de citotoxicidade celular dependente de

anticorpos, sendo este processo iniciado pelas células NK do inglés Natural Killer.(16)

1.3.2. Respostalmune Anormal / Inflamacé&o crénica

A activagdo imune é um evento precoce na ES. No entanto, ndo se sabe se é o
evento inicial ou se é secundario a outros processos da doenca.(19)

De facto como a ES é uma doenga auto-imune, envolve uma resposta imune
anormal. A presenca de auto-anticorpos especificos é evidente no soro de 90% dos
doentes com ES, segundo Castro e Jimenez. Anticorpos como o 70-anti-Scl (anticorpos
dirigidos contra topoisomerase-l) e anticorpos anti-centrémero, sdo utilizados como
biomarcadores de diagndstico para apoiar ou confirmar o diagndstico clinico de ES.
Nesta patologia sdo também comuns anticorpos anti-RNA polymerase | e Ill e anticorpos
anti-PM-Scl.(1, 19)

Algumas das evidéncias, fornecidas pela demonstragéo de infiltrados de células T,

macrofagos, mastocitos e linfécitos B na pele afectada de doentes com a doenca,



sugerem gque a inflamacéo crénica e persistente pode desempenhar um papel crucial na
patogénese da ES.(1)

Na ES existe uma inflamacéo crénica, ou seja, o problema surge quando nao ha
um equilibrio entre os sistemas pro e anti-inflamatorios. Na inflamagéo crénica néo ocorre
resolu¢do da inflamacado, permanecendo 0os mecanismos pré-inflamatérios e as células
do sistema imune constantemente activados. As doengas auto-imunes tais como a artrite
reumatoide (AR) e o lipus eritematoso sistémico (LES) sdo exemplos de patologias com
inflamacado crénica e constituem um dos grandes mistérios da imunologia. Assim, uma
inflamacao crénica caracteriza-se por uma falha do sistema anti-inflamatério endégeno o
gue leva a persisténcia da inflamacdo e de alguma forma esta ligado a auto-
imunidade.(20)

Geralmente a inflamacdo pode aparecer na pele antes de qualquer evidéncia
histologica de fibrose. Progressivamente, e & medida que aumenta a fibrose, o infiltrado
inflamatério tende a diminuir. As células mononucleares presentes no infiltrado sao
predominantemente células T CD4 e macréfagos. As células NK estdo, também,
presentes mas em numero reduzido como acontece com as células T yd. Os dados
disponiveis sobre as caracteristicas das células T sdo heterogéneos. A maioria dos
dados apoia um papel patogénico destas células, levando a fibrose dos tecidos,
evidenciado através da IL-4, uma citocina especifica das células Th2.(21)

A IL-4 e o factor de crescimento transformante- B (TGF-B do inglés transforming
growth factor beta) sdo as principais citocinas fibrogénicas na ES. A IL-4 aumenta a
producdo de colagénio pelos fibroblastos de doentes com ES e induz a producao de
TGF-B. Por sua vez, o TGF-B estimula a sintese de colagénio, proteoglicanos e
fibronectina, e inibe a degradacdo da matriz extracelular por diminuir a sintese de
metaloproteinases de matriz através do aumento da sintese do seu inibidor tecidual.(21)

A maioria dos autores consideram que as células Th2 estimulam a sintese de
colagénio e a producédo de células Thl, produtoras de interferon interferon-y (IFN-y), inibe
a sintese de colagénio. No entanto, algumas evidéncias mostram que as células Th2
podem reduzir a sintese de colagénio do tipo | por fibroblastos dérmicos e que uma
percentagem aumentada de células T periféricas produtoras de IFN-y pode ser
observada em doentes com ES. Portanto, € possivel que citocinas Thl, além de citocinas
Th2, também possam desempenhar um papel importante no desenvolvimento de ES.
Outras citocinas encontram-se em niveis aumentados no soro e nos tecidos dos doentes
com ES tais como a IL-1, IL-6 e o factor de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF do

inglés connective tissue growth factor). Todos estes mediadores estdo implicados na



patogénese da ES e afectam os fibroblastos, as células endoteliais e macrofagos. As
Células T podem, ainda, induzir fibrose através de citocinas ou através do contato direto

com fibroblastos.(15)

1.3.3. Fibrose

A fibrose é a fase final de ES que ocorre devido a deposi¢do de colagénio na derme
superior com perda de estruturas anexiais e tecido adiposo associado. Os factores de
iniciacdo, para o processo, ocorrem devido a uma lesdo vascular e disfungdo imune
resultantes de uma resposta inflamatéria desregulada.(16, 22)

Embora o TGF- ndo esteja aumentado no soro de doentes com ES, varios estudos
implicaram essa citocina como um factor estimulador para a ocorréncia de fibrose nos
orgaos envolvidos.(23)

A fibrose associada a ES tem incidido sobre o papel dos fibroblastos e
miofibroblastos, que séo as células efectoras que estdo, em ultima analise, envolvidos na
producdo de colagénio e de proteinas da matriz extracelular. No entanto, o
desenvolvimento de fibrose na ES €, de facto, um processo complexo que envolve varios
tipos de células, incluindo as células epiteliais, endoteliais, imunologicas, e
mesenquimais.(24)

O processo fibrético é mais proeminente na pele, pulmdes, tracto gastrointestinal,
coracao, tenddes e ligamentos. A fibrose é secundéaria a deposi¢cdo de componentes da
matriz extracelular, causada pelo excesso de producdo de colagénio e de outras
glicoproteinas como é o caso da fibronectina e da fibrilina.(24)

O componente da matriz extracelular mais abundante no processo fibrético é o
colagénio tipo I. A substituicdo progressiva da arquitectura do tecido normal por colagénio
leva a disfuncdo dos 6rgdos. A acumulacdo excessiva de tecido conjuntivo resulta da
producédo excessiva de fibroblastos e outras células mesenquimais activadas por diversos
mediadores soliveis.(24)

Os mecanismos fibrogénicos, que originam fibrose tecidual na ES, sdo complexos e,
provavelmente, causados por mais que um factor de crescimento/citocina ou mediador. A
producéo de citocinas, factores de crescimento e quimiocinas que induzem a fibrose séo
produzidos pelas células T, células B, mondcitos, células NK e mastdcitos que se
encontram acumuladas no infiltrado.(24)

O factor de crescimento transformante-p (TGF- do inglés transforming growth
factor B) € um mediador critico de fibrose. Esta citocina afecta a proliferacdo e

diferenciac&o celular, a apoptose e uma grande variedade de fungdes homeostéaticas. E



importante notar que o TGF- 3 é considerado como o "interruptor principal" da fibrose em
muitos tecidos, incluindo o pulméo. Os efeitos principais do TGF- 3 incluem a inibicdo da
proliferacdo de células epiteliais, a inducdo da proliferacao de fibroblastos e a expressao
de genes que codificam os componentes da matriz extracelular e a inibicdo da expressao
de genes de metaloproteinases. O TGF- 3 pode estimular a conversao de fibroblastos em
miofibroblastos contracteis, que produzem activamente o colagénio e outras proteinas da
matriz extracelular levando a fibrose.(24)

Pensa-se que as células pré-fibréticas, como é o caso dos fibroblastos, sdo mais
resistentes a apoptose, apesar do sistema imunitario se esforcar em remové-las.
Algumas evidéncias indicam que a apoptose das células epiteliais pode desempenhar um
papel importante na fibrose. A morte das células epiteliais € claramente mediada através
do complexo Fas/FasL. As células T activadas e os fibroblastos podem expressar FasL e
induzir a apoptose. Durante os ciclos repetitivos da leséo epitelial, as células lesadas
libertam citocinas e factores de crescimento, que promovem a activacdo dos fibroblastos,
tais como no processo de cicatrizacdo de feridas. Esses fendmenos crénicos levam a
fibrose. No entanto, existem também outras vias apoptéticas. E conhecida, ainda, a
participagdo de granulos citoliticos, como a perforina e a granzima, secretados por

células NK ou linfécitos T citotoxicos.(6)

1.4. Terapéutica da Esclerose Sistémica

A ES é uma patologia que ainda ndo tem cura, sendo que o tratamento que se
pode oferecer aos doentes é sobretudo dirigido aos sintomas. A terapia farmacoldgica
pode ser dividida em estratégias imunossupressoras, vasculares e anti-fibréticas.(2)

O tratamento sintomético ajuda a melhorar a qualidade de vida. Os agentes
modificadores da doenca vao tratar as trés vias diferentes da patogénese da doenca, tais
como a doencga vascular, autoimunidade e fibrose do tecido. A escassez de critérios
objetivos torna a avaliagdo de melhoria ou deterioragdo mais dificil. O recurso a
fisioterapia, para maximizar a amplitude de movimento de todas as grandes articulagdes,
e o aconselhamento psicolégico sdo componentes necessarios de uma boa gestao da
ES.(2)

Os tratamentos actuais, para os efeitos da ES como é o caso do fenbmeno de
Raynaud e das Ulceras digitais (UD), consistem em vasodilatadores, incluindo os
bloqueadores de canais de célcio, alfa-adrenérgicos, inibidores da enzima de converséo
da angiotensina (IECA), blogueadores do receptor da angiotensina, e analogos de

nitroglicerina. Estes medicamentos sdo moderadamente eficazes, reduzindo, assim, a
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gravidade dos sintomas, mas normalmente ndo conduzem a vantagens substanciais em
termos de cura e prevengéo.(25)

Com a disponibilidade de terapias vasodilatadoras potentes para o tratamento da
hipertenséo arterial pulmonar, as opc@es para o tratamento do fenomeno de Raynaud
grave, UD e isquémia digital, aumentaram progressivamente. Analogos da prostaciclina
tém sido utilizados para acelerar a cicatrizacdo de UD, evidenciando um tratamento
eficaz, no entanto requerem a administracdo intravenosa ou subcutanea. Alguns estudos
tém indicado que inibidores da fosfodiesterase-5 séo eficazes na reducédo da gravidade
do fenébmeno de Raynaud e na cicatrizacdo de UD. O tratamento do fenémeno de
Raynaud e das UD pode ainda ser efectuado pela administracdo do vasoconstritor da
endotelina-1 (ET-1 do inglés endothelin-1).(25)

Tém surgido novas abordagens terapéuticas como € o caso da deplecdo de
células B com Rituximab, surgindo como uma terapia promissora para uma ampla gama
de doencas auto-imunes sistémicas.(26)

Terapias como o transplante autélogo de células estaminais, tém sido aplicadas

no tratamento desta patologia.(15)

2. Funcdo anormal de células Natural Killer em Esclerose Sistémica, produc¢éo
de citocinas e alteragdes ao nivel da morte celular

2.1.1. Ceélulas Natural Killer

As células NK sdo caracterizadas pela sua capacidade de lisar células
transformadas ou infectadas por virus sem sensibilizacdo prévia de antigénio,
contribuindo assim para a defesa do hospedeiro no inicio da imunidade inata.(27)

As células NK sdo reconhecidas pelos seus efeitos citotéxicos e de regulacao,
implicadas na prevencéo da auto-imunidade. Por exemplo, a frequéncia de células NK no
sangue periférico € menor em doentes com LES quando comparados com individuos
saudaveis.(27)

Nos ultimos anos, outras funcdes das células NK foram identificadas,
particularmente a sua capacidade para produzir varias citocinas. As células NK néo

produzem apenas citocinas do tipo Th1l como € o caso do Interferon-y (IFN-y), o factor de

necrose tumoral-a (TNF-a do inglés tumor necrosis factor-a), o factor estimulador de
colonias de granulécitos (G-CSF do inglés granulocyte colony-stimulating factor), mas
também as citocinas Th2, como a IL-5, IL-10 e a IL-13 e também o TGF-B. Assim, as
células NK sdo capazes de regular as respostas imunes, quer directamente quer

indirectamente, através de secrecédo de citocinas. De facto a evidéncia que as células NK
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estdo envolvidas em patologias auto-imunes € explicita. Por sua vez, na ES foram

observadas anomalias destas células, embora com resultados contraditorios.(27)

2.2. Caracterizacao das Células Natural Killer

As células NK sao linfécitos grandes granulares que pertencem ao sistema
imunitario inato que “matam” sem exposic¢ao prévia e sensibilizacdo de antigénios através
de libertagdo de granzima, perforina, TRAIL (do inglés TNF-related apoptosis-inducing
ligand), e FasL.(28)

As células NK sdo reguladas através de interagdes dos receptores com ligandos
de superficie expressos nas células, como acontece com as células infectadas por virus
ou células transformadas.(28)

As células NK tém uma multiplicidade de receptores de activagédo e de inibicdo
que ligam moléculas do complexo de major histocopatibilidade (MHC Major
histocompatibility complex) de classe |, moléculas-like MHC de classe |, e moléculas nao
relacionadas com MHC.(29)

Para além do seu efeito citolitico, as células NK podem também regular as células
dendriticas, macréfagos e neutréfilos. A capacidade que as células NK tém para
distinguir, entre potenciais, células alvo e células saudaveis é regulada por uma
integracdo de sinais derivados a partir de um repertério complexo de receptores de
activacao e inibicdo.(30)

O fendtipo de superficie da célula NK define-se tradicionalmente pela auséncia
de CD3 e pela expressdo de CD56 e de CD2.(31)

As células NK podem secretar citocinas e quimiocinas que influenciam a resposta
imune do hospedeiro, e/ou matar as células infectadas ou transformadas via
perforina/granzima ou via receptor de morte (Fas, TRAIL). O IFN-y é considerado a
citocina de células NK prototipica, e sua producdo por estas células é conhecida por
moldar a resposta imune do tipo Thl. Assim, o IFN-y est4 envolvido na activagdo de
células apresentadoras de antigénios (APC do inglés antigen presenting cell), na
regulacdo da expressdo de MHC de classe |, na activacdo da morte de macrofagos e de
patogénios intracelulares obrigatérios e tem, ainda, efeitos anti-proliferativos sobre as
células infectadas por viros e malignas.(29)

Embora seja claro que as células NK sdo parte do sistema hematopoiético,
desenvolvendo-se na medula d&ssea, sendo derivadas de células progenitoras
hematopoiéticas CD34", o local de maturacédo e detalhes deste processo ainda ndo se

encontram completamente explicados. A matura¢do destas células ainda nao foi bem
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evidenciado, mas julga-se que o desenvolvimento destas células pode n&o ocorrer
inteiramente na medula 6éssea, uma vez que € possivel observar-se duas subpopulacdes
distintas destas células. Assim a evidéncia de uma populacdo de células NK CD56""9",
com elevada expressédo de CD56 na sua superficie, pode ser isolada a partir de nédulos
linfaticos e em amigdalas (tecido linféide secundario (TLS)). As células NK CD56""" s&o
relativamente dominantes no TLS comparado com a outra populagdo de células NK
CD56%™ que expressam o CD56 em menor quantidade, mais abundante na medula

0ssea, sangue, e baco.(29)

2.2.1. Subtipos de Células Natural Killer

Geralmente, as células NK CD56%™ (CD56', CD16") sdo vistas como a
subpopulacgéo citotoxica das células NK enquanto as células NK CD56""9" (CD56")
foram descritas como reguladoras, pela producédo de citocinas, tais como IFN-y e TNF-
a.(32)

De acordo com a densidade de expressao de CD56, as células NK, podem ser
divididas em NK CD56°™ representando a vasta maioria das células NK humanas e de

uma pequena populacdo distinta, as células NK CD56""™

. Quase todas as células NK
CD56""™ deixam de expressar CD16 e exibem uma fraca actividade citotdxica. Nos seres
humanos saudaveis, as células NK CD56""" compreendem até 10% de todas as células
NK. Os granulos de células NK CD56%™ s&o mais ricos em perforina e granzima, o que
resulta numa citélise mais eficaz em relacéo as células NK CD56°™". Contudo, as células
NK CD56""" s&o mais eficientes na producdo de citocinas pro-inflamatérias como é o
caso do IFN-y e do TNF-a.(30)

As células NK CD56""" s&o o subtipo predominante nas lesées inflamatérias mas
as NK CD56%™ também expressam receptores de quimiocinas que as podem levar para
os locais de inflamacéo.(33)

As células NK CD56"" tém capacidade de produzir grandes quantidades de
citocinas e quimiocinas apés activacdo, no entanto tém pouca ou henhuma capacidade
para matar células lesionadas. Em oposicédo as células NK CD56°™ tém uma capacidade
relativamente menor para producdo de citocinas em resposta a activagdo, no entanto a
sua capacidade para a ocorréncia de lise ocorre de forma facilitada.(29)

Parece evidente que as células NK CD56°™ e NK CD56""" tém papéis distintos e
relativamente importantes durante a resposta imunolégica. As células NK CD56""™,
geralmente, precisam de dois sinais para produzir IFN-y, e um deles, inclui a mediacao

pela IL-12. O segundo pode ser impulsionado pelas interleucinas IL-1, IL-2, IL-15, IL-18,
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ou pela ligacdo de um receptor de activagdo, como é o caso do CD16 (FcyRllla). Cada
uma destas citocinas pode ser libertada a partir de mondcitos, macrofagos e/ou células
dendriticas, juntamente com IL-12, sugerindo uma interacdo entre as APCs e as células
NK.(29)

A producédo de IFN-y e de outras citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, tais
como o TNF-a e o MIP-1a, do inglés macrophage inflammatory protein-7a,
respectivamente, pode ocorrer dentro de minutos apds a co-estimulagdo de monocinas,

distinguindo estas células da resposta mais tardia de células T.(29)

2.2.2. Funcéo citotéxica — Perforina e Granzima B

As células NK estdo munidas por granulos citotdxicos funcionais que contém
perforina e granzima, que sdo moléculas efectoras de citotoxicidade essenciais destas
células. A perforina facilita a entrada de granzimas no citosol da célula alvo, através da
formacdo de poros. Por sua vez, a granzima cliva varias pro-caspases, € outros
substratos intracelulares iniciando a morte celular por apoptose.(34, 35)

As granzima A e B sdo os membros mais abundantes e mais bem caracterizados
da familia de proteinases que reside nos granulos citoliticos das células NK, células T
citotoxicas e outras células hematopoéticas. In vitro, a granzima B induz a morte celular
programada dependente e independente da via das caspases, ao passo que a granzima
A medeia o seu efeito, apenas, pela via independente das caspases.(36)

Estudos recentes evidenciam, que as células NK utilizam, preferencialmente, a
granzima B para matar os seus alvos in vitro.(36)

O conhecimento da funcdo da granzima in vivo é limitado. Sabe-se que sdo os
principais agentes de inducdo de morte celular mediada pelas perforinas. Evidéncias
recentes sugerem que a granzima A nédo é citotdxica, sendo apenas um modulador da
inflamacao.(36)

A forma como as perforinas transportam as granzimas para o citosol das células
alvo ndo é totalmente conhecida. Julga-se que a entrada de granzimas no citoplasma da
célula alvo ocorre diretamente apds a formacgéo de poros realizados pela perforina na
membrana plasmética ou apdés o envolvimento de endolisossomas. De acordo com o
modelo original, ap6s a formacdo de um poro na membrana da célula, as granzimas
passam para dentro da célula alvo e clivam os substratos especificos iniciando a
fragmentacdo do DNA (do inglés deoxyribonucleic acid) e causando a morte celular. Foi

proposto também que as granzimas podem ser endocitadas independentemente da
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perforina. A perforina pode também atuar para libertar granzimas que ficaram
sequestradas nos endossomas, para se direcionarem para o citoplasma da célula
alvo.(37)

2.2.3. Citocinas - IFN-y e TNF-a

A ES tem caracteristicas patogénicas interligadas envolvendo activacdo imune e
fibrose, sendo que o envolvimento de células NK e de citocinas como o IFN-y e TNF-a
parece ser evidente. (38, 39)

O IFN-y é uma citocina com multiplas fun¢des imunorreguladoras que medeiam a
defesa do hospedeiro contra varios agentes patogénicos. Os efeitos gerais do IFN-y
incluem a activacdo de macréfagos, imunidade antiviral, aumento da expressdo de
moléculas de MHC, interacdo linfécito-endotelial, regulacao da polarizacdo das células T
para Th1l, proliferacéo celular e estimulagcéo da apoptose. (40)

O IFN-y actua inibindo directamente a sintese de colagénio e em restabelecer o
equilibrio imunolégico, dai ser uma citocina importante na ES.(41)

O TNF-a é conhecido como uma citocina pro-inflamatoria multifuncional que esta
envolvido ndo s6 em varios processos fisiologicos, mas também em processos
patoldgicos, incluindo a imunorregulacdo, inflamacdo, proliferacdo e apoptose. Esta
citocina €, também, um dos componentes essenciais na patogénese de doencas imuno-
inflamatérias. O TNF-a é assim uma citocina pré-inflamatéria potente implicada na
patogénese de doencas degenerativas, tais como AR, osteoartrite, e ES. Este actua apos
a sua activacdo que ocorre devido a uma conversao proteolitica. Apés trimerizacéo, o
TNF-a liga-se a dois receptores diferentes, que se encontram na membrana, activando-
o0s. Estes receptores séo do tipo | e tipo Il, sendo a maioria dos efeitos traduzidos pelo
receptor de tipo I. (42-45)

2.2.4. Moléculas de adesdo — CD49e, CD29 e LAIR-1

A fase inflamatéria no endotélio vascular € comparada a uma sobreregulacdo de
moléculas de adeséo, tais como a ICAM-1 e a VCAM-1, em resposta a diversas citocinas
e mediadores celulares como é o caso do IFN-y, IL-1 e TNF-a. Estas moléculas de
adesado sao importantes no recrutamento de mondcitos para a area de inflamacao, uma
vez que facilitam os processos de adesao e transmigragao.(41)

Uma ampla variedade de moléculas de adeséo celular (CAMs do inglés cell

adhesion molecules) séo detetaveis nas células NK circulantes como é o caso do CD29
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(B1) e do CD49%e (as). Entre as CAMs, as integrinas B, tém um papel importante na
transducdo de sinal e na activacdo de células NK, enquanto que as integrinas i,
especificamente a VLA-4 e VLA-5 (asB1) (receptores para fibronectina) e VLA-6 (receptor
de laminina) promovem a ligagdo de células NK a matriz extracelular e aos alvos
celulares.(46, 47)

As integrinas sdo moléculas heterogénias ligadas de forma néo covalente,
constituidas por um subunidade a e uma subunidade B, em que ambas sdo necessarias
para criar um local de ligagcdo funcional na parte digital de membrana do receptor de
superficie celular para ligandos especificos extracelulares. A afinidade de ligacdo do
ligando a integrina pode ser modulada alostericamente por mudancas conformacionais

gue ocorrem no exterior da bolsa de ligac&o.(48)

2.2.4.1. CDA49%e (integrina as)

O CD49e ou a integrina as € uma subunidade de integrinas com capacidade de
ligagédo a subunidade 3, formando uma integrina composta, asf3; ou VLA-5. Esta integrina
€ um receptor classico de fibronectina, que desempenha um papel importante na biologia
vascular, incluindo vasculogénese embrionaria, remodelacdo vascular, angiogénese
patolégica e inflamacdo. Em resposta a factores pré-angiogénicos, a asf; promove a
adesdo de células endoteliais (CE), bem como a sua migracdo, proliferagéo,
sobrevivéncia e diferencia¢do.(49, 50)

A subunidade B; tem a capacidade de reconhecer uma grande variedade de
ligandos. A juncao das subunidades B; com a5 origina a integrina asB; um dos receptores
heterodimeros da fibronectina.(48)

As integrinas ndo tém actividade enzimética intrinseca e a sua capacidade para
realizar transducdo de sinal depende do recrutamento de proteinas citoplasmatica de
sinalizacéo. Os niveis da integrina asp; na superficie da célula sdo mantidas através da
reciclagem de complexos por endocitose de volta para a membrana plasmatica. A
internalizacdo dos complexos de integrina asB; ocorre através das vias de clatrina-
dependente e clatrina- independente.(51)

Relativamente as subpopulacdes da célula NK, as células NK CD56”"
expressam em maior quantidade o CD49e (CD49e™) relativamente as NK CD56"™
(CD49e").(52)
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2.2.4.2. CD29 (integrina ;)

As células NK tém a capacidade de aderir a elementos do estroma da medula
0ssea, incluindo fibroblastos, fibronectina e laminina, mas ndo ao colagénio tipo I, ao
acido hialurénico e a vitronectina. A fibronectina e a laminina ligam-se as integrinas 1,
formando complexos como o0 VLA-4 , 0 VLA-5 e 0 VLA-6.(53)

A subnidade B1, que representa a maior subfamilia do grupo das integrinas,
promove processos celulares fundamentais tais como migracdo, proliferacéo,
sobrevivéncia, diferenciacdo e é indispensavel para o desenvolvimento e a homeostase
do tecido.(54)

Dos vérios tipos de receptores a integrina B; é, de longe, a mais presente,
permitindo detectar uma grande variedade de estimulos que podem ser mediados por
toxinas, hormonas, neurotransmissores, proteinas e macromoléculas. Foi ja evidenciado
um papel potencial da integrina 1 no desenvolvimento e reparacdo de tecidos. De facto,
€ claro que a integrina 3; desempenha um papel crucial durante o desenvolvimento pos-
natal da pele e cicatrizacdo de feridas. A perda de integrina ; do epitélio pode causar
defeitos ao nivel da cicatrizacéo de feridas.(55)

A expressao de integrina 3; por fibroblastos, por exemplo, é necessaria para que
ocorra a fibrogénese. A inibicdo da integrina 1 pode ser um método viavel para reduzir o

desenvolvimento de ES.(56)

2.2.4.3. Receptor daimunoglobulina do tipo | associado aos leucoécitos -
LAIR-1

O receptor da imunoglobulina do tipo | associado aos leucdcitos (LAIR-1 do inglés
ou CD305) é uma glicoproteina transmembranar pertencente a superfamilia das Igs e é
expressa na maioria das células hematopoiéticas, incluindo as células T, células B,
células NK, mondcitos, células dendriticas e granulécitos.(57)

O LAIR-1 pertence a familia de receptores inibitérios do sistema imunoldgico, os
guais estdo envolvidos no controlo do equilibrio do sistema imunitario para prevenir a
activacao inadequada ou sobreactivacdo, que pode resultar em danos nos tecidos ou
doencgas auto-imunes.(58)

A ligacé@o cruzada de LAIR-1 em células NK fornece um sinal potente e inibidor
gue é capaz de reduzir a lise de células alvo. A cauda citoplasmatica do LAIR-1 contém
imunoreceptores com motivos de inibicdo baseados em tirosina (ITIM do inglés
immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif). Mediante acoplamento da porcéo

extracelular de LAIR1, os ITIM citoplasméticos ligam-se ao dominio SH, das fosfatases,
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conduzindo a inactivagcdo de diferentes cinases e a subregulacdo da activacdo celular.
(59)

Os colagénios séao ligandos funcionais para o LAIR-1 e a interac¢do deste com o
colagénio inibe, directamente, a activacao de células imunes.(60)

Foi observado, em alguns estudos, que a producado de Ilg em doentes com LES,
pode ser desregulada, em parte, devido & ndo expresséo do receptor de inibicdo LAIR-1

pelas células B.(60)
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Objectivos




O objectivo principal deste estudo foi caracterizar fenotipica e funcionalmente as
células NK e verificar se 0os parametros estudados se relacionavam com o subtipo de
Esclerose Sistémica e com os parametros clinicos de severidade desta doenca, como a
fibrose pulmonar (FP) e a presenca de Ulceras digitais (UD), contribuindo assim para um

melhor conhecimento da fisiopatologia da ES.

Como objectivos especificos que visam a realizagdo do objectivo geral:

1. Caracterizar fenotipicamente, com base na expressdo de CD49e, CD29 e
LAIR-1, as duas subpopulacdes de células NK (NK CD56%™ e NK CD56"""™)
na ESL e na ESD versus Controlo;

2. Caracterizar funcionalmente, com base nas citocinas TNF-a e IFN-y, as duas
subpopulacdes de células NK (NK CD56°™ e NK CD56""9"™) na ESL e na ESD
versus Controlo;

3. Caracterizar a capacidade citotoxica, com base na granzima B e na perforina,
as duas subpopulacées de células NK (NK CD56%™ e NK CD56%") na ESL e
na ESD versus Controlo.
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Materiais e Métodos




1. Grupos de estudo

Para realizar este estudo foram utilizadas amostras de sangue periférico de um grupo
de individuos com ES e de um grupo controlo. A recolha das amostras do sangue
periférico (SP) decorreu no Servigo de Reumatologia do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra e no Centro de Histocompatibilidade do Centro, em tubos de heparina. Todos
os doentes com ES preenchiam os critérios preliminares definidos pelo Colégio
Americano de Reumatologia.(61) Este estudo teve o consentimento informado
(respeitando os principios da Declaracdo de Helsinquia) de todos os doentes/controlos
que participaram, sendo que o protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra.

Do grupo controlo fizeram parte 16 mulheres e 3 homens, adultos saudaveis, isentos
de doencas inflamatérias, com uma média de idades de 51,1+10,1 e 53+16,4 anos,
respetivamente. Os doentes com ES foram subdivididos consoante o subtipo clinico da
doenca, de acordo com LeRoy (62): o grupo de doentes com ESL era constituido por 24
mulheres e 6 homens com uma média de idades de 58,5+13,7 e 51,8+11,9 anos,
respetivamente; o grupo de doentes com ESD era constituido por 7 mulheres e 3 homens
com uma média de idades de 53,6+8,5 e 60,3£11,0 anos. As caracteristicas clinicas dos

doentes com ES estdo representados na tabela I.

Tabela | - Caracteristicas clinicas dos doentes com ES.

ES limitada (n=30) ES difusa (n=10)
Duracédo da doenca ap6és diagnéstico 9,77 + 8,10 85+9,2
(anos)
Presenca de anticorpos antinucleares 30,0 % (n=9) 0,00 %
isolados
Presenca do Anticorpo Scl-70 0,00 % 100 %
Presenca do Anticorpo anti-centromero 70,0 % (n=21) 0,00 %
Espessamento da pele 10,4 + 6,45 17,2 + 10,7
(Score de Rodnan modifcado)
Ulceras ou histéria 33,3 % (n=10) 40 % (n=4)
Hipertensdo pulmonar 6,67 % (n=2) 40 % (n=4)
Fibrose pulmonar 26,7 % (n=8) 50 % (n=5)
Capacidade de difusdo pulmonar de CO 95,6 + 19,5 86,4 + 13,6
Tratamento
Vasodilatadores 100 % 100 %
Imunosupressores 16, 67 % (n=5) 0%
Corticoides 43,3 (n=13) 40 % (n=4)
I[ECA 26,67 % (n=8) 20 % (n=2)
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No ambito deste estudo os doentes com ES foram, ainda, divididos consoante o
tempo de duracdo da doencga apds diagnostico, de acordo com Corriveau (63): Grupo 1
(Early-Stage) — Doenca diagnosticada ha menos de um ano (inclusive); Grupo 2 (Mid-
Stage) — Doenca diagnosticada h4 mais de um ano e menos de dez anos (inclusive);

Grupo 3 (Late-Stage) — Doenca diagnosticada ha mais de dez anos.

2.1. Caracterizacédo fenotipica das células Natural Killer CD56%™ e Natural killer
CD56bright

Para a quantificacdo e caracterizacdo funcional das células NK CD56%™ e NK
CD56"" foram adicionados a 250pl de SP, e os seguintes anticorpos monoclinais: 10 pl
de anti-CD3 (Clone UCHTZ1; BD Pharmingen, EUA), e 10 ul de anti-CD49e (Clone SAM1;
Beckman Coulter Immunotech, Marseille France) conjugados com Fluoresceina de
Isotiocionato (FITC), anti-CD56 conjugado com Ficoeritrina Cianina 7 (PC7) (Clone NKH-
1; Beckman Coulter, Marseille France), 10 pl de anti-HLA-DR conjugado com Proteina
Piridina — Clorofila Cianina 5.5 (PerCP cy 5.5) (Clone G46-6; BD Biosciences, San Jose,
CA, USA), 1 ul de anti- LAIR-1 conjugado com Ficoeritrina (PE) (Clone DX26; BD
Pharmingen, San Diego, CA,USA) e 10 pl d anti-CD29 conjugado com Aloficocianina 7
(APC-cy7) (Clone TS2/16; Biolegend, San Diego, CA,USA). Foram incubados durante 10
minutos (min) a temperatura ambiente (TA), ao abrigo da luz. De seguida, procedeu-se a
lise dos eritrécitos, adicionando-se 2 ml de FACS Lysing Solution (1X) (Becton Dickinson
Biosciences, U.S.A), previamente diluido a 1:10 em agua destilada. Incubou-se durante
10 min a TA e ao abrigo da luz. Centrifugou-se durante 5 min a 540xg e decantou-se o
sobrenadante. Por fim, adicionou-se 1 ml de Phosphate-Buffered Saline (1X) (PBS, pH
7.4, 10x GIBCO, U.S:A) previamente diluido a 1:10 em &gua destilada. Centrifugou-se a
540xg durante 5 min. Decantou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se com 250ml de

PBS (1x). Por fim, adquiriu-se as amostras no citometro de fluxo.
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2.2. Caracterizaco funcional/citotoxica das células Natural Killer CD56°™ e

Natural Killer CD56""" no sangue periférico.

A avaliagcéo da capacidade citotdxica dos subtipos de linfocitos das células NK, do
SP, foi realizado um protocolo de permeabilizacdo intracitoplasmético, usando-se o kit
IntraPrep (Beckman Coulter, Brea, CA. EUA). A 250ul de sangue periférico, adicionou-se
0s seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3 conjugado com Pacific Blue (PB) (Clone
UCHTL; BD Pharmingen,EUA) e anti-CD56 conjugado Ficoeritina Cianina (PC5) (Clone
NKH-1; Beckman Coulter, Marseille France). Incubou-se durante 10 min, a TA e ao abrigo
da luz. Adicionou-se 200ul de solugéo A do kit IntraPrep (Beckman Coulter, Brea, CA.
EUA). Incubou-se durante 10 min, a TA e ao abrigo da luz, e seguidamente adicionou-se
1,5 ml de PBS (1X) (pH 7.4, 10x GIBCO, U.S:A) Centrifugou-se durante 5 min a 540xg e
decantou-se o sobrenadante. Adicionou-se 200pl da solucdo B do kit IntraPrep (Beckman
Coulter, Brea, CA. EUA). Seguidamente, adicionou-se o anticorpo monoclonal anti-
Perforina conjugada com FITC (Clone & G9, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) e
anti- Granzima B conjugado com PE (Clone CLB-GB11; Immunogen, Amsterdam,
Netherlands). Seguiu-se um periodo de incubacdo de 10 min a TA, e ao abrigo da luz.
Apobs este periodo de incubacdo adicionou-se 2 ml de PBS (pH 7.4, 10x GIBCO, U.S:A),
centrifugou-se durante 5 minutos a 540xg e decantou-se o0 sobrenadante, sendo que,
este procedimento foi realizado por duas vezes. Ressuspendeu-se com 250ul de PBS

(pH 7.4, 10x GIBCO, U.S:A) e por fim, adquiriu-se as amostras no citometro de fluxo.

2.3. Estimulacé&o in vitro das células Natural Killer

Para quantificacdo da producdo de citocinas pelas células NK, foi inicialmente
necessario estimuladar as células in vitro. A 500 uL do sangue periférico foi adicionado a
500 ul de Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Gibco; Painactive SLEy, Escécia,
Reino Unido) suplementado com 2 mM L-glutamina. A este meio adicionou-se ainda 10
pg/ml Brefeldina A (Sigma, Saint Louis, MO, EUA), 50 ng/ml de acetato de forbol miristato
(PMA do inglés phrobol 12-myristate 13-acetate) (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e 1
pg/ml de lonomicina (Sigma, Saint Louis, MO, EUA), tendo incubado em ambiente

hamido e estéril durante 4 horas, a 37°C e com uma concentracdo de 5% de CO2.
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2.4. Caracterizagdo funcional das células Natural Killer CD56“™ e Natural Killer

CD56""" no sangue periférico

Ap6s as 4 horas de incubacdo, recorreu-se a um protocolo de permeabilizagédo
intracitoplasmética previamente descrito no ponto 2.3. Deste modo foram utilizados dois
tubos para a avaliacdo da capacidade citotoxica dos subtipos de linfocitos das células
NK, do sangue periférico. A 250ul de sangue periférico, adicionou-se o0s seguintes
anticorpos monoclonais: anti-CD3 conjugado com PB (Clone UCHT1;, BD
Pharmingen,EUA), anti-CD56 conjugado PC7 (Clone NKH-1; Beckman Coulter, Marseille
France). Seguidamente, adicionou-se o anticorpo monoclonal Anti-TNF-a conjugado com
FITC (Clone MAbll, BD Pharmingen, EUA) e Anti-IFN-y conjugado com FITC (Clone
4S.B3; BD Pharmingen, EUA). Seguiu-se um periodo de incubacéo de 10 min a TA, e ao
abrigo da luz. ApGs este periodo de incubacdo adicionou-se 2 ml de PBS (pH 7.4, 10x
GIBCO, U.S:A), centrifugou-se durante 5 min a 540xg e decantou-se o sobrenadante,
sendo que, este procedimento foi realizado por duas vezes. Ressuspendeu-se com 250l
de PBS (pH 7.4, 10x GIBCO, U.S:A) e por fim, adquiriu-se as amostras no citometro de

fluxo.

3. Citometria de fluxo e analise dos resultados

A aquisi¢cdo das amostra foi realizada no citometro de fluxo FACS-Canto Il (BDB,
San José, Califérnia, EUA) com recurso a aplicacdo informatica FACSDiva (BDB, San
José, Califérnia, EUA). Recorreu-se ao programa Infinicyt 1.5 (Cytognos, Salamanca,
Espanha) para se efetuar a andlise dos dados obtidos no citdmetro de fluxo.
As células NK foram identificados pela expressao de CD56, pela auséncia de CD3 e pela
sua posicao tipica no dot plot Forward-scattered light (FSC) versus Side-scattered light
(SSC). A identificacéo de cada subtipo da célula NK foi feita, de acordo com, a expressao
de CD56+ (NK CD56%™ e CD56++ (NK CD56"™). A identificacdo das células que se
encontravam a expressar CD56, foi feita com base na expressao forte deste marcador.

Os valores absolutos foram calculados utilizando uma dupla metodologia:
citometria de fluxo e contador hematologico (A © Tdiff 2, Beckman Coulter, Brea, CA,
EUA).

25



4. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software
Statistical Package for the Social Sciences 17.0 (SPSS) (IBM, New York, EUA) sendo
apresentados sob a forma de média + desvio padréo. O teste utilizado neste estudo foi o
ndo-paramétrico de Mann-Whitney U, para amostras independentes. Todas as diferencas

foram consideradas estatisticamente significantes quando o p-value foi inferior a 0,05.
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Resultados:




Foi realizada uma caracterizacdo fenotipica e funcional bastante completa das
diferentes subpopulacées de células NK. Dentro de cada subpopulacdo procedeu-se a
analise da expressédo de receptores e da producado de citocinas. Foi também analisada a
guantidade da expressdo de determinada citocina ou receptor pela determinacdo da

Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF).

1. Quantificacdo de células Natural Killer e suas subpopula¢fes, Natural Killer

CD56%™ e Natural Killer CD56°"™ no sangue periférico

1.1. Percentagem e valor absoluto das células Natural Killer totais e das duas
subpopulacées, Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56°"" no
sangue periférico, de acordo com o subtipo, presenca de fibrose

pulmonar e episédios de Ulceras digitais

Pela andlise da Tabela I, verificou-se que a frequéncia e o valor absoluto das células
NK totais encontravam-se diminuidos em doentes com ESL, embora sem atingir
significado estatistico.

Observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa nos doentes com FP, na
frequéncia e valor absoluto de células NK e das suas subpopulacées, quando comparado
com os doentes sem FP e com o grupo controlo.

Embora sem significado estatistico, parece ocorrer um aumento de células NK ao

longo do tempo de duracdo da doenga.
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Tabela Il - Percentagem e Valor Absoluto (V.A.; cel/pl) das células NK totais e das duas subpopulagdes, NK CD56%™e NK

CD56°", em Esclerose Sistémica Difusa, e em Esclerose Sistémica Limitada e no grupo controlo. Dos doentes com

Esclerose Sistémica foram analisados parametros clinicos de severidade da doenca.

3,40 + 2,80 2,77+ 2,28+ 3,04+ 1,75 + 3,11+ 2,10 + 2,81+ 3,08 +
1,60 + 2,10 111% 2,33 1,00°°¢ 2,16 1,32 2,20 2,03
NK 1,79
Totais VA 258 + 264+ 198+ 179+ 235+ 134 + 245 + 196 + 105 200+ 146 237 + 195
132 176 155 84 182 94¢P 167
% 90,52+ 9350 91,16 90,73+ 92,16+ 92,03 + 91,55 + 90,01 + 91,32 + 92,44 +
7,76 + +3,76 3,02 3,97 3,62 3,78 1,32 4,33 3,32
NK 2,97
cDse VA 237 ¢ 248+ 182+ 163 219+ 124 + 227 £ 177 + 184 + 222
dim 127 170 148 78 175 g7¢Pb 161 96 141 186
% 9,49 + 6,50 8,84+ 927+ 784+ 7,97 + 8,45 + 10,00 * 8,68 * 7,56 +
7,75 + 3,76 3,02 3,97 3,62 3,78 1,32 4,33 3,32
NK 2,97
cbsg VA 19 + 15 + 16 + 16 + 16 + 10 + 18 + 20 + 16 + 15 +
bright 11 9 10 8 11 g€ b 9 9 9 11

Legenda: a) Controlo versus Doentes com Ulcera Digital, p<0,05; b) Doentes com Fibrose Pulmonar versus Doentes sem
Fibrose Pulmonar, p<0,05; c) Controlo versus Doentes com Fibrose Pulmonar, p<0,05.

1.2. Caracterizagéo fenotipica e funcional das duas subpopulac¢des de células
Natural Killer, Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56""™, nos dois

subtipos de Esclerose Sistémica, difusa e limitada.

Pela andlise da Tabela lll, observou-se uma diminuicdo da expressao da molécula de
adesdo CD49e em ambas subpopulacbes de células NK e em ambos os subtipos da
doenca, sendo esta mais acentuada em ESL, atingindo significado estatistico. Pelo
contrario, observou-se um aumento da expressdo de LAIR-1, principalmente em ESL,
também com significado estatistico. Ja a expressdo da molécula de adesdo CD29 nao
evidencia qualquer alteracao consideravel.

Relativamente & capacidade citotoxica das células NK avaliada pela frequéncia
destas células a expressar granzima B e perforina, bem como, pela expressdo destas
duas moléculas no citoplasma da célula, observou-se nas células NK CD56%™ um
aumento da frequéncia destas células a expressar granzima B e da expresséo desta
proteina, principalmente em ESL. Nas células NK CD56”" detectou-se um aumento da
frequéncia destas células a expressar granzima B e perforina, sendo para esta Ultima,
mais acentuado em ESL.

Ainda no sentido de melhor caracterizar funcionalmente as células NK, fomos estudar

a sua capacidade para produzir citocinas inflamatérias apés estimulacdo in vitro com
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PMA e ionomicina. Neste estudo apenas se observou uma ligeira diminuicdo da
guantidade de TNF-a produzida por célula nos doentes com ES, embora sem atingir

significado estatistico.
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Tabela Ill — Frequéncia das duas subpopulacdes de células NK (NK CD56™™ e NK CD56"""™) a expressar

moléculas de ades&o, perforina, granzima B, TNF-a, IFN-y e expressdo de cada um dos parametros nas 2

subpopulacdes de células NK em doentes com Esclerose Sistémica Difusa em Esclerose Sistémica Limitada e no

grupo controlo.

MIF 431+ 80 323+ 115 b
. — x 273+ 83
NK CD56%™ CD49e
s MIF 1670 + 587 1809 * 646 175 + 704 P
MIF 692 + 147 a b
. 373+ 139 343+ 91
NK CD56"" oM CD49e
ARA MIF 1514 +343 1942 + 422 2 2022 + 646 °
_ MIF 2509 « 587 2525 + 957 2548+ 679
NK C56%™ CD29
% 30:6 35+ 14 35+13
_ MIF 2435+ 535 2526 + 860 2614 * 752
NK CD56°"9" CD29
% 347 38+13 20+ 12
% 69,73+ 23.73 70,04+ 19,14 70,58 * 25,64
Perforina
MIF 1114 + 647 1264 + 624 1239 + 608
.
NK CD56"" % 72,81+ 22.46 82,04 * 14,03 86,83+ 14,78
Granzima B
MIF 1508 = 1062 1547 + 741 2028+ 1278
Perforina % 1423+ 11,30 27.60 % 20,61 25,09+ 1033
MIF 904 * 506 1022 396 971+ 429
NK CD56°"9"
% 26,87 * 23,93 50,23 % 2296 @ 62,02+ 28,19
Granzima B e
MIF 1150 668 1166 * 469 1382 + 745
% 43,40 + 19,89 39,84+ 19,90 38,67 + 19,43
TNF-a
MIF 4247 + 2235 3303 * 1055 3511 + 1634
.
NK CD56"" % 24,95 + 19,31 36,74+ 19,08 40,18 * 15,86
IFN-y
MIF 902 = 293 817 « 187 871+ 390
% 33,87+ 19,05 34.87 * 23.65 31,89 * 18,65
TNF-a
MIF 2384 + 1085 2139 + 949 2101+ 1015
bright
NK CD56°" % 3533+ 19,88 3141+ 18,82 38,29+ 16,79
IFN-y
MIF 801 * 227 806 +195 766 + 211

Legenda: a) Controlo versus ESD p<0,05; b) Controlo versus ESL, p<0,05.
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1.3. Caracterizacéo fenotipica e funcional das duas subpopula¢cfes de células
Natural Killer, Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56°" em
doentes com Esclerose Sistémica na presenca ou auséncia de Ulcera

Digital.

Pela analise da Tabela IV, observou-se uma diminuicdo, estatisticamente
significativa, da expressao da molécula de adesdo CD49e em ambas subpopulac¢des de
células NK e em ambos os grupos de doentes em estudo, sendo esta mais acentuada na
presenca de UD. Pelo contrario, observou-se um aumento da expressdao de LAIR-1,
principalmente em doentes com ES n&o portadores de UD, sendo este valor
estatisticamente significativo. Relativamente a molécula CD29 n&do foram observados
gualquer tipo de diferencas entre os grupos em estudo.

Relativamente & capacidade citotoxica das células NK avaliada pela frequéncia
destas células a expressar granzima B e perforina, bem como, pela expressdo destas
duas moléculas no citoplasma da célula, observou-se nas células NK CD569™ um
aumento da frequéncia destas células a expressar granzima B e da expresséo desta
proteina, principalmente em doentes com ES portadores de UD. Nestes doentes
observou-se, ainda, um aumento da expressao de perforina, ainda que sem significado
estatistico. Nas células NK CD56""" detectou-se um aumento da frequéncia destas
células a expressar granzima B e perforina, de uma forma mais acentuada em doentes
com ES portadores de UD.

Relativamente a frequéncia de células NK a produzir citocinas ndo se observaram

diferengas estatisticamente significativas.
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Tabela IV - Frequéncia das 2 subpopulacbes de células NK (NK CD56°™ e NK CD56°""™) a expressar
moléculas de adesao (CD49e e LAIR-1), perforina, granzima B, TNF-a, IFN-y e expressdo de cada um dos
parametros nas 2 subpopula¢des de células NK em doentes com Esclerose Sistémica na presenca e

auséncia de Ulcera Digital.

MIF 431 + 80 !

i 270+ 88° 292 + 94
NK CD56 CD49%e
MIF 1670 + 587 2157 + 849 2061 + 635 °
LAIR-1
iohe MIF 692 + 147 338+107°%  356+102"
NK CD56™" CD49%e
MIF 1514 + 343 1942 + 792 2032 + 498 °
LAIR-1
A MIF 2509 + 587 2519 + 356 2554 + 867
NK CD56%" CD29
% 306 32+9 3614
_ MIF 2435 +534 2487 + 429 2645 + 87
NK CD56°"" CD29
% 34+7 36 +13 41 +13
% 69,73+23,73  7531£2220 67,86 + 25,32
Perforina
dim MIF 1114 + 647 1416 + 665 1152 + 559
NK CD56
% 72,81+22,46 86,58 +16,75 85,36 + 13,65
Granzima B
MIF 1508 + 1062 2083 + 1188 1839 + 1205
% 14,23 + 11,30 29,17 + 24,02 24,72 + 16,48 b
Perforina
bright MIF 904 + 506 946 + 425 1002 + 422
NK CD56
, % 26872393  2,75+29,75% 57,71+26,37"
Granzima B
MIF 1150 + 668 1254 + 613 1376 + 741
% 43,40+19,89  41,21+19,84 37,86 +19,30
TNF-a
aim MIF 4247 + 2235 3107 + 1208 3632 + 1634
NK CD56
% 44,95+19,31  42,85+17,34 37,79 16,18
IFN-y
MIF 902 + 293 797 + 189 885 + 403
% 33,87+19,05  40,51+23,10 28,73 +16,81
TNF-a
bright MIF 2384 + 1085 2011 + 737 2157 210
NK CD56
% 35,33+19,88 42,66 +16,13 33,96 £ 17,40
IFN-y
MIF 801 + 227 758 + 202 783 211

Legenda: a) Controlo versus Doentes com Ulcera Digital, p<0,05; b) Controlo versus Doentes sem Ulcera

Digital, p<0,05.
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1.4. Caracterizacédo fenotipica e funcional das duas subpopulac¢@es de células
Natural Killer, Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56”"9" em
doentes com Esclerose Sistémica na presenca ou auséncia de Fibrose
Pulmonar.

Pela observagdo da Tabela V, verificou-se uma diminuicdo, estatisticamente
significativa, da expressao da molécula de adesdo CD49e em ambas subpopulacdes de
células NK e em ambos os grupos de doentes com ES, com e sem FP. Pelo contrario,
observou-se um aumento da expressdo de LAIR-1, principalmente em doentes com ES
portadores de FP, também com significado estatistico. Ja a expressao da molécula de
adesao CD29 nao evidencia qualquer alteracdo consideravel.

Relativamente & capacidade citotoxica das células NK avaliada pela frequéncia
destas células a expressar granzima B e perforina, bem como, pela expresséo destas
duas moléculas no citoplasma da célula, observou-se em ambos os subtipos de células
NK, um aumento da frequéncia destas células a expressar granzima B e perforina e da
expressao destas proteinas, sendo este aumento mais acentuado em doentes com ES
portadores de FP.

Relativamente a frequéncia de células NK a produzir citocinas ndo se observaram

diferencgas estatisticamente significativas.
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Tabela V — Frequéncia das 2 subpopulacbes de células NK (NK CD56"™ e NK CD56""™) a expressar
moléculas de adesao (CD49e e LAIR-1), perforina, granzima B, TNF-a, IFN-y e expressdo de cada um dos
pardmetros nas 2 subpopulagdes de células NK em doentes com Esclerose Sistémica para o parametro de

Fibrose Pulmonar.

I——————————
MIF 431+ 80 288 + 128 & 284 + 84
. CD49%e
NK CD56 MIF 1670 + 587 2157 + 833 2070 + 665
LAIR-1
MIF 692 + 147 348 +162 2 350 + 87 °
NK CD56°"9" La%e a b
MIF 1514 + 343 2157 + 742 1953 + 547
LAIR-1
MIF 2509 + 586 2447 + 439 2574 + 819
NK CD56™ CD29 % 306 39+12 34+13
MIF 2435 + 535 2337 + 427 2680 + 841
_ CD29
NK CD56°"9" % 34+7 42 +13 39+ 13
% 69,73+ 23,73 78,88 +24,35 67,67 + 23,97
Perforina
MIF 1114 + 647 1490 + 771 1162 + 527
NK CD56"™ % 72.81+2246  8820+17.80 84,99 * 13,63
Granzima B
MIF 1508 + 1062 2412 + 1425 1764 + 1083
% 14,23 + 11,30 33,88 £ 22,33 a 23,71 +17,87
Perforina
MIF 904 + 506 924 + 417 1001 + 424
bright
NK CD56™" % 26,87+2393 6336+27,45% 58,16+ 27,59
Granzima B
MIF 1150 + 668 1305 + 675 1344 + 711
% 43,40 + 19,89 50,87 £17,73 35,07 + 18,40 ¢
TNF-a
MIF 4247 + 2235 3991 + 2068 3296 + 1289
NK CD56""™ % 44,95+1931 47,47t1293 3648+ 1684°
IFN-y
MIF 902 + 293 832 + 186 867 + 396
% 33,87+19,05 39,66 +21,22 30,20 + 18,79
TNF-a
MIF 2384 + 1085 1948 + 728 2163 + 1066
NK CD56°""™ % 3533+1988 3482+1664 37,30 +17.76
IFN-y
MIF 801 + 227 777 219 775 + 205

Legenda: a) Controlo versus Doentes com Fibrose Pulmonar, p<0,05; b) Controlo versus Doentes sem Fibrose Pulmonar,

p<0,05; ¢) Doentes com Fibrose Pulmonar versus doentes sem Fibrose Pulmonar, p<0,05.
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1.5. Caracterizagdo fenotipica e funcional das duas subpopula¢@es de células
Natural Killer, Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56°"" em

doentes com Esclerose Sistémica de acordo com a duracdo da doenca

Ao analisarmos a variacdo da expressdo do CD49e, de acordo com a duracdo da
patologia apds diagndstico, verificou-se uma diminuicdo da expressao desta integrina no
grupo de individuos com ES. Deste modo, e com significado estatistico, observa-se uma
diminuicdo da sua expressao nos doentes com ES entre 1 a 10 anos.

Por outro lado, as células NK CD56°" apresentaram uma diminuicdo
estatisticamente significativa da expressdo de CD49e nos doentes com esta patologia a

menos de um ano e nos que tinham a doenca entre 1 a 10 anos (Figura 1).

Celulas Duragdo_da_doenga
MK CD56+ NK CD56++ .S:’::fb
* W 1-10 anos
>10anos
10001 _ |
*
—
00
*
o
w600
=
400 + *
- =
o T T
Co4se Ch4se
Malécula Maolécula

Figura 1 — Expressdo da Moléculas de Adesdo (CD49e) nas 2 subpopulagdes NK (NK CD56"™ e NK CD56""") ao longo
da doenca. Os resultados estéo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF). As diferengas estatisticamente

significativas p<0,05 sé&o representadas por um *.
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Verificou-se de um modo geral um aumento da expressdo de LAIR-1 em ambas
as subpopulacdes de células NK a medida que a duracdo do tempo de doenca aumenta
(Figura 2).

Células Duragho_da_doenga
HECaontrola
MK CDS6+ MK CDS&++ E<1ano
B!-10anos
* B> 10anos
4000
|—| *
000
E
=
200
1000
o T T
LAIR-A LAR-A
Moleculas Molaculas

Figura 2 — Expressdo da Moléculas de Ades&o (LAIR-1) nas 2 subpopulacdes NK (NK CD56"™ e NK CD56"™) ao longo
da doenga. Os resultados estao expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF).
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Ao longo da doenca, podemos observar que ndo houve alteracdes significativas
na expressdo da molécula de adesdo CD29, bem como da frequéncia de células a

expressar esta proteina, em ambas as subpopula¢des de células NK (Figura 3 e 4).

Células Duragdo_da_doenca

M Contralo
NK CD56+ NK CD56++ D= 1ano

M 1-10 anos
B =10anos

SEELI L,

1000

MIF

T T
CcDz29 CcDz29

Moléculas Moléculas

Figura 3 — Express3o da Moléculas de Ades&o (CD29) nas 2 subpopulacdes NK (NK CD56™™ e NK CD56""™) ao longo da

doenga. Os resultados estao expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF).

Celulas Duragho_da_doenca
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Figura 4 — Expresséo de CD29 nas 2 subpopulacdes NK (NK CD56"™ e NK CD56"™). Os resultados est&o expressos em

Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK. Estas diferencas foram analisadas ao longo do tempo.
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Ao longo da doenca, podemos observar que ndo houve alteracdes significativas
na frequéncia de células NK a expressar perforina, embora ocorra uma ligeira tendéncia
para esta aumentar ao longo do tempo de duracdo da doenca, bem como na expressao

desta molécula citoplasmatica (Figura 5 e 6).

Células Duracio_da_doenca
B Controlo
NK CD56+ NK CD56++ O =1ano
W 1-10anos
M =10anos
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Figura 5 - Expressdo de perforina nas 2 subpopulacdes NK, NK CD56"™ e NK CD56"" ao longo da doenca. Os

resultados estao expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF).

Células Duragido_da_doenca
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NK CD56+ NK CD56++ C<1ano
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Figura 6 — Frequéncia das 2 subpopulagées NK, NK CcD56"™ e NK CD56"™" a expressar perforina. Os
resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK. Estas diferencas
foram analisadas ao longo da doenga.
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Na avaliagdo da frequéncia de células NK a expressar granzima B, verificamos
que ocorre um aumento da frequéncia das células NK CD56%™ e NK CD56"" a
expressar esta proteina nos doentes com ES ao longo do tempo da doenca. Nao se
observaram diferencas na expressdo desta proteina em ambas as subpopulacdes de
células NK (Figura 7 e 8).

Células Duragédo_da_doenca
B controlo
NK CD56+ NK CD56++ Cl<1ano
W 1-10 anos
M =10anos
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Figura 7 - Expressdo de granzima B nas 2 subpopulagdes NK (NK CD56"™ e NK CD56™™). Os resultados estdo

expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF).
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Figura 8 — Frequéncia das 2 subpopulacdes NK (NK CcD56"™ e NK CD56b”gh‘) a expressar granzima B. Os
resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK. Estas diferencas

foram analisadas ao longo da doenca.
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Ao longo da doenca, podemos observar que ndo houve alteracdes significativas
na expressdo de IFN-y, bem como da frequéncia de células a expressar esta proteina,

em ambas as subpopulagées de células NK (Figura 9 e 10).

Células Duragdo_da_doenca
HE cortrolo
NK CD56+ NK CDS6++ O<1ano
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Figura 9 — Expressio de IFN-y nas 2 subpopulacdes de células NK (NK CD56%™ e NK CD56"™™). Os resultados estdo

expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF). Estas diferengas foram analisadas ao longo da doenca.
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Figura 10 - Frequéncia das 2 subpopulacdes NK (NK CD56"™ e NK CD56°"™) a expressar IFN—y. Os resultados

estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK. Estas diferencas foram analisadas ao longo

da doenca.
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Ao longo da doenca, podemos observar que ndo houve alteracdes significativas
na expressado de TNF-a, bem como da frequéncia de células a expressar esta proteina,

em ambas as subpopulagées de células NK (Figura 11 e 12).
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Figura 11 - Expressdo de TNF-a nas 2 subpopulacdes de células NK (NK CD56"™ e NK CD56°"™). Os resultados est&o
expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF). Estas diferencas foram analisadas ao longo da doenga.
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Figura 12 - Frequéncia das 2 subpopulages NK (NK CD56"™ e NK CD56°"™) a expressar TNFa. Os resultados
estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK. Estas diferencas foram analisadas ao longo

da doenca.
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1.6. Ratio entre as duas integrinas CD29/CD49e nas duas subpopulacfes de
células Natural Killer, Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56"""™, em

doentes com Esclerose Sistémica difusa e limitada.

Verificaram-se alteragdes no ratio entre as integrinas CD29 e CD49e nos subtipos de
ES. Houve um aumento do ratio nas células NK CD56"™ dos doentes com ESD
relativamente ao grupo controlo. J& as células NK CD56°"" apresentaram um aumento

do ratio em ambos os subtipos da doenca relativamente ao grupo controlo (Figura 13).
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Figura 13 — Ratio de CD29/CD49e nas 2 subpopulacdes NK (NK CD56"™ e NK CD56"'9™). Os resultados estdo expressos

em Intensidade Média de Fluorescéncia (MIF).
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Discussao dos Resultados




A ES é uma patologia inflamatoria auto-imune multisistémica. Uma das
caracteristicas centrais na ES é a presenca de uma variedade de anomalias imunolégicas
gue evidenciam mecanismos de desregulacdo que levam a evolugcdo desta patologia. A
rapida progressao desta patologia pode culminar na morte do doente, dai ser crucial
entender os eventos que levam ao desenvolvimento da doenca.(64)

Sabe-se que a desregulagdo imunologica, que ocorre nesta patologia,
desempenha um papel importante na iniciagdo e desenvolvimento da doencga.
Adicionalmente, o aparecimento de infiltrados de células mononucleares na pele antes do
aparecimento de alguma evidéncia de fibrose, indicia a actividade das células do sistema
imune (SI) no estadio inicial da doenca.(65, 66)

Curiosamente, estudos demonstraram que os fibroblastos de doentes com ES néo
apresentavam alteracdes no perfil genético, comprovando que a estimulacdo da sintese
de colagénio é exdgena e deste modo, a fase fibrética podera representar uma
consequéncia da estimulacdo por células inflamatorias.

Neste contexto, torna-se importante conhecer qual o papel das células NK na

inflamac&o cronica subjacente a esta patologia.

1. Quantificacdo das células Natural Killer totais, e das suas subpopulac@es
Natural Killer CD56%™ e Natural Killer CD56"" do sangue periférico de

doentes com Esclerose Sistémica

As duas principais fungdes mediadas pelas células NK sdo a actividade citolitica e a
producéo de citocinas, funcdes estas normalmente atribuidas as células NK CD56%™ e as
células NK CD56™" respectivamente. Efectivamente, ambas as subpopulacdes de
células NK tém actividade citotoxica, embora as células NK CD56%™, sejam a
subpopulagdo mais citotdxica, devido aos niveis mais elevados de perforinas e granzimas
nos granulos citoliticos. As NK CD56""" evidenciam também uma actividade citotdxica
importante, no entanto, menos expressiva que as NK CD56%™.(67, 68)

Neste estudo, verificou-se que as células NK de um modo geral tendem a estar
diminuidas no sangue periférico de doentes com ES em comparacdo a individuos
saudaveis, no entanto s6 observamos valores estatisticamente significativos em doentes
em que a severidade da doenca era superior, como no caso da presenca de FP e UD.
Estes valores vao ao encontro de alguns estudos no ambito desta e de outras doencas

autoimunes (69) como € o caso do LES.(70, 71) Correlacionando a fungéo
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desempenhada por estas células, nomeadamente na resposta inflamatoéria, com o facto
de se encontrarem particularmente diminuidas no SP neste grupo de doentes com FP e
UD, sugere uma possivel relacdo com a severidade da doenca, podendo ser bons
indicadores de leséo tecidual. De facto, as UD séo lesbes necrdticas resultantes da
manifestacdo vascular, que se acredita ocorrerem precocemente na fisiopatologia da ES,
e deste modo é considerada na literatura como um dos marcadores da severidade da
doenca. Da mesma forma, a presenca de FP traduz-se em morte tecidual e deste modo
pode ser associada a um agravamento do estado clinico do doente. A diminuicdo da
frequéncia das células NK na presenca FP pode dever-se possivelmente a maior
infiltracao destas células nos tecidos lesados.(72)

Contudo, considerando a diferenca registada entre as contagens de glébulos brancos
no SP entre os dois subtipos de ES, (Difuso = 9,39 + 2,15 x10°%cel/ul e Limitado= 7,93 *
2,28 x10°%cel/ul), seria de esperar que a frequéncia das células em estudo se distinguisse
com significancia entre os dois subtipos da doenca, o que nao se verificou. O nimero
reduzido de doentes com ES do subtipo difuso (apenas 10) em comparagdo com grupo
de doentes com ES do subtipo limitado (30) pode estar na origem desta situacao.

Os doentes foram também agrupados consoante a duracao da doenca considerando
gue um individuo que apresenta a doenca ha menos de 1 ano encontra-se num ambiente
imunolégico diferente do de um individuo que apresenta a doenca ha mais de 10 anos.
Apo6s analise estatistica dos resultados, ao longo da duracdo da doencga, ndo se
verificaram valores estatisticamente significativos no entanto ha tendéncias evidentes que
se salientam. Deste modo o numero de células NK total, quer em percentagem, quer em
valor absoluto, em circulacdo tende a aumentar ao longo dos anos da doenca,
comportando-se as células NK CD56°™ de igual forma e, por outro lado, as células NK
CD 569" apresentam uma diminuicdo com a durac&o da doenca, embora em ambos 0s
casos sem significado estatistico. Este facto pode ser explicado pelas células NK
CD56"" serem a subpopulacdo predominante nas lesées inflamatérias, e com o evoluir
da doenca essas situacdes estarem aumentadas.(33)

O aparecimento de valores normais de células NK em doentes com ES diagnosticada
h& mais de 10 anos parece sugerir um envolvimento distinto das células NK no inicio e

durante a duracdo da doenca.
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2. Caracterizacéao fenotipica e funcional de células Natural Killer totais, Natural
Killer CD56%™ e Natural Killer CD56"" do sangue periférico de doentes com

Esclerose Sistémica

A expressdo de integrinas esta alterada em diversas condi¢des patologicas. Na EM, a
expressao endotelial da subunidade B1, por exemplo, esta reduzida durante a fase aguda
da doenca, mas depois retoma os niveis normais na fase cronica. Além disso, a
inflamacao estimula o aumento da expressado vascular das subunidades a5, a6 e 31.(73)

Os receptores dos componentes da matriz extracelular sdo predominantemente
integrinas que os ligam ao citoesqueleto das células, transmitindo sinais e forcas
mecénicas permitindo a motilidade celular. Este processo é altamente regulado, dindmico
e requer remodelacdo continua do citoesqueleto através da ligacdo célula-célula ou
célula-componente da matriz extracelular.

A expressao da integrina CD49e, neste estudo, encontra-se diminuida em ambas as
subpopulactes de células NK em ES independentemente do subtipo de doenca e da
duracdo da doenca. No entanto, esta diminuicdo parece ser mais acentuada em doentes
com parametros clinicos de severidade da doenca, como é o caso da presenca de FP ou
uD.

As integrinas controlam aspectos fundamentais no comportamento das células
através da sua capacidade para realizar a transducdo de sinal, bidireccionalmente,
através da membrana celular. Esta transferéncia de informacao € manifestada através de
alteracfes conformacionais que traduzem a activagéo e o estado de afinidade de ligagéo
da célula ao receptor.(74)

A fibronectina, é o ligando especifico desta integrina, que na ES se encontra presente
em excesso, ha matriz extracelular do soro destes doentes.(75)

Por outro lado, a expressdo de CD29 e a frequéncia das subpopula¢bes de células
NK, a expressar esta proteina, ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos em estudo.

As células NK podem, ainda, exibir actividade pré-angiogénica na ES uma vez que
nesta patologia ocorre a lesdo vascular. Esta capacidade remodeladora é-lhes cedida
através de moléculas de ades@o como a E-caderina e pelas suas integrinas.(76)

As integrinas anteriores funcionam como agonistas no processo de inflamacao
cronica que ocorre na ES. No entanto, a célula NK desenvolve mecanismos de regulagéo
negativos que tém como papel a regulacdo negativa da inflamacdo e reposicdo da

homeostase celular.
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O LAIR-1 surge assim como um receptor inibidor da activacdo celular expresso
nas células NK, desempenhando um importante papel na regulagdo do Sl. (77) Neste
estudo, o LAIR-1 evidenciou uma tendéncia de aumento da sua expressao em ambas as
subpopulacbes de células NK mostrando esse aumento, significancia estatistica em
ambas as subpopulacdes, em ESL.

Mediante acoplamento da porcdo extracelular de LAIR-1, os ITIM ligam-se ao
dominio SH2 das fosfatases, conduzindo a inactivacdo de diferentes cinases sub-
regulando, assim, a activagéo da célula NK. Estudos evidenciam que, para além de inibir
a activacao das células NK, o LAIR-1 inibe, também, as células T.

Os colagénios, presentes em concentracfes elevadas no soro de pacientes com
ES, sao ligandos funcionais deste receptor, inibindo esta interaccdo, a activacdo de
células imunes.(60)

A ligacdo do colagénio ao LAIR-1 nas células NK fornece um potente sinal inibidor
gue é capaz de impedir a lise das células alvo, através da inactivacdo das células NK
activadas, reduzindo a sua citotoxicidade. A identificacdo dos colagénios como o0s
ligandos de LAIR-1 evidencia um papel de relevo para os componentes da matriz
extracelular como potenciais proteinas reguladoras do sistema imune. A interaccdo do
LAIR-1 com os colagénios € de alta afinidade e dependente da presenca de
hidroxiprolina, com modificacdo poés-translacional que esta exclusivamente presente nas
repeticdes Gly-Pro-Hyp do colagénio.

O aumento de glicoproteinas citoliticas na ES é um dos mecanismos esperado
visto a perforina ter como missao a formacao de poros, nas membranas das células alvo,
permitindo a entrada de granzimas resultando na morte celular por apoptose.(78)

De uma forma geral observou-se um aumento da frequéncia de células NK a
expressar quer granzima B quer perforina, bem como da expressao destas proteinas em
ES. Este facto evidencia uma maior actividade citotoxica nas células dos doentes. Este
aumento parece ser mais evidente nos doentes com parametros clinicos de severidade
de doenca, como a FP e UD e ao longo da doenca. Aumentos de granzima B sollvel tem
sido, também, observado durante a inflamac&o prolongada e é implicado na patogénese
de doencgas inflamatdrias crénicas como é o caso da ES.(79)

A granzima B é produzida por células com capacidade citotoxica, como € o0 caso
da célula NK, e a sua libertacdo promove apoptose da célula infectada ou de células
tumorais.(80)

A capacidade citotoxica das células NK esta assim aumentada evidenciando um

processo continuo de inflamac&o cronica.
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As células NK sdo também conhecidas pela sua funcao citotoxica, sendo esta,
essencial na resposta contra tumores, virus intracelulares e na imuno vigilancia, de um
modo geral. As IL-2 e IL-15 sdo responsaveis por sinais importantes que levam a
proliferacéo, sobrevivéncia e activacao citolitica das células NK. A actividade das células
NK ¢é controlada por um equilibrio entre estimulacdo e inibicdo de receptores de
superficie, sendo os receptores inibitérios responsaveis pela tolerancia das células NK a
antigénios do proprio. A producdo de IFN-y e TNF-a, pelas células NK, esta
funcionalmente ligada a sua actividade citolitica. As células NK CD56%™ representam uma
subpopulacdo Unica que combina a capacidade de producdo de IFN-y apds serem
estimuladas e proliferarem com a capacidade de matar células e produzir citocinas apos
a recepcdo de sinais de activacdo. A capacidade destas citocinas inflamatorias para
induzir sinergicamente a citélise de células alvo, demonstrando assim, que sdo parte
integrante da funcéo efectora das células NK.(81)

O IFN-y é uma citocina pro-inflamatéria com actividade anti-angiogénica que
intervém em varias patologias inflamatérias como é o caso da AR, do LES e da ES.(82) O
TNF-a é uma importante citocina inflamatéria que também intervém na angiogenese. (82)
A principal funcdo do TNF-a na ES é o bloqueio do colagénio, controlando assim a
fibrose. Ha evidéncias que mostram que niveis de TNF-a tém sido detectados na pele de
doentes com ES na fase inicial da doenca.(83)

Neste estudo ndo observamos alteragBes significativas para estas duas citocinas.
Segundo a literatura, aumentos de TNF-a no soro encontram-se descritos em doentes
com ES e sdo normalmente associados a fisiopatologia da doengca, nomeadamente na
inflamacao e fibrose, pela estimulacédo da producédo de colagénio.

Estudos anteriores revelam, ainda, que um aumento dos niveis de IFN-y esta
associado a doentes com ES com um quadro clinico estavel, enquanto que, os doentes
com doenca activa tendem a apresentar niveis de IFN-y semelhantes aos individuos
saudaveis.(84). No caso do IFN-y o seu controlo terapéutico torna-se importante nestes
doentes uma vez que esta citocina tende a agravar significativamente a sua funcéo

pulmonar, bem como a deterioracdo da pele, fendmeno frequente nesta patologia.(85)
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Conclusao




Os nossos resultados sugerem uma diminuicdo da percentagem e valor absoluto de
células NK totais e suas subpopulacdes, NK CD56%™ e NK CD56""™ em doentes com ES,
sobretudo na presenca de UD e FP.

Observamos uma diminuicdo da expressdo de CD49e e o aumento da expressdo de
LAIR-1 nas células NK em doentes com ES, principalmente na presenca dos parametros clinicos
referidos em doentes com ES, que podera corresponder a altera¢cdes na capacidade de migracéo
destas células, principalmente, mediado pelos componentes da matriz extracelular, como a
fibronectina e o colagénio.

Verificamos um aumento da frequéncia de células NK a expressar granzima B e perforina,
bem como um aumento da expresséo destas duas proteinas, evidenciando uma maior capacidade
citotdxica destas células, provavelmente devido a um maior limiar de activacéo periférica.

Deste modo, julgamos ter demonstrado que as células NK parecem ter um papel
importante na fisiopatologia da ES, pelas altera¢des fenotipicas e funcionais detectadas neste
estudo, podendo vir a ser aplicadas na monitorizacdo da severidade desta doenca debilitante, no

futuro.
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