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RESUMO

AZEVEDO, Amanda Figueiredo Barbosa. Avaliagdo dos niveis séricos de IL-17,
IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-B em pacientes no Lupus Eritematoso Sistémico.
2016. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil.

O lupus eritematoso sistémico - LES é uma doenc¢a multifatorial com etiologia
ainda nao totalmente descrita. Sabe-se que o LES € um disturbio que envolve a
ativacdo das células B e T autorreativas contra uma variedade de componentes
intracelulares. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de IL-17, IL-
22, 1L-23p19, IL-27 e TGF-B em pacientes portadores do LES para um melhor
entendimento da patogénese. Os niveis seéricos das citocinas foram
determinados por ELISA e avaliados em 81 pacientes com LES e 34
voluntarios saudéaveis. Os niveis seéricos de IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 foram
significativamente maiores nos pacientes com LES (3,90; 80,24; 16,00; 494,00
pg/mL) em comparagdo com os controles (3,19; 7,81; 7,81; 62,5 pg/mL), nédo
houve alteracdo nos niveis de TGF-. Nao houve correlacdo entre as citocinas
IL-17, IL-22, 1L-23p19, IL-27, e a atividade da doenca avaliada pelo escore
SLEDAI. Na analise multivariada observou-se um aumento dos niveis de TGF-
B pode levar a uma reducdo do escore SLEDAI (p=0,04). Houve uma
correlacdo positiva entre IL-27 e niveis de C3 (p=0,0226) e pacientes com
nefrite apresentaram maiores niveis de IL-27 (p=0,016). Também se observou
uma correlacao positiva significativa dos niveis de TGF-f com C3 (p=0,0003) e
C4 (p=0,0397) na analise univariada. Houve uma correlagcéo positiva entre IL-
22 e presenca de alopecia (p=0,000), ou seja, quanto maior a citocina, maior a
probabilidade de alopecia. Estes dados demonstraram uma possivel correlacéo
protetora de IL-27 e TFG-B em pacientes com LES. No entanto mais estudos
sao necessarios para esclarecer o papel exato dessas citocinas, para no futuro
desenvolver métodos de diagndsticos mais precisos, assim como indicar
possivéis alvos terapéuticos para a doenca.

Palavras-chave: Atividade da doenca. Células T. Citocinas. LUpus eritematoso

sistémico.
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Systemic lupus erythematosus - SLE is a multifactorial disease with etiology not
yet fully described. It is known that SLE is a disorder involving the activation of
the autoreactive B and T cells against a variety of intracellular components. The
aim of this study was to evaluate the serum levels of IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-
27 and TGF-f in patients with SLE for a better understanding of pathogenesis.
Serum levels of the cytokines were determined by ELISA and evaluated in 81
patients with SLE and 34 healthy volunteers. Serum levels of IL-17, IL-22, IL-
23p19, IL-27 were significantly higher in patients with SLE (3.90, 80.24, 16.00,
494.00 pg / mL) compared Controls (3.19, 7.81, 7.81, 62.5 pg / mL), there was
no change in TGF-f3 levels. There was no correlation between the cytokines IL-
17, IL-22, 1L-23p19, IL-27, and disease activity assessed by the SLEDAI score.
In the multivariate analysis, an increase in TGF-f levels could lead to a
reduction in the SLEDAI score (p = 0.04). There was a positive correlation
between IL-27 and C3 levels (p = 0.0226) and patients with nephritis had higher
levels of IL-27 (p = 0.016). A significant positive correlation of TGF-f3 levels with
C3 (p = 0.0003) and C4 (p = 0.0397) was also observed in the univariate
analysis. There was a positive correlation between IL-22 and the presence of
alopecia (p = 0.000), that is, the higher the cytokine, the greater the probability
of alopecia. These data demonstrated a possible protective correlation of IL-27
and TGF-B in patients with SLE. However, more studies are needed to clarify
the exact role of these cytokines in the future to develop more accurate
diagnostic methods, as well as to indicate possible therapeutic targets for the

disease.
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1. INTRODUCAO

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatoria cronica
autoimune que cursa com manifestacfes clinico-laboratoriais, evolugdo e
progndstico variavel, com ampla variabilidade fenotipica, gravidade e curso
clinico e evolui habitualmente com periodos de exacerbagcdo e remissdo. Sua
etiologia permanece ainda pouco conhecida, porém sabe-se da importante
participacdo de fatores hormonais, ambientais, genéticos e imunolégicos para o
surgimento da doenca (Bernatsky et al., 2006; O’Neill et al., 2010). A maioria
dos pacientes tem um curso relativamente benigno, porém a sobrevida global é
menor quando comparada a da populacdo geral, em pacientes com LES
(Bernatsky et al., 2006). As principais causas de morte sdo: infeccdo, doenca
cardiovascular e lesao renal (Bernatsky et al., 2006; Souza et al., 2012; Telles
et al., 2013).

Anormalidades imunolégicas no LES incluem a hiperatividade funcional
dos linfocitos T e B com grande producdo de anticorpos policlonais
autoreativos, deposicdo de complexos imunes no tecido conjuntivo, e outras
alterac@es funcionais de linfocitos (Gaipl et al., 2006).

Embora varios grupos de pesquisa estudem a patogénese, poucos
biomarcadores tém sido validados até o presente momento. Alguns autores
consideram o anticorpo anti-DNAds ou diminuicdo de complementos como
indicadores de atividade renal, embora ndo haja consenso sobre isto (llei et al.,
2004).

As citocinas sdo mediadores inflamatorios determinantes na resposta
imunologica. Apresentam papel importante no dano tecidual, decorrente da
resposta inflamatoria local e sistémica (Yap et al., 2010; Ronnblom et al., 2010;
Apostolidis et al., 2011). A analise detalhada dos niveis dessas citocinas, as
suas inter-relacdes e como estas se relacionam com a atividade da doenca e
da acumulacdo de danos, pode permitir-nos para melhor prever o curso da
doenca, uma vez que existem poucos estudos e também contraditorios (Chun
et al., 2007).

A auséncia de biomarcadores dificulta ndo somente a avaliagao precisa
de atividade de doenca, mas também dificulta identificacdo de pacientes com
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riscos de agudizacdo e da ocorréncia de lesdo cumulativa em 6rgaos alvos. O
interesse em identificar biomarcadores que se correlacionem com a atividade
sistémica do LES e que possam predizer um envolvimento orgéanico futuro é
crescente, assim como também novos alvos terapéuticos (Chun et al., 2007).
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis séricos de
IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-B, em pacientes com LES, o estudo da
associacdo das citocinas com as caractéristicas clinicas da doenca, podera
levar, a uma melhor compreencdo da doenca. Os resultados obtidos irdo
fundamentar futuras pesquisas que desenvolvam métodos de diagnosticos

mais precisos, assim como indicar possivéis alvos terapéuticos para a doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Definicao

O Lupus eritematoso sistémico é uma doenca com manifestacdes
clinicas distintas, marcada por periodos de remissdo e exacerbacdo, com
participacdo intensa do sistema imune (O'Neill et al., 2010). E uma doenca
autoimune que afeta diversos oOrgdos e sistemas. Embora os fatores que
contribuem para a patogenia da doenca ndo estejam totalmente esclarecidos,
sabe-se que o LES é um distirbio multifatorial que envolve a ativagdo de
células B e T autorreativas contra uma variedade de componentes
intracelulares (West et al., 1994; Ruiz-lrastorza, 2001; Rahman et al., 2008;
O’Neill et al., 2010).

2.2Epidemiologia

A prevaléncia mundial pode variar entre 20 a 150 casos a cada 100.000
pessoas (Tsokos et al., 2011), enquanto a incidéncia varia aproximadamente
de 1 a 10 novos casos a cada 100.000 pessoas por ano (Kandala et al., 2013).

Os individuos de todas as racas podem ser afetados, sendo 9 a 10
vezes mais frequente em mulheres durante a idade reprodutiva, quando a
producao de estrogeno (horménio feminino) € alta (D'Cruz et al., 2007; Borba et
al., 2008; Schur et al.,, 2011), com uma taxa que varia de 6 a 14 mulheres
afetadas para cada homem afetado (Jakes et al., 2012).

Estima-se uma incidéncia de LES em torno de 8,7 casos para cada
100.000 pessoas por ano, de acordo com um estudo realizado em Natal na
regido Nordeste. (Vilar et al., 2002). Estudo realizado no Sul do Brasil, em
Cascavel, no Parana, mostrou uma incidéncia de 4,8 casos por 100.000
habitantes/ano (Nakashima et al.,, 2011). Essa direfenca presente nas
incidéncias entre as cidades estudadas pode ser elucidada pela localizacéo
geografica de Natal, pois essa cidade recebe altas taxas de raios ultravioletas,

em comparacao a Cascavel (Vilar & Sato, 2002; Nakashima et al., 2011).
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A doenca esta atrelada a atividade inflamatéria da enfermidade,
especialmente quando h&d acometimento renal e do sistema nervoso central
(SNC), ocorre maior risco de infecgOes graves em decorréncia da utilizacdo de
imunossupressores, mais tarde, as complicacbes da propria doenca e do
tratamento, sendo a doenca cardiovascular um dos mais importantes fatores de
morbidade e mortalidade dos pacientes (Pistiner, et al. 1991; Boumpas, et al.
1995, Manzi, et al.1999; Chogle, et al., 2007).

2.3Critérios classificatérios do LES

Para o diagnoéstico do LES, ndo existem critérios definitivos. O Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) definiu critérios classificatérios de LES,
segundo 0s quais sdo necessarios no minimo quatro critérios clinicos e/ou
laboratoriais entre onze (Tan et al., 1982), apds cuidadosa averiguacao e
exclusdo de doencas infecciosas e neoplasicas, entre outras. Estes critérios
foram revisados em 1997, e o item “presenca de células LE”, constante do
critério “alteragdes imunoldgicas”, foi excluido, e o teste falso positivo para
sifilis foi trocado pela presenca de anticorpos antifosfolipides (Hochberg, 1997)
(Tabela 1). Apesar de amplamente utilizados, estes critérios tém suas
limitagcOes e novas mudancas estdo sendo estudadas (Petri et al., 2012).

Os critérios diagnosticos de LES foram recentemente revisados, com o
objetivo de aumentar a acuracia diagnostica (Tabela 2), em que a presenca de
quatro ou mais critérios clinico-laboratoriais é definidora de LES. O indice
SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics, 2012) (Petri et al.,
2012).

A atividade da doenca pode ser avaliada pela combinacdo de
anamnese, exame fisico e exames laboratoriais. Existem varios indices com
sensibilidade semelhante (Griffiths et al., 2005) para avaliar a atividade da
doencga, tais como: SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index) (Bombardier et al., 1992, Petri et al.,, 1991), SLAM (Systemic Lupus
Activity Measure) (Liang et al., 1989) e BILAG (British Isles Lupus Assessment
Group) (Symmans et al., 1988). A deteccdo de lesdo irreversivel ou sequela
decorrente da doenca pode ser medida por meio do SLICC/ACR DAMAGE
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INDEX (SLICC/ACR: Systemic Lupus International Colaborating Clinics/
American College of Rheumatology) (Gladman et al., 1996).

Quadro 1: Critérios utilizados para diagnéstico do Lupus Eritematoso revisado
por Rochberg (1997)

Critério Definicéo

Eritema malar Eritema fixo, plano ouelevado nas eminéncias malares,
tendendo a poupar a regido nasolabial.

Lesao discoide Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas
aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz
atréfica e discromia.

Fotossensibilidade | Eritema cutaneo resultante de reagdo incomum ao sol, por
histéria do paciente ou observacao do médico.

Ulcera oral Ulceracao oral ou nasofaringea, geralmente n&o dolorosa,
observada pelo médico.

Artrite Artrite ndo erosiva envolvendo dois ou mais articulagdes
periféricas, caracterizada por dor a palpacao, edema ou
derrame.

Serosite a) pleurite - historia convincente de dor pleuritica ou atrito

auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural;
ou b) pericardite - documentada por eletrocardiografia ou
atrito ou evidéncia de derrame pericardico.

Alteracéo renal a) proteinuria persistente de mais de 0,5 g/dia ou acima de
3+ (+++) se ndo quantificada; ou b) cilindros celulares -
podem ser hematicos, granulares, tubulares ou mistos.

Alteracao a) convulsdo - na auséncia de farmacos implicados ou
alteracdes metabdlicas conhecidas (por exemplo, uremia,
cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos); ou b) psicose -
na auséncia de farmacos implicados ou alteragbes
metabdlicas  conhecidas (por exemplo, uremia,
cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos).

neuroldgica

Alteracdes a) anemia hemolitica com reticulocitose; ou b) leucopenia
de menos de 4.000/mm3 em duas ou mais ocasifes; ou c)
linfopenia de menos de 1.500/mm3 em duas ou mais
ocasiodes; ou d) trombocitopenia de menos de
100.000/mm3 na auséncia de uso de farmacos

hematolégicas

24




causadores.

Alteracoes a) presenca de anti-DNA nativo; ou b) presenca de anti-

imunologicas

Sm; ou ¢) achados positivos de anticorpos antifosfolipidios
baseados em concentragdo sérica anormal de
anticardiolipina 1gG ou IgM, em teste positivo para
anticoagulante lupico, usando teste-padrao ou em VDRL
falso-positivo, por pelo menos 6 meses e confirmado por
FTA-Abs negativo.

Anticorpo Titulo anormal de FAN por imunofluorescéncia ou método

antinuclear (FAN)

equivalente em qualquer momento, na auséncia de
farmacos sabidamente associados ao lUpus induzido por
farmacos.

Fonte: Hochberg (1997).

Quadro 2: Critérios Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC)

para diagnostico de LES (adaptado por Petri,2012).

Critérios

LUpus cutaneo agudo: inclui rash malar, lapus bolhoso, e rash fotossenssivel;

Lapus cutaneo crénico: rash discoide, hipertréfico ou paniculite lUpica;

Ulceras orais: palato, boca e lingua; ou Glceras nasais;

Alopecia néo cicatricial;

S el A

Sinovite de duas ou mais articulagdes, com edema ou derrame articular (ou

artralgia, e rigidez matinal maior que 30 minutos);

Serosite: dor pleuritica tipica por mais de um dia ou derrame pleural ou atrito
pleural; dor pericardica tipica por mais de um dia ou efuséo pericardica ou atrito

pericardico ou eletrocardiograma com sinais de pericardite;

Renal: relacdo entre proteina e creatinina urinarias (ou proteinaria de 24 horas)

com mais de 500 mg de proteinas nas 24 horas, ou cilindros hemaéticos;

Neuroldgico: convulsdo, psicose, mielite; mononeurite mdltipla, neuropatia

cranial ou periférica, estado confusional agudo;

9.

Anemia hemolitica;

10.Leucopenia <4 000/mm3 ou linfopenia <1 000/mm3, na auséncia de outra
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causa conhecida;

11.Trombocitopenia <100 000/mm3, na auséncia de outra causa conhecida;

12. Fator antinuclear positivo;

13. Anticorpo anti-DNA positivo;

14. Anticorpo anti-Sm positivo;

15. Positividade de anticorpos antifosfolipideos;

16.Complemento reduzido (fracbes C3, C4, CH50);

17.Coombs direto positivo (na auséncia de anemia hemolitica).

Fonte: Petri et al (2012).

2.4Manifestagdes clinicas no LES

As apresentacdes clinicas variam desde manifestagbes muco cutaneas
a manifestacdes do SNC, como convulsdes e psicose. Sintomas como fadiga,
perda de peso e febre sdo frequentemente notados e tem um impacto
expressivo na qualidade de vida dos pacientes (Tench et al., 2000; Kuhn et al.,
2011).

No LES o envolvimento cutdneo é muito comum, afetando até 90% dos
pacientes. ApOs exposicdo a radiacdo solar ou artificial (lampadas
fluorescentes ou haldégenas), a maioria apresenta fotossensibilidade. A classica
lesdo em asa de borboleta (Figura 1), caracterizada por eritema malar e no
dorso do nariz, preservando o sulco nasolabial, é identificada em menos de
50% dos casos (Schur, et al., 2012).

Figura 1. Paciente com Rash malar (Uva et al., 2012)
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Alopecia pode ocasionar cicatrizes quando associada a lesdes
discoides. Na experiéncia clinica, alopecia € geralmente difusa ou frontal, muito
frequente, constituindo-se assim em um bom marcador para o LES. A alopecia
se manifesta por placas eritematosas cobertas por uma escama aderente,
envolvendo comumente o couro cabeludo, as orelhas, a face e o pescoco, as
lesbes do lupus discoide, inicialmente, essas lesGes sdo hiperpigmentadas e
evoluem com uma éarea central atréfica, com auséncia de pelos (Schur, et al.,
2012).

No lUpus cutaneo, as lesfes sao simétricas, superficiais, ndo cicatriciais,
localizadas em areas expostas a luminosidade. Elas iniciam como pequenas
papulas eritematosas, evoluindo para lesdes anulares policiclicas ou papulo
escamosas (psoriasiformes) e costumam cursar com a presenca do anticorpo
anti-Ro/SSA (Schur, et al., 2012).

O fenbmeno de Raynaud, estad presente em cerca de 16% a 40% dos
pacientes e caracteriza-se por alteragbes vasculares (vasoconstricdo e
vasodilatacdo) que determinam mudanca na coloracdo das extremidades
(palidez, cianose e rubor), geralmente se associa com estresse emocional ou
frio (Cervera, et al., 2003).

O acometimento articular € outra manifestacdo frequente, sendo
detectado em mais de 90% dos pacientes durante o desenvolvimento da
doenca. (Schur, et al., 2012). Artralgia e mialgia acometem a maioria dos
pacientes. Artrite afeta, geralmente as pequenas articulagbes da méao e nao
evoluindo para erosfes. A classica "Artropatia de Jaccoud”, resulta em
deformidade e incapacidade funcional significativa, embora ndo causada por
artrite destrutiva (Manson et al., 2006; Rahman et al., 2008; Ball et al., 2011).
Necrose asséptica de multiplas articulagdes, especialmente da cabeca do
fémur, pode ocorrer, particularmente nos pacientes em uso de glicocorticoide
(GC) em dose elevada por extensos periodos (Cronin et al., 1988). Perda de
massa 0ssea com aumento do risco de osteoporose e fraturas geralmente esta
associada com uso cronico de GC e em decorrente da baixa exposi¢do solar a
deficiéncia de vitamina D (Lee et al., 2007; Ruiz et al., 2008).

Alteragbes renais ocorrem em cerca de 50% dos pacientes, sendo
hematuria e proteindria persistentes nos achados mais notados. E mais comum

nos primeiros anos da doenga, o desenvolvimento da nefrite lupica. A mesma é
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caracterizada por proteinaria (> 0,5 g/24 horas), presenca de sedimentos
urinérios (hemacias dismorficas, leucocitos) e ainda achados histologicos, pode
cursar com sindrome nefritica ou nefrética, consumo de complementos,
positivacdo do anti-DNA nativo e, nas formas mais graves, trombocitopenia e
perda de funcdo renal. Como o envolvimento renal € muitas vezes
assintomatico, o exame de urina regular e monitoramento da pressédo arterial
tornam-se decisivos (O’Neill et al., 2010; Sigdel et al., 2016).

Anemia, trombocitopenia e leucopenia sdo algumas alteracdes
hematoldgicas. Doenca hematologica grave pode ocorrer, mas € relativamente
rara (Sultan et al., 2003; Rahman et al.,, 2008). A anemia comumente é
normocitica e normocrémica, e surge dependendo da seriedade e duracdo da
doenca (Sultan et al., 2003). Outro achado frequente no LES é a
trombocitopenia, cujo grau é variavel. A trombocitopenia transitoria muitas
vezes aparece durante uma fase de exacerbacdo da doenca sem causar
tendéncia hemorragica (Sultan et al., 2003; Rahmanet et al., 2008). Leucopenia
€ comum e pode resultar de doenca ativa ou devido a reacdo a drogas (Sultan
et al., 2003; Rahman et al., 2008).

Pleurite, causando dor toracica, tosse e dispneia € a manifestacédo
pulmonar mais comum no LES (Paran et al., 2004), ocorre em cerca de 50%
dos pacientes, com derrame de baixo a moderado volume, geralmente dos dois
lados; menos comumente, hipertensdo pulmonar e pneumonite lupica. A
intensidade da hipertensdo pulmonar é geralmente de leve a moderada,
ocorrendo em 12% a 23% dos casos. O quadro agudo de pneumonite cursa
com febre, tosse, hemoptise, pleurisia e dispneia, detectada em até 10% dos
pacientes (Orens et al.,, 1994). Mais raramente, encontram-se sindrome do
pulméo encolhido e hemorragia alveolar aguda (Karim et al., 2002; Badsha et
al., 2004). Embora os sintomas possam estar relacionados diretamente a
atividade da doenca, embolia pulmonar deve ser sempre considerada,
principalmente naqueles que tém anticorpos antifosfolipides positivos. As
infeccbes sdo comuns, e qualquer lesdo parenquimatosa deve ser tratada
como infecciosa até que se prove o contrario (Paran et al, 2004; Torre et al.,
2011).

As complicagcdes cardiacas incluem pericardite, doencas valvares,
endocardite de Libman-Sacks, miocardite, cardiomiopatia, doencas da artéria
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coronaria e disturbios da conducdo (Yeh et al.,, 2007). Pericardite é a
ocorréncia cardiaca mais comum, podendo ser clinica ou subclinica, e ocorre
em até 55% dos pacientes (Moder et al., 1999; Khamashta et al., 1996). O
derrame pericardico geralmente € baixo e detectavel apenas por
ecocardiografia, raramente evoluindo para tamponamento cardiaco ou
pericardite constritiva. Miocardite estd frequentemente acompanhadaa
pericardite, ocorrendo em cerca de 25% dos casos. Acometimento valvar € na
maioria das vezes detectado por ecocardiografia e 0 espessamento valvar € a
alteracdo mais encontrada. Endocardite de Libman- Sacks caracteriza-se por
danos verrucosos, encontrados especialmente nas valvas aodrtica e mitral,
sendo apresentadas em até 43% dos pacientes (Roldam et al., 1996;
Khamashta et al., 1996). Episédios tromboembdlicos também podem estar
associados a presenca de anticorpos antifosfolipidios e ao uso crénico de GC
ou de anticoncepcional oral (Khamashta et al., 1996; Yeh et al., 2007) Doenga
arterial coronariana, outra manifestacdo muito importante, levando a morbidade
e mortalidade precoce (Mucenic et al., 2009).

Podem ocorrer nos pacientes com LES, sintomas neuropsiquiatricos,
como danos imunomediados no SNC, repercussdao da doenca em outros
orgdos ou complicacbes terapéuticas. As alteracbes clinicas do IUpus
neuropsiquiatrico incluem sindrome cerebral organica, psicose, quadros
depressivos, déficits funcionais, acidentes vasculares encefalicos, neuropatias
periféricas, neuropatias cranianas, mielite transversa e convulsées. Convulsédo
e psicose podem constituir-se na primeira manifestacdo isolada da doenca
(Schenatto et al., 2006).

Sintomas de depressdo e ansiedade sao frequentemente relatados em
pacientes com LES e €, possivelmente, devido ao déficit fisico e ao estresse de
viver com uma doenca crbnica (Seawell et al., 2004; Postal et al., 2011).
Pacientes com transtornos de depressao e ansiedade, muitas vezes sentem
vergonha de assumir publicamente os seus sintomas; alguns métodos de
avaliacdo, como questionarios podem ser U(teis na identificacdo desses

sintomas nos pacientes (Bachen et al., 2009).
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2.5Patogénese

As caracteristicas principais dos individuos que desenvolvem LES sédo a

producéo de autoanticorpos e o clearance prejudicado de corpos apoptoticos. E

uma doenca multifatorial, incluindo fatores genéticos, ambientais e hormonais

(Figura 2). Além disso, alteracdo nas linhagens de células B e T também

colabora para o desenvolvimento da doenga (Ruiz et al., 2001; Rahman et al.,

2008; O'Neill et al., 2010). De maneira simples, os mecanismos envolvidos na

patogénese sdo: heranca genética, producdo de autoantigenos, elementos

ambientais, sistema neuroenddécrino, producéo de autoanticorpos e aumento da
atividade de células B e T (Rahman et al., 2008; O'Neill et al., 2010).

Figura 2. Historia natural do LES (Bertsias et al., 2010).
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Quadro 3: Principais falhas encontradas no sistema imune de pacientes com
LES.

Células Falha/Alteracéo funcional

Macrofagos Reducdo na habilidade de fagocitar células
apoptoticas

Células dendriticas Apresentacdo anormal de antigenos proprios

Células B Taxa de proliferagéo e producdo de autoanticropos
aumentada

Ativacao policlonal e sinalizagdo anormal
Defeito na tolerancia celular
Hiperreatividade e hiperresponsividade

Células T Padréo de expressao génica alterado levando a
alteracdes funcionais

Diminuicdo do numero de células T regulatoria e
capacidade diminuida de suprimir a imunidade
Hiperreatividade e hiperresponsividade

Sistema de Deficiéncia do complemento com consequente falha
complemento na depuracdo de complexos imunes.

Fonte: Crispin et al (2011).

2.5.1 Heranca genética

A expectativa de desenvolvimento do LES em gémeos monozigéticos e
dizig6ticos sao de 24-57% e 2-5%, respectivamente, sugerindo que a genética
tem uma atuacdo importante na patogénese da doenca (Rhodes et al.,2008;
Mufioz et al., 2010; Askanase et al.,2012). Genes do antigeno leucocitario
humano (HLA), particularmente HLA-DRB1e HLA-DQB1 tém sido conectados a
susceptibilidade ao LES (Reveille 1991; Muchinechi et al., 1998; Gladman et
al., 1999; Wakeland et al., 2001; Graham et al., 2002; Smikle et al., 2002;
Farabosco et al., 2006; Graham et al., 2007; Fu et al., 2011). O perfil HLA-
DRB1*0301 tem sido associado a susceptibilidade em pessoas latino-
americanas (Fu et al., 2011). Analises soroldgicas especificas apontam que
tanto o HLA-DR3 como o HLA-DR2 também séao fatores de risco (Fu et al.,
2011). Ja o HLA-DR3-DQ2 é um hapldtipo que tem forte associagcdo no

desenvolvimento do LES em caucasianos (Fu et al., 2011).
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2.5.2 Producéo de autoantigenos

E possivelmente uma das principais fontes de autoantigenos no LES, o
mecanismo de ativacdo induzida pela morte celular programada (apoptose)
(Levine et al., 1999; Mevorache et al., 2010; Rastin et al., 2011). Uma célula em
apoptose forma vesiculas de superficie resultante dos antigenos que se
deslocam do nucleo para a membrana celular. Proximo a superficie das
células, o antigeno pode ativar a resposta imune. Células ndo apoptéticas séo
achadas continuamente em individuos sadios, mas em pacientes com LES este
mecanismo se torna patogénico, devido ao acréscimo na quantidade e duracéo

de células apoptoticas em circulacao (Herrmann et al., 1998; Gaipl et al., 2006).

2.5.3 Elementos ambientais

Existem evidéncias de que a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV)
altera a estrutura quimica do &cido desoxirribonucleico (DNA) e sua
localizacdo, bem como a disponibilidade dos antigenos ribonucleiprotéicos
(RNP) (Sontheimer et al., 1996). Outro fator ambiental envolvido é a exposi¢éo
a determinados virus como o Epstein-Bar (EBV) e citomegalovirus (CMV).
Apos infeccdo, ocorre um mecanismo chamado de mimetismo molecular entre
0S antigenos proprios e externos, acompanhado da ativacdo inespecifica de
linfécitos T e B, resultando na liberacdo de autoantigenos mais imunogénicos
(Zzandman et al., 2008).

2.5.4 Sistema neuroendocrino
Contribuem para a patogénese do LES, as anormalidades na funcdo do
hipotalamo e/ou hipdfise. Foi verificado que alguns pacientes tém

hiperprolactinemia e outros tém niveis inadequados do horménio antidiurético
(Chrousos et al., 1995; Jara et al., 2001; Méndez et al., 2004).
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2.5.5 Producéo de autoanticorpos

Sao frequentes em pacientes com LES, os anticorpos antinucleares -
ANA, originalmente narrados em 1957 através de um ensaio de
imunofluorescéncia com o tecido do figado de roedores como substrato
(Ippolito et al., 2011; Radic et al., 2011). Mais de 90% dos pacientes com LES
tém ANA positivo. Valores de 1/80 ou maiores sdo aceitos como titulos
significativos. Embora sensiveis estes autoanticorpos ndo séo especificos para
o LES (Ippolito et al., 2011).

Um autoanticorpo altamente especifico para o LES é o Anti-dsDNA,
presente em até 70% dos pacientes, mas em menos de 0,5% dos individuos
sadios ou pacientes com outras doencas autoimunes (Isenberg et al., 1985;
Ippolito et al.,2011). Entre os pacientes que tém titulos elevados de anti-dsDNA
e doenca clinicamente quiescente, 80% tém a doenca que se torna
clinicamente ativa dentro de cinco anos ap6s a deteccdo de titulos elevados
deste autoanticorpo (Ng et al., 2006). Quase 70% dos pacientes com lesdes
subagudas possuem anticorpo anti-Ro (SSA), que pode estar associado a
anticorpos anti-La (SSB) (Castellino et al., 2007). O anti-Ro e o anti-La sao
imunoglobulinas especificas contra as proteinas do RNA, sendo que o anti-La
normalmente coexiste com o anti-Ro, raramente sendo encontrado sozinho.
Além disso, a presenca de anti-Ro e anti-La, ou ambos durante a gravidez
confere um risco de 1 a 2% maior de bloqueio cardiaco fetal (Buyon et
al.,2003).

Os anticorpos anti-receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), NR2a e
NR2b tém sido observados em pacientes com manifestacfes
neuropsiquiatricas (NP). Embora anticorpos anti-NR2 tenham sido estudados
em pacientes com LES, apenas anticorpos anti-NR2 no liquido
cefalorraquidiano (LCR), e n&o no soro, estdo associados com manifestacoes
NP difusos no LES (Arinuma et al., 2008). Os anticorpos anti-receptores NMDA
no LCR acometem o SNC independente de eventos tromboéticos ou vasculite
(DeGiorgio et al., 2001). Estes anticorpos no LCR foram associados com
manifestacbes NP em geral e manifestacoes NP difusas (Arinuma et al., 2008);

ja no soro, foram descritas associa¢cdes com disturbio cognitivo (Omdal et al.,
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2005), depressdao (Omdal et al., 2005), déficit de memoria recente e de
aprendizado (Omdal et al., 2005).

Proteina P ribossomal é um pentamero composto por trés fosfoproteinas
diferentes, formando o mondémero PO e os dimeros P1 e P2. Ela exerce um
papel enorme em todas as etapas da sintese proteica. A presenca de
anticorpos anti-P pode estar associada ao comprometimento do SNC (Tzioufas
et al., 2000; Abdel et al., 2008; Hirohata et al., 2007; Briani et al., 2009), rins
(Hulsey et al., 1995; Chindalore et al., 1998; Monova et al., 2001) e/ou danos
no figado (Koren et al., 1993; Arnett et al., 1995; Koscec et al., 1997).

2.5.6 Aumento da atividade de célulasBe T

Os mecanismos de aumento da atividade de células B e T envolvem a
producdo de autoantigenos, que esta relacionada ao aumento da apoptose e
ao clearance prejudicado de corpos apoptoticos fornecidos continuamente pelo
dano tecidual ( Figura 3). Um Unico antigeno inicia uma resposta, mas na
auséncia do mecanismo de tolerancia imunolégica, a resposta imune torna-se
ininterrupta, envolvendo mais células B e T com especificidade relacionada ao
antigeno inicial, até que ambas sejam ativadas por antigenos mdultiplos, muitos
dos quais sdo antigenos proprios (Chan et al., 1999; Gaipl et al., 2006).

Outro mecanismo importante sobre hiperatividade € a expressao
aumentada de moléculas de superficie que participam da ativacdo de células
em ambas as populacbes de células (células B e T). Autoanticorpos podem
ativar células T e ajudam na sua diferenciacdo. O estimulo aumentado na
diferenciacdo e maturacdo de células T leva a uma producdo anormal de
citocinas em pacientes com LES (Chan et al., 1999; Gaipl et al., 2006; Choi et
al., 2017).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, produzidas por
diferentes células do sistema imunoldgico inato e adaptativo (Yap et al., 2010).
Elas mediam a ativagédo e regulacdo funcional do sistema imunolégico através
da ligacdo aos receptores de superficie celular, desempenhando um papel
fundamental na diferenciacdo, maturacdo e ativacado de varias outras células
(Wozniacka et al., 2006; Yap et al., 2010).
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No LES, o perfil de citocinas pode determinar alguns aspectos
disfuncionais do sistema imunolégico e o envolvimento de varios o6rgdos. Perfis
alterados de citocinas podem ser responsaveis pela heterogencidade do LES

guanto a apresentacao, gravidade e resposta ao tratamento (Yap et al., 2010).

Figura 3. Mecanismo geral dos distlrbios de apoptose e alteragdo na remocao
de células apoptéticas, resultando na deposicdo de imunocomplexos (Tiffin et
al., 2013).
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2.6 Alteracbes Imunoldgicas no LES

As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células do sistema
imunologico e podem ter resultados tanto estimulatorios, participando da
propagacdo, ativacdo e quimiotaxia, quanto supressores, beneficiando a
diminuicdo de respostas imunes indesejadas ou inadequadas. Dessa forma,
alteracdes nessas proteinas tém sido implicadas na patogénese do LES, uma
vez que elas exercem papel importante na modulacéo da resposta imunologica
(Apostolidis et al., 2011).

Secretada por células T, a Interleucina-2, desempenha funcdes
imunorreguladoras importantes sobre essas células. No LES, h4d uma redugéo
na producdo dessa citocina (Alarcon et al., 2005), o que pode contribuir para a
reducdo do numero de células T reguladoras (Tregs), uma vez que a IL-2 &

necessaria para a sobrevivéncia e funcionamento dessas células (Lieberman et
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al., 2010). A reducao dos niveis de IL-2 também resulta em baixa atividade de
células T citotdxicas, elevando o risco de infeccdo em pacientes debilitados
pela doencga. Por fim, a deficiéncia de IL-2 no LES implica na supressao do
mecanismo de morte celular induzida por ativacdo, e consequente aumento da
longevidade de células T autorreativas (Tsokos et al., 2011).

Produzida principalmente por células T, a Interleucina-17 (IL-17), tem
uma importante ligacao entre a imunidade adaptativa mediada por células T e
0s componentes inflamatorios da imunidade inata, exercendo papel essencial
na resposta imune contra certas bactérias e fungos (Abbas et al., 2008). As
células produtoras de IL-17, células Th17, tém sido implicadas na patogénese
de vérias doencas autoimunes, incluindo o LES. O soro de individuos com a
doenca contém niveis anormalmente elevados dessa citocina e, tais pacientes,
também secretam a IL-17 através de células T CD4+ e CD4-CD8- (duplo
negativo) (Crispin et al., 2008; Nalbandian et al., 2009). Pacientes com nefrite
lupica, umas das manifestacdes clinicas mais recorrentes nesses individuos,
apresentam células secretoras de IL-17 em infiltrados nos rins. O acréscimo da
producdo de IL17 estd correlacionado com a atividade da doenca, isto é, a
liberacdo dessa citocina amplifica a resposta inflamatoria, recrutando células
efetoras aos 6rgédos alvos (Yang et al., 2008; Sigdel et al., 2016).

O Interferon tipo | (IFNa e IFNB) participa de varias fungdes, como
antiviral, antiproliferativa e imunomoduladora. Devido a isso, essa citocina foi
relacionada com o processo patogénico de diversas doencgas autoimunes,
incluindo o LES (Apostolidis et al., 2011). Estudos avaliando os niveis séricos
de IFN | em pacientes com LES mostraram que tanto os pacientes quanto o0s
individuos saudaveis de uma mesma familia tém producdo elevada de IFN |
(Niewold et al., 2007; 2008). Isso sugere que o controle genético do IFN | &
expressivo para a susceptibilidade a doenca. Contudo para o desenvolvimento
das manifesta¢gbes clinicas, sdo requeridas associagbes com outros fatores
como, por exemplo, polimorfismos genéticos em outros genes, fatores
ambientais e hormonais (Apostolidis et al., 2011). Além disso, um estudo de
analise de expresséo génica de IFN | mostrou que 90% dos pacientes exibiram
altos niveis séricos dessa citocina, levando ao que se chama de assinatura de

IFN, mas apenas 40% a 50% dos pacientes tinham uma atividade significativa
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de IFN, sugerindo que fatores adicionais Sdo hecessarios para uma
sensibilidade aos sinais liberados pelo IFN (Apostolidis et al., 2011).

As células dendriticas (CDs) sé@o células apresentadoras de antigenos
provenientes do mesmo precursor de monécitos. Sao largamente difundidas
pelos varios tecidos do corpo, permitindo a imunovigilancia contra patdgenos
invasores, sendo responséveis por induzir a resposta imune contra particulas
estranhas e por manter a autotolerancia (Seitz et al., 2010). As CDs tém acéo
importante no desenvolvimento do LES e podem influenciar no aparecimento
da doenca através da apresentacdo de autoantigenos, secrecdo de citocinas
pro-inflamatérias, como o IFN |, e induzindo a producdo de autoanticorpos
pelas células B (Choi et al., 2012).

Alguns dos principais eventos que ocorrem no LES sao os disturbios no
mecanismo de apoptose ou desregulacdo na remocao de células apoptéticas
(Rastin et al., 2013). Normalmente, essas células séo ligeiramente removidas
por fagécitos e seus conteudos — proteinas e material nuclear — séo
internalizados e digeridos. Nos pacientes com LES, os corpos apoptoticos
permanecem no meio extracelular e sdo expostos ao sistema imune que nao
reconhece tais estruturas como préprias, levando ao surgimento exacerbado de
antigenos autélogos (Abbas et al., 2008). Esses autoantigenos sdao
responsaveis por ativar CDs, as quais apresentam tais antigenos as células T
que estimulam células B, levando a producdo de auto anticorpos (Tiffin et al.
2013).

A desregulacdo das imunidades inata e adaptativa promove a liberacéo
de autoanticorpos contra, aproximadamente, 150 tipos diferentes de antigenos
autdlogos, dando inicio as lesdes teciduais (Fortuna & Brennan, 2013). A
producdo de autoanticorpos causa a formacao de imunocomplexos, 0s quais se
depositam nos tecidos e ativam o sistema complemento, caso ndo sejam
removidos ha o desencadeamento da resposta inflamatoria, causando o dano
tecidual (Kyttaris et al, 2010). Essa hipétese foi confirmada uma vez que
diversos componentes do sistema complemento se mostraram alterados e
tiveram seus genes associados com a susceptibilidade ao LES. Individuos com
deficiéncia de C1, C2 ou C4 apresentaram um risco maior de desenvolver LES
do que pessoas saudaveis. Pessoas com deficiéncia de C1 mostraram um
risco de 90% de desenvolvimento do LES, enquanto pessoas com niveis de C2
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diminuidos e total auséncia de C4, mostraram um risco de 10% e 75%,
respectivamente (Tsokos et al, 2011).

Estas descobertas mostram a importancia do complemento tanto como
primeira linha de defesa contra patdogenos, quanto no processo de
desenvolvimento da autoimunidade, ja que o sistema complemento opsoniza
0S imunocomplexos, promovendo a sua remocdo, prevenindo, assim, o
desencadeamento de uma resposta inflamatéria (Kyttaris et al., 2010).

Os autoanticorpos séo produzidos por células B autorreativas, as quais
fazem parte do conjunto normal de células num organismo saudavel. Contudo,
nos pacientes com LES, essas células cumprem uma funcédo inadequada,
provavelmente devido ao seu processo de maturagao defeituoso (Kyttaris et al.,
2010). As células B imaturas, que normalmente reconhecem e sdo ativadas
contra autoantigenos durante seu processo de maturacao, sdo submetidas aos
mecanismos de tolerancia imunologicos, evitando a presenca dessas células
autorreativas em 6rgdos do sistema imune periférico (Yurasov et al., 2006).

Populacdes de células B inativas em pacientes com LES apresentam
mais da metade dessas células autorreativas antes mesmo do primeiro
encontro com antigenos, o que indica falhas dos pontos de verificagdo durante
a maturacao desses linfécitos, resultando em um maior nimero de células B
autorreativas produzindo auto-anticorpos (Yurasov et al., 2005). Entretanto, as
células B ndo tém apenas a funcdo de produzir autoanticorpos. Tais células
também podem provocar a autoimunidade promovendo a apresentacao de
antigenos autélogos as células T, funcionando assim como APC (Tobon et al.,
2013).

Os linfécitos T, principalmente os T helper (Th), sdo responsaveis por
estimular reacdes inflamatérias, secretando citocinas e recrutando mais
leucdcitos (Figura 4). Nas doencas autoimunes, como no LES, a interacao de
células T autorreativas, que fugiram dos mecanismos de autotolerancia, com
autoantigenos, promove a inflamacdo exacerbada caracteristica dessas
doencgas (Abbas et al., 2008). Quando acoplado ao seu ligante, quer seja
antigeno ou autoantigeno, o0 receptor de célula T (TCR) provoca,
intracelularmente, uma cascata de sinalizacdo, sendo que no LES, essa
sinalizacdo é precoce e amplificada (Kyttaris et al., 2010). Uma vez que o
complexo CD3 do TCR é ativado, sinais intracelulares sdo desencadeados e
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podem bloquear a transcricdo do gene da IL-2, levando a uma deficiéncia
dessa citocina e, consequente reducdo de Tregs e supressao da ativacédo da
morte celular de células T autorreativas (Crispin et al., 2010; Lieberman et al.,
2010; Tsokos et al., 2011). Linfécitos Tregs participam do controle da tolerancia
periférica e desordens nessas células podem contribuir para o desenvolvimento
do LES. (Chavele et al., 2011) verificaram uma relagdo inversa entre a
habilidade de supressdo dos Tregs e a atividade da doenca, uma vez que no
LES, a ativacdo descontrolada das células autorreativas B e T pode ser
parcialmente atribuida a defeitos nos Tregs. O desequilibrio entre células B e T

autblogas e Tregs leva a autoimunidade (Chavele et al., 2011).

Figura 4. Subpopula¢bes dos linfocitos TCD4+. As fungbes, producdo de
citocinas, seus fatores de transcricdo: RORyt; T-bet; Foxp3; GATA-3; Stat. (Zhu
et al., 2006).
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adaptativa, contribuem, em conjunto, para a patogénese do LES. Dessa
maneira, as interacdes entre células dendriticas, células B e T autorreativas,
auxiliam na produgéo de autoanticorpos, no desequilibrio das citocinas e na
infiltracdo tecidual de células inflamatorias, provocando o surgimento das

manifestagdes clinicas do LES (Kyttaris et al., 2010).
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2.7Diferenciacdo e Funcdo das células Th17

Varios grupos mostraram de forma convincente que o TGF-B e IL-6,
citocinas com efeitos opostos, tem efeito sinérgico para induzir receptor nuclear
orfao RORyt, que coordena a expresséao de IL-17A e IL-17F em células T naive
(Veldhoen et al., 2006; Bettelli et al.,, 2006; Mangan et al., 2006). TGF-B &
produzido em varias linhagens de leucoOcitos e células estromais, uma
importante fonte autdcrina ou paracrina de TGF-a para a diferenciacdo in vivo
Th17 (Bettelli et al., 2006; Veldhoen et al., 2006 b; Gutcher et al., 2011). Assim,
TGF-B derivado de Treg permite a diferenciacdo de células Thl7 quando as
células T virgens sdo co-cultivadas com DCs. Células Th1l7 também podem
expressar grandes quantidades de TGF-3, e essa citocina pode atuar de uma
forma autdcrina para manter as células Th1l7 in vivo (Gutcher et al., 2011).
Além disso, o TNF e IL-18 aumentam a diferenciacdo das células Thl7
mediada por TGF-$ e IL-6 (Veldhoen et al., 2006).

A diferenciacdo das células T para o subconjunto Thl7 é induzida
guando iniciacdo ocorre na presenca de TGF-f e certas citocinas inflamatorias,
tais como IL-1B, IL-6 ou IL-2. Curiosamente, tem sido proposta que a
diferenciacdo de células naive para este subconjunto pro-inflamatério ocorra de
uma forma reciproca com o desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) e
a presenca de um sinal inflamatério supde-se que sejam o fator que determina
se células proé-inflamatérias ou células supressoras sdo geradas (Yang et al.,
2008).

As células Thl7 sdo responsaveis por montar resposta imune contra
bactérias extracelulares e fungos. Elas também estdo envolvidas na geracdo
de doencgas autoimunes (Ilvanov et al., 2006; Weaver et al., 2006). As principais
citocinas efetoras incluem IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22.

2.8A Citocina IL-17

A Interleucina-17 (IL-17) é produzida principalmente por células T e é
importante elo entre a imunidade adaptativa mediada por células T e os
componentes inflamatorios da imunidade inata, desempenhando papel
essencial na resposta imune contra certas bactérias e fungos (Abbas et al.,
2008).
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As células produtoras de IL-17, células Thl7, tém sido implicadas na
patogénese de varias doencas autoimunes, incluindo o LES. O soro de
individuos com a doenga contém niveis anormalmente elevados dessa citocina
e, tais pacientes, também secretam a IL-17 através de células T CD4+ e CD4-
CD8- (duplo negativas) (Nalbandian et al., 2009; Crispin et al., 2010).

Pacientes com nefrite IUpica, umas das manifesta¢cdes clinicas mais
recorrentes nesses individuos, apresentam células secretoras de IL-17 em
infiltrados nos rins. O aumento da producéo de IL-17 esta correlacionado com a
atividade da doenca, isto é, a liberacdo dessa citocina amplifica a resposta
inflamatoria, recrutando células efetoras aos érgaos alvos (Yang et al., 2009;
Sigdel et al., 2016).

2.9A Citocina IL-23

A IL-23 é expressa principalmente por células dendriticas
apresentadoras de antigenos e macréfagos, composta por duas subunidades
(IL-12p40 e 1L-23p19). Ela é reconhecida por estimular a proliferacdo e
manutencao de células Th17, estimuladas inicialmente por TGF-, IL-6 e IL-22
(Xu et al.2010).

Apesar das muitas semelhancas estruturais das citocinas e 0s seus
receptores e componentes de sinalizacdo a downstream da familia IL-12, elas
possuem diferentes atividades bioldgicas. IL-12 e IL-23 s&o principalmente
citocinas proé-inflamatorias e pro-estimulatérias com papéis chave no
desenvolvimento dos subconjuntos Thl e Thl7 de células T respectivamente
(Langrish et al., 2004; Hunter et al., 2005; Kastelein et al., 2007).

No entanto, estudos recentes revelaram gque estas novas proteinas tem
um papel limitado na promocéo da imunidade mediada pelas células classicas
(Thl e Th2). Sua capacidade é mais associada em estimular as células T CD4+
em produzir IL-17 que tem um papel dominante no desenvolvimento e na
manutenc¢ao da inflamag&o autoimune (Vignali &Kuchroo, 2012).

O eixo de IL-23, IL-17 tem um papel central na inflamacdo autoimune. A
IL-23 é necessaria para a expansdo de células patogénicas Th-17 e é
necesséria para a sua manutencdo (Apostolidis et al., 2011). A IL-17 é

responsavel pelo o recrutamento de células inflamatorias e facilita a infiltracao
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de células T no local da inflamacéo (Kolls et al., 2004). As interacdes entre a IL-
23 e IL-17 sao essenciais ndo s6 para a fase de inicio, mas também para a
fase avancada do LES, o qual é caracterizado pela ativacdo mediada por
células T de osteoclastogénese (Nalbandian et al.,, 2009). A presenca
excessiva destas citocinas conduz a um desequilibrio entre a pro-inflamatoria e

células T reguladoras em favor das células Th17 no LES (Yang et al., 2011).

2.10 A Citocina IL-27

A Interleucina-27 € um membro da familia das interleucinas 6 e 12,
fazendo parte de um grupo que é fundamental em processos biolégicos como
crescimento neuronal, a manutencdo O6ssea, desenvolvimento cardiaco e
regulacdo imune. Ele é produzido por células apresentadoras de antigenos
ativadas e desempenha um papel importante na regulacdo da diferenciacdo de
células T CD4 + e a resposta imune. IL-27 ativa varias cascatas de sinalizacao,
incluindo as JAK-STAT e p38 MAPK (Xia et al., 2015; Shaltout et al.,2016)

Foi demonstrado que a IL-27 previne a geracdo de células Th1l7 através
da inibicdo de RORyt, gene promotor desta linhagem celular. Nas inflamagdes
cronicas, a IL-27 é secretada para suprimir células Th17 através da regulacéo
de IL-17A e a inducgéo de IL-10 (Diveu et al., 2009).

Foi demonstrado que a administracdo de IL-27 suprimia in vitro a
producdo de citocinas de células T ativadas (Pan et al., 2010; Stumhofer et al.,
2008; Yoshimura et al., 2006). A IL-27 e o seu receptor, IL-27R (composto por
WSX-1 e a glicoproteina gp130), desempenham um papel imunossupressor e
na supressdao da producdo de citocinas proé-inflamatérias. Ambos o0s
compostos do receptor foram encontrados expressos em células T, células B,
células NK, mondcitos, mastécitos, células dendriticas (DCs), e células
endoteliais (Hibbert et al., 2003; Takeda et al., 2003; Artis et al., 2004; Wang et
al., 2007). Coletivamente, estes resultados revelaram um novo papel para IL-27
/ WSX-1 como um atenuador na producdo de citocina pro-inflamatoria, o que é

importante para prevenir a excessiva inflamagdo (Yoshida et al., 2009).
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2.11 A CitocinalL-22

A IL-22 é um membro da familia das citocinas da IL-10 e podem ser
produzidos por células como os Thl7, Th22, linfocitos T e as células NKT
(Dudakov et al., 2015; Pan et al., 2013).

O emprego da IL-22 parece estar relacionado coma resposta imune
inata epitelial e com a fisiopatologia de pele em doencgas inflamatérias. Pode
mediar a proliferacdo de queratinocitos cutaneos e hiperplasia epidérmica,
tendo um papel fundamental nas doencas inflamatérias com acantose
epidérmica, além do Lupus, outras doencgas podem estar relacionadas a IL-22,
como esclerose sistémica (Truch et al.,2011), Psoriase (Luan et al., 2014) e
Dermatite atopica (Gittler et al.,2012; Niebuhr et al.,2011), artrite reumatéide
(AR) (Konya et al.,2014), doenca de Behcet, espondilite anquilosante (Qin et
al.,2011).

2.12 O TGF-B

O Fator de crescimento transformante B (TGF-B) tem sido revelado
como um regulador essencial de ambas as fun¢bes inata e adaptativa em
doencas autoimunes. Uma das funcdes do TGF- é a de suprimir a inflamagéo
(Maloy et al., 2001), pode regular as respostas das células T auto agressivas
por prevencado da maturacdo da APC e pode inibir a diferenciacdo de CD4+ em
células Thl ou Th2 (Gorelik & Constant, 2002; Gorelik et al.,2002; Heath et al.,
2000).

TGF-3 é produzida por células NK e tem um efeito inibidor potente na
producéo de IL6, IL-1 e TNFa, citocinas envolvidas na patogenese do LES, por
macréfagos in vitro. TGF- suprime a secregao IgGpor linfocitos B de através
de co-estimulacao de células CD8 + com IL-2 (Horwitz et al., 1997).

O TGF-B tem um papel importante no controle da autoimunidade. No
LES, além de um aumento nos mediadores inflamatorios com atividade da
doenca, sdo diminuidas vias reguladoras, incluindo diminuicdo de TGF-
(Becker et al., 2010) e o potencial de alteragdo de popula¢gBes de células T
(Alexander et al., 2013; Golding et al., 2013) e ou a atividade (Vargas et al.,

2008), sugerindo um desequilibrio entre mediadores inflamatérios e de
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regulacdo (Ma et al., 2010), o que pode associar a susceptibilidade a doenca,

atividade e danos em érgaos no LES (Dijke et al., 2004, Letterio et al., 1998).
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar os niveis séricos das citocinas IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e

TGF-B para um melhor entendimento do lupus eritematoso sistémico.

3.20bjetivos especificos

e Avaliar os niveis séricos de IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-B, em

pacientes com LES e individuos saudaveis;

e Verificar a associagao das citocinas IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-
B com a atividade da doenca;

e Verificar a associagao das citocinas IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-
B com as manifestacdes clinicas do LES.
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4. METODOLOGIA

4.1Local do estudo

Os pacientes foram recrutados no ambulatério de Reumatologia do
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (HC-
UFPE) e o estudo foi realizado no NUPIT-SG (Nucleo de Pesquisa em
Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas Suely Galdino) / LINAT

(Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas).

4.2Populacao alvo

Foram selecionados 81 pacientes de ambos 0s sexos portadores de
Luapus Eritematoso Sistémico (LES), atendidos no ambulatério de Reumatologia
do HC-UFPE. Todos os pacientes tinham idade = 18 anos e preencherem os
critérios de classificacdo do ACR (American College of Rheumatology) para
LES. Foram selecionados também 34 voluntarios sadios que constituiram o

grupo controle.

4.3Coleta de dados

Apbs esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa, aqueles que
concordaram quanto as propostas foram convidados a participar do estudo,
com inclusdo dos mesmos apenas apds a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (CEP/CCS/UFPE N°145/09) (Anexo
A). Uma via do TCLE ficou sob posse do paciente e a segunda via com a
equipe de pesquisadores.

Os pacientes foram submetidos a uma avaliagdo clinica detalhada, com
coleta de dados demograficos e referentes a doenca e ao tratamento, para
preenchimento de ficha clinica especifica (Apéndice C). No mesmo dia da
coleta de sangue foi aplicado o escore de SLEDAI (Systemic Lupus
Erythematosus Diseases Activity Index) (Anexo B) para avaliacdo da atividade
da doenca (Gladman et al, 2002.)) e o SLICC/ACR-D (Systemic
Lupusinternational Collaborating Clinic/ACR Damage Index for Systemic
LupusErythematosus) (Anexo C) para avaliacdo do dano cumulativo (Gladman

et al., 1997). Foram excluidos todos os pacientes sob tratamento de
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pulsoterapia com glicocorticéide ha menos de 30 dias ou pulsoterapia com
ciclofosfamida ha menos de trés meses ou dose atual de prednisona = 1
mg/kg/dia e diagnéstico de infeccdo no momento da coleta. Os pacientes foram
subdivididos, de acordo com os escores de SLEDAI, em ativos (SLEDAI=6) e
remissao (SLEDAI<6).

O grupo controle consta de 34 voluntérios saudaveis, pareados por
idade, sem diagndstico de outra doenga reumatoldgica imunoinflamatoria ou de
imunodeficiéncias, escolhidos aleatoriamente no HC-UFPE. Todos os
voluntarios foram informados previamente sobre os procedimentos e objetivos

do estudo e s6 foram incluidos na pesquisa apés leitura e assinatura do TCLE.

4.4Determinacéo de citocinas

Pacientes com LES e voluntarios sadios foram submetidos a coleta de 8
mL de sangue em veia periférica, que foi imediatamente processado para
coleta do soro, as amostras foram divididas em aliquotas e armazenadas
congeladas a -80°C até a utilizacido. As citocinas (IL-17A, IL-22, IL-23p19, IL-27
e TGF-B) no soro dos pacientes e dos controles foram quantificadas por ELISA
sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay), seguindo as informacodes
recomendadas pelos fornecedores (Biosciences BD). A Absorvancia utilizada
foi a diferenca entre 570 e 450 nm. O limite de deteccdo dos kits de ELISA
utilizados no experimento foram 3.9pg / mL para IL-17A, 15.63pg / mL para IL-
22, 15.62 pg / mL para IL-23p19, 62.5 pg / mL para IL-27 and 7.81 pg / mL para
TGF-B. Quanto a dosagem dos fatores do complemento (C3, C4 e CH50) e
anti-DNA as amostras foram enviadas para analise no laboratério Marcelo
Magalhées ulizando os seguintes métodos: imunoturbidimétrico — COBAS 6000
para C3 e C4 ( imunohemolise para CH50), de acordo com os critérios ACR
para classificacdo do LES.
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4 5Andlise estatistica

Foram realizadas as andlises estatisticas por meio do GraphPad PRISM
6.01 software. Os resultados foram expressos como mediana, maxima e
minima (max-min) para dados ndo paramétricos. Média e desvio padrao foram
utilizadas para amostras de distribuicdo normal e o teste de D'Agostino foi
aplicado para avaliar a normalidade das amostras. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para dados ndo paramétricos comparados em dois grupos, ordinais e
nao pareados. O teste de regressao linear de Pearson foi utilizado para
verificar as correlagces das citocinas mensuradas com os dados clinicos. Para
dados ndo paramétricos, a correlacdo de Spearman foi utilizada, julgando a
forca da correlacdo pelo valor de R? sendo: 0 < R? <0,35 = correlagéo fraca;
0,35 <R? <0,67 = correlagdo moderada; 0,67 <R? <1 = correlagéo forte. Para as
associacbes e correlacdes citadas, foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p < 0,05. Para a regresséo linear multipla,
foram realizadas as analises por meio do STATA/SE 13.0, utilizando o modelo

PROBIT. Foi aceita significancia estatistica quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes com LES

Foram avaliados 81 pacientes com idade média de 36,7 (20-65) anos,
sendo 33,3% classificados com doenga ativa (SLEDAI=6), dos 34 voluntarios a
idade média foi de 39,6 (22 - 55). Os dados demograficos dos pacientes, as
caracteristicas da doenca e os tratamentos atuais no momento da inclusdo do

estudo estao resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas:

Parametros clinicos Data
Grupo controle, n 34

Idades (anos) (min-max) 39,6 (22 — 55)
Masculino 2
Feminino 32
Pacintes (Grupo LES), n 81

Idades (anos) (min-max) 36,75 (20 — 65)
Masculino 3
Feminino 78
SLEDAI

>6 27 (33,3%)
<6 54 (66,7%)
Tratamento

Pred 67
Antimalarico 54

Aza 26

MMF 21

Nefrite

Ativo 16 (19,7%)
Inativo 65 (80,3%)
Proteinuria 20 (24,7%)
Alopecia 15 (18,5%)

*Pred —prednisona, AZA — azatioprina, MMF — micofenolato de mofetila.

5.2 Pacientes com LES apresentam alteracdes nos niveis séricos de IL-17,
IL-22, IL-23p19 e IL-27.

Pacientes com LES apresentaram niveis séricos de IL-17 com mediana
de 3,90 (3,90 — 1202,20pg/mL) (p<0,0001), IL-22 mediana de 80,24 (10,82 —
735,75 pg/mL) (p<0,0001), IL-23p19 mediana del16,00 (15,63 — 1630,29 pg/mL)
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(p<0,0001) e IL-27 mediana de 494,00 (31,22 — 2794,00 pg/mL) (p<0,0001)
mais elevados do que o grupo controle IL-17 = 3,19 (3,90 — 3,92 pg/mL), IL-22
=7,81 (7,81 — 57,26 pg/mL), IL-23p19 =7,8125 (7,81 — 10,40 pg/mL) e IL-27
=62,5 (62,00 — 63,00 pg/mL), respectivamente. Em analise equivalente, os
niveis de TGF-Bencontrados nos pacientes com LES, mediana de 31,25 (7,81 —
7022,40) e controles com mediana de 40,5 (15,63 — 798,00 pg/mL) né&o
divergiram (Figura 5).

Figura 5: Alteracao nos niveis séricos de IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-B.
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5.3 Analise dos niveis de IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-B de acordo

com a atividade do LES

As andlises de correlacdo linear univariada ndo demonstraram diferenca
nos niveis séricos de IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 e TGF-f quando
comparados os pacientes com doencga ativa SLEDAI 26 e o grupo com SLEDAI
<6 (p> 0,05) (Tabela 2).

No entanto, a analise de correlacdo multivariada mostrou correlacao
negativa entre TGF- e SLEDAI =6 (p = 0,04) (Tabela 3).

5.4 IL-22 e IL-27 aumentaram em pacientes com LES e alopecia

Em analises especificas, primeiramente univariadas e, posteriormente,
multivariadas, em relacdo a alopecia em pacientes com LES, foram
encontradas associacfes positivas. Niveis séricos elevados de IL-22 foram
descritos em pacientes com LES quando comparados com pacientes sem
alopecia (p = 0,04). Além disso, analises multivariadas demonstraram que a
probabilidade da alopecia aumentar com aumento dos niveis séricos de IL-22
(p <0,001). Em relacdo aos niveis de IL-27, houve associacdo negativa
significativa com a analise multivariada (p = 0,004), quanto maior o0 aumento do
nivel de IL-27, menor a probabilidade de alopecia. No entanto, outras citocinas

avaliadas néo variaram significativamente (Tabela 2 e 3).

5.5 Os niveis IL-27 e TGF-B sao mais baixos em pacientes com LES e

nefrite

Os pacientes com nefrite apresentaram niveis séricos baixos de IL-27 (p
= 0,022) em relacdo ao grupo de pacientes que nao apresentavam esta
condicao. Além disso, andlises multivariadas apresentaram correlagdo negativa
significativa entre nefrite e IL-27 (p = 0,02)
Em relacdo ao TGF-B (p = 0,05), observou-se correlagdo significantemente
negativa exclusivamente em analises multivariadas. (Tabelas 2 e 3).
No entanto, os niveis séricos de outras citocinas avaliadas ndo variaram

significativamente nos grupos com e sem nefrite.
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Tabela 2: Correlacdo entre as manifesta¢des clinicas e citocinas no LES
Comorbidades/Citocina  IL-17A IL-22 IL-23p19 IL-27 TGF-

Nefrite 0,216 0,527 0,233 0,022* 0,7BSO
Proteinuria 0,308 0,855 0,397 0,091 0,212
Alopecia 0,525 0,049* 0,901 0,186 0,757
C3 0,815 0,846 0,149 0,022* 0,0006*
C4 0,270 0,328 0,347 0,050 0,039*
Anti-DNA 0,977 0,344 0,075 0,523 0,903

*Nivel de significancia = p < 0.05 (Analise univariada)

Tabela 3: Associacdo da atividade das citocinas IL-22, IL-27 e TGF- com as
manifestacdes clinicas no LES

Nefrite Proteinuria Alopecia Anti-DNA Sledai26
Coef p Coef p Coef p Coef p Coef p

Constante -0,23137 0,71 0,15715 0,77 0,06445 0,38 0,76763 0,20 0,98628 0,09

[L-22 0,00084 0,38 9.91e-06 0,99 0,00357 0,00+ 0,00058 0,56 -0,00008 0,93
IL-27 -0,00126 0,02* -0,00053 0,12 -0,00161 0,004* 0,00020 0,43 -0,00032 0,26
TGF- -0,00017 0,05* -0,00028 0,19 -0,00003 0,75 -0,00016 0,12 -0,00020 0,04*

*Nivel de significancia = p < 0.05 (Analise multivariada)

5.6 IL-27 e TGF-B correlacionaram-se com niveis sericos de C3 e C4

Na andlise univariada, os niveis séricos de IL-27 detectados no grupo
LES apresentaram correlacdo positiva com C3 (p = 0,02). Adicionalmente, o
TGF-B também apresentou correlacdo positiva com C3 (p = 0,0006) e C4 (p =
0,03). Nao houve correlagdo entre as outras citocinas avaliadas (Figura 6).
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Figure 6: Alteragdes com IL-27 e TGF-3 no grupo com LES comparado com
C3eC4
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Figura 7: Resumo dos resultados obtidos no estudo
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Discussao

O presente estudo demonstrou que em comparagdo com O grupo
controle, houve um aumento das citocinas IL-17, IL-22, IL-23p19, no grupo do
LES, o que corrobora com trabalhos ja descritos na literatura (Abou et al., 2012;
Wong et al., 2008). No entanto em relacéo ao IL-27 nosso trabalho mostrou um
aumento da citocina em relagdo ao controle, em outros trabalhos descritos
ocorreu o contrario com a diminuicdo da citocina no grupo LES, isso pode ser
explicado pela gravidade da doenca no grupo LES nesses trabalhos, com
pacientes mais graves a tendéncia seria menor presenca da citocina IL-27(Li et
al., 2010; Gaber et al.,, 2012;), jA com o TGF-B ndo foi significativamente
diferente entre os gruposb (Jin et al., 2012; Metawie et al., 2015).
Correlacionando a via Thl7, em especial as citocinas estudadas na
patogénese do LES.

Evidéncias sugerem que a IL-22 desempenha um papel importante na
patogénese de doencas autoimunes e inflamatdrias (Wolk et al., 2006; Wolk et
al., 2007; lkeuchi et al., 2005). No LES o envolvimento cutaneo é muito comum,
afetando até 90% dos pacientes.

Nosso estudo demonstrou aumento dos niveis sanguineos da IL-22 em
pacientes com LES quando comparados a controles sadios e uma correlacao
significativa entre a IL-22 e alopecia, evidenciando os dados da literatura,
indicando a participagao desta citocina na patogénese do LES, mais ndo houve
correlagdo com outras manifestagcdes clinicas. No entanto, 0 mecanismo exato
do papel da IL-22 no desenvolvimento e patogénese do LES nado foram ainda
elucidados. Alopecia € frequentemente associada a atividade da doenca, mas
pode ocasionar cicatrizes quando associada a lesdes discoides (Manson et al.,
2006; Rahman et al., 2008; Kuhn et al., 2011).

A funcgéo da IL-22 parece estar relacionada coma resposta imune inata
epitelial e com a fisiopatologia de pele em doencas inflamatorias. Pode mediar
a proliferacdo de queratindcitos cutaneos e hiperplasia epidérmica, tendo um
papel fundamental nas doencas inflamatérias com acantose epidérmica, além
do Lupus, outras doencas podem estar relacionadas a IL-22, como esclerose

sistémica (Truchetet et al., 2011), Psoriase (Luan et al., 2014) e Dermatite

57



atopica(Niebuhr et al., 2011; Gittler et al., 2012), artrite reumatéide (AR) (Konya
et al., 2014), doenca de Behget, espondilite anquilosante (Qin et al., 2011).

Seu papel na patogénese do LES ainda € controverso com diferentes
resultados descrito na literatura. Nosso estudo demonstrou aumento dos niveis
de IL-22, assim como em outros trabalhos descritos (Pan et al., 2013; Zhao et
al., 2013; Zhao et al.,, 2014). Entretanto, alguns estudos encontraram niveis
sanguineos da IL-22 diminuidos em pacientes com LES quando comparados a
controles sadios (Cheng et al., 2009; Pan et al., 2009), isso se deva talvez ao
tempo da doenca e gravidade no grupo de pacientes com LES. Outros
trabalhos descreveram que IL-22 apresentaram correlagdo positiva com nefrite
e com escores de SLEDAI, sugerindo sua participacdo na patogénese da
doenca (Qin et al., 2011).

Em relacdo a citocina IL-27, o presente estudo obteve correlacéo
significativa entre o aumento da citocina e o C3, ja em relacao a alopecia houve
uma correlagdo negativa, com a reducdo da probabilidade da ocorréncia da
alopecia com o aumento da citocina IL-27. A andlise estatistica também
evidenciou significancia com a reducdo da probabilidade de nefrite no grupo
com Lupus, com o aumento da IL-27, demonstrando uma acéo protetora,
resultado também encontrado em outros estudos (Xia et al., 2015; Duarte et al.,
2013).

O papel da citocina na resposta imune ndo é totalmente compreendido
desde respostas pr6 e anti-inflamatérias ja foram descritas. Em geral, a
atividade pr6 / anti-inflamatorio de IL-27 é influenciado pelas vias efetoras
imunes subjacentes, a fase da doenca, a presenca ou auséncia de citocinas
contra-reguladores / subconjuntos de células T, e do tipo de tecido / célula em
estudo. Apesar dos resultados de um espectro de varias doencas auto-imunes,
na maior parte os efeitos anti-inflamatodrias e imunomoduladoras de IL-27 foram
observados nesta categoria de doencas (Xia et al., 2015; Meka et al., 2015).

Héa evidencias que WSX-1(subunidade do receptor da IL-27) pode inibir
o processo inflamatério através de IL-10, via células CD4+, via STAT-1 e
STAT-3(Stumhofer et al., 2006; Kido et al., 2011). Além disso, estudos mostram
que IL-27 suprime citocinas pro-inflamatorias, como IL-2, IL-6 e IL-17(Batten et
al., 2007).
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No nosso estudo houve aumento da IL-17 nos pacientes com LES em
comparacao ao controle. Outros estudos demonstraram que a producéo de IL-
17, por células Th17, foi reduzida devido a presenca de IL-27. A correlagdo foi
realizada com camundongos deficientes de IL-27R onde ocorreu maior
frequéncia da producéo de células Th17 em presenca de TGF- e IL-6(Bettelli
et al., 2006; Stumhofer et al., 2006).

Foi demonstrado também que a IL-27 previne a geracao de células Th17
através da inibicdo de RORYt, gene promotor desta linhagem celular. Nas
inflamacdes cronicas, IL-27 € secretada para suprimir células Th1l7 através da
regulacdo de IL-17A e a inducéo de IL-10(Diveu et al., 2009).

Em relacdo ao TGF-B nosso estudo ndo encontrou alteragéo significativa
entre o grupo controle e LES, dado encontrado também em outros estudos
(Maryam et al., 2006; Liu et al.,, 2015). No entanto em nosso estudo obteve
correlacdo significativa entre o aumento entre TGF-f e C3, C4, anti-DNA,
também andlise estatistica significante com a reducdo da probabilidade de
nefrite no grupo com Lupus, redugédo do escore do SLEDAI 6 com o aumento
do TGF-B, demonstrando uma acéao protetora (Horwitz et al., 1997).

O papel protetor do TGF-B no lupus pode ser observado também através
de um modelo knock out para TGF-3. Esse modelo apresentou as carcteristicas
classicas dos pacientes com lipus como, por exemplo, ambos atigem multiplos
orgdos em doencas inflamatérios; producdo de auto-anticorpos (anticorpos
anti-Sm e anti-ds DNA) é detectada em ambas as doencas; e ha a ativacao
espontanea de células T auto-reactivas (Ohtsuka et al., 1998).

TGF-B é produzida por células NK e tem um efeito inibidor potente na
producao de IL6, IL-1 e TNFaq, citocinas envolvidas na patogenese do LES, por
macréfagos in vitro. TGF- suprime a secregao IgG por linfocitos B de através
de co-estimulacédo de células CD8 + com IL-2. Os niveis de TGFB sdo mais
baixos em pacientes com LES e esta € provavelmente por causa dos altos
niveis de IL-10 que suprimem a producédo de TGF-B por NK. Parece que a
elevada producédo de IgG, observada em pacientes com LES, é atribuivel, em
parte, a baixos niveis de TGF-B e a supressao inadequada da producao de IgG
(Horwitz et al., 1997).

TGF-B tem sido revelado como um regulador essencial de ambas as

funcdes inata e adaptativa em doencgas auto-imunes. Uma das func¢bes do
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TGF-B é a de suprimir a inflamagédo (Maloy et al.,, 2001), pode regular as
respostas das células T auto agressivas por prevencao da maturagédo da APC e
pode inibir a diferenciacdo de CD4+ em células Thl ou Th2 (Gorelik & Flavell.,
2002; Gorelik et al., 2002; Heath et al., 2000).

A concentracdo sérica de TGF-B1 € diminuida em pacientes com LES
ativo, e os niveis de TGF-B1 urinario sdo aumentados em pacientes com nefrite
(Xing et al., 2011; Hammad et al., 2006). Estudos descritos na literatura
obtiveram redugcdo do TGFB1 do grupo do ldpus quando comparado ao
controle, nesse mesmo estudo os niveis totais de TGF-B1 foram menores nos
pacientes com alta atividade da doenca (SLEDAI> 10). Os niveis totais de
TGF-B1 foram menores em pacientes com LES com alta atividade da doenca e
danos graves em 6rgdos. A gravidade do dano renal foi associado com o0s
niveis séricos reduzidos de total de TGF-B1, sugerindo que o TGF-B1 pode
estar envolvida na patogénese da lesé@o renal causada por nefrite lupica (Jin et
al., 2012; Metawie et al., 2015).
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Conclusao



. CONCLUSAO

Aumento dos niveis séricos das citocinas IL-17, IL-22, IL-23p19 e IL-27
em comparacao ao grupo controle, ndo havendo alteracdo com o TGF-f3.
De acordo com a atividade do LES avaliada pelo SLEDAI 6 as analises
demonstraram correlacdo com o TGF-, quanto maior a concentracao
da citocina menor probabilidade do SLEDAI>6.

Ndo foi encontrado associagdo entre os niveis das citocinas IL-27 e
TGF-B correlacionaram-se com niveis séricos de proteinas do
complemento (C3) e com pacientes LES com nefrite, a relacdo com C4
somente ocorreu com TGF-(.

Associacdo com alopecia ocorreu positivamente com IL-22 e
negativamente com IL-27.

Uma melhor compreensdo das citocinas e importancia na resposta
imune ira permitir a criagdo de novos marcadores e agentes terapéuticos

Gteis no diagndstico precoce e tratamento melhorado de LES.
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Perspectivas



. PERSPECTIVAS

Dosar estas citocinas, I1L-17, IL-22, I1L-23p19, IL-27 e TGF-, em outras
doencas autoimunes para avaliar a possibilidade destas como
marcadores do LES.

Realizar a fenotipagem das células produtoras das citocinas, IL-17, IL-
22, IL-23p19, IL-27 e TGF-B.
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APENDICE A- Artigo.

The analysis of IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 and TGF-B’s role in the
pathogenesis of SLE.

Abstract

Systemic lupus erythematosus is a multifactorial disease with its etiology still
not fully described. It is known that SLE is multifactorial disorder which involves
the activation of autoreactive T and B cells against a variety of intracellular
components. The objective of this study was to evaluate serum levels of IL-17,
IL-22, 1L-23p19, IL-27 and TGF-f to a better understanding of SLE'’s
pathogenesis. Serum levels of cytokines were determined by ELISA and
evaluated in 81 patients with SLE. The serum levels of IL-17, IL-22, IL-23p19,
IL-27 e TGF-Bwere in SLE patients(3.90; 80.24; 16.00; 494.00 e 31.25) . There
was a positive correlation between IL-27 and C3 levels (p = 0.0226), and
patients with nephritis presented higher IL-27 levels (p = 0.016). A significant
positive correlation between TGF- levels with C3 (p = 0.0003) and C4 (p =
0.0397) was also observed in the univariate analysis. The IL-17, IL-22, IL-23p19
and IL-27cytokines were not associated with disease activity measured by the
SLEDAI score. Multivariate analysis revealed that an increase in TGF-f3 levels
leads to a reduction in the SLEDAI score (p = 0.04) with the increase of TGF-.
These data have demonstrated a protective correlation of IL-27 and TGF-B in
SLE patients, but more studies are needed to clarify the exact role of this

cytokine and its potential use as a therapeutic target.

Keywords: Systemic lupus erythematosus, disease activity, cytokine.
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Introduction

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune mediated disease
caracterized by a wide phenotypic variability®. Its clinical course usually evolves
with periods of exacerbation and remission and most patients have a relatively
benign course, but the overall survival is lower when compared to the general

population?.

Immunologic abnormalities in SLE include functional hyperactivity of T and B
lymphocytes with large production of autoreactive polyclonal antibodies,
immune complex deposition in the connective tissue, and other functional
changes in natural killer lymphocyte® . Although recent advances, SLE

ethiopatogeneis is still not fully understood.

Cytokines are key inflammatory mediators in SLE immune response. They play
an important role in tissue damage, resulting from local and systemic

inflammatory response®®’.

Since serum and plasma cytokines levels are usually elevated in active SLE
patients, these molecules are potential biomarkers and therapeutic target.

Cytokines as biomarkers is another important aspect, because their production
is increased in serum and plasma of active SLE raising the possibility that these

molecules may become potential therapeutic targets>®°

Produced mainly by T cells, Interleukin-17 (IL-17) has an important link between
the T cell mediated adaptive immunity and inflammatory components of innate
immunity. IL -17 is a pleiotropic cytokine that stimulates T lymphocytes,
endothelial cells, epithelial cells and fibroblasts to produce proinflammatory
cytokines such as IL-1, IL-6, TNF and chemokines®. IL-17 is classified into six
subtypes (A, B, C, D, E and F), but IL-17A and F have been related to
autoimmunity, while IL-17B, C, D and E still need to be better characterized®. IL-
17 is produced by Th17 lymphocytes, but other cells may also produce it, such
as y0 T cells, NK cells, double-negative lymphocytes, mast cells and
neutrophils®.
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The IL-23 is mainly expressed in antigen-presenting dendritic cells and also in
macrophages. IL-23 is known to stimulate the proliferation and maintenance of
Th17 cells, initially stimulated by TGF-B, IL-6 and IL-22. Some studies have

described correlation with the pathogenesis of SLE*>**.

Interleukin-27 (IL-27) is the last described member of the IL-12 family. It is
produced by activated antigen presenting cells and it plays an important role in
regulating cell differentiation of CD4 + T cells and the immune response. IL-27
activates several signaling cascades, including the JAK-STAT and p38
MAPK!H,

The transforming growth factor B (TGF-B) has an important role in controlling
autoimmunity, and its production is reduced in lupus, which can associate with

the disease susceptibility, activity and organ damage in SLE***3,

Detailed analysis of cytokine levels, their interrelationships and how they relate
to disease activity and the accumulation of damage may help us predict the
course of the disease. Thus, the main objective of this study is to explore the
relationship between pro inflammatory cytokines, IL-17 and IL-23p19, IL-27 anti-
inflammatory and IL-22 pleiotropic cytokines and TGFf involved in the etiology

and pathogenesis of SLE*?*3,

Materials and methods

Population study

81 patients of both sexes with Systemic Lupus Erythematosus (SLE) were
selected, treated in the rheumatology clinic of the Hospital das Clinicas (HC) of
the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE). All patients were aged = 18
years and fulfiled the ACR classification criteria (American College of
Rheumatology) for SLE. Also, 34 healthy volunteers were selected to make the
control group. The study has been approved by the Research and Ethics
Committees from UFPE (CEP/CCS/UFPE N°145/09), and all participants have
signed the free and informed consent. All patients receiving pulse therapy with

glucocorticoids for less than 30 days or cyclophosphamide pulse therapy for

97



less than three months or current dose of prednisone = 1 mg / kg / day and
diagnosis of infection at the time of collection, were not included. 8 ml of blood
in a peripheral vein were collected in SLE patients, which was immediately
processed to isolate mononuclear cells. SLEDAI (Systemic Lupus
Erythematosus Activity Index Diseases) score was applied on the same day of
blood collection for evaluation of disease activity. Patients were subdivided
according to the SLEDAI scores in active (SLEDAIZ6) and inactive (SLEDAI =
0).

Determination of cytokines

Cytokines (IL-17, 1L-22, 1L-23p19, IL-27 and TGF-B) in the serum of patients
and controls were quantified by sandwich ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), following the information recommended by the
suppliers. The absorbance used was the difference between 570 and 450 nm.
The detection limit of the ELISA kits used in the experiment were 3.9pg / mL for
IL-17A, 15.63pg / mL for IL-22, 15.62 pg / mL for IL-23p19 , 62.5 pg / ml for IL-
27 and 7.81 pg / mL for TGF-B.

Statistical analysis

We used GraphPad PRISM software 6:01 to perform statistical analyzes. The
results were expressed as median, maximum and minimum (max-min) for
nonparametric data and mean and standard deviation for normal distribution
samples. D’Agostino test has indicated the samples’ normality. The Mann-
Whitney test was used for nonparametric data compared in two groups, ordinal
and unpaired. Pearson’s linear regression test was used to verify the correlation
of measured cytokines with clinical data. Spearman correlation was used for
non-parametric data, judging by strength of the correlation R2 value being: 0 <=
R? <0.35 weak correlation; 0.35<R? <0.67 = moderate correlation; 0.67 <= R? <1
strong correlation. For the cited associations and correlations, they were
considered statistically significant when the p value < 0.05. Analyzes were
performed using STATA / SE 13.0 for multiple linear regression, using the

PROBIT model. Statistical significance was accepted when p < 0.05.
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RESULTS

Demographic and clinical characteristics of SLE patients

We evaluated 81SLE patients with mean age of 36.7(20-65) years with 33.3%
of them were classified with active disease (SLEDAI=6). Patient demographics,
disease characteristics and current treatments at time of study inclusion are

summarized in Table 1.

IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 and TGF-B serum levels accordingto SLE
activity

Univariate linear correlation analyses demonstrated no difference of serum
levels of IL-17, IL-22, IL-23p19, IL-27 and TGF- when comparing patients with
active disease SLEDAI 26 and remission group SLEDAI <6 (p> 0.05). Table 2
However, multivariate correlation analysis showed a negative correlation among
TGF-B and SLEDAI 26 (p = 0.04) (Table 3).

IL-22 and IL-27 increased in SLE patients with alopecia

In specific analyses, first univariate and then multivariate later, regarding
alopecia in SLE patients, positive associations were found. Higher serum levels
of IL-22 were described in SLE patients when compared with patients without
alopecia (p=0.04). In addition, multivariate analyses demonstrated that
probability of present alopecia increases with higher serum IL-22 levels (p<
0.001). Regarding IL-27 levels, there was significant negative association with
the multivariate analysis with IL-27 (p = 0.004). However, other cytokines

evaluated did not vary significantly (Table 2 and 3).

IL-27 and TGF-B correlated with C3 and C4 serum levels

In univariate analysis, IL-27 serum levels detected in SLE group showed a
positive correlation with C3 (p=0.02). Aditionally, TGF-B also presented a
positive correlation with C3 (p = 0.0003) and C4 (p = 0.03). There was no
correlation between the other cytokinesevaluated (Figure 1).
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Serum IL-27 and TGF-B are lower in SLE patients with nephritis

Patients with nephritis presented lower IL-27 serum levels(p=0,022) compared

to the group of patients who did not have this condition. Moreover, multivariate

analyses presented a significantly negative correlation among nephritis and IL-

27 (p=0.02)

Regarding TGF-B (p=0.05), we showed a signifcatly negative correlation

exclusively in multivariate analyses.(Tables 2 and 3).

However, serum levels of other evaluated cytokines did not vary significantly

ingroups with and without nephritis.

Table 1: Patients’clinical and demographic:

Clinical Parameters Data
Patients (LES Group), n 81

Age (years) (min-max) 36.75 (20 - 65)
Male 3

Female 78

SLEDAI

>6 27 (33.3%)
<6 54 (66.7%)
Treatment

Pred 67
Antimalarial 54

Aza 26

MMF 21
Nephritis

Active 16 (19.7%)
Inactive 65 (80.3%)
Proteinuria 20 (24.7%)
Alopecia 15 (18.5%)

*Pred —prednisone, AZA — azathioprine, MMF — mycophenolate mofetil
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Table 2: Correlation of clinical manifestations and cytokines in SLE:

Comorbidities/Cytokine IL-17A IL-22 IL-23p19 IL-27 TGF-B
Nephritis 0.216 0.527 0.233 0.022* 0.750
Proteinuria 0.308 0.855 0.397 0.091 0.212
Alopecia 0.525 0.049* 0.901 0.186 0.757
c3 0,815 0,846 0.149 0.022 0.0006
ca 0.270 0.328 0.347 0.178 0.039
Anti-DNA 0.977 0.344 0.075 0.523 0.903

*Level of significance = p < 0.05 (Univariate linear analysis)

Table 3: Association of the activity ofcytokines IL-22, IL-27, TGF-f and clinical
manifestations in SLE.

Nephritis Proteinuria Alopecia Anti-DNA Sledai>6
Coef P>[t] Coef P>[t] Coef P>[t] Coef P>[t] Coef P>[t]

Constante  -0.23137 0.71 0.15715 0.77 0.06445 0.38 0.76763 0.20 0.98628 0.09

1L-22 0.00084 0.38 9.91e-06  0.99 0.00357  0.00*  0.00058 0.56 - 0.00008 0.93
1L-27 -0.00126 0.02*  -0.00053 0.12 -0.00161 0.004*  0.00020 0.43 - 0.00032 0.26
TGF-B -0.00017  0.05* -0.00028 0.19 -0.00003 0.75 -0.00016 0.12 -0.00020  0.04*

*Level of significance = p < 0.05 (Multivariate linear analysis)
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Figure 1: Changes in serum levels of IL-27 and TGF-f in the group with SLE compared
to C3 and C4.
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DISCUSSION

This study demonstrates an increase in IL-17, IL-22 and IL-23p19 cytokines of
the SLE group, which corroborates with works already described in this
literature **'°. Evidence suggests that IL-22 plays an important role in the
pathogenesis of autoimmune and inflammatory diseases '®*"'8. In SLE,

cutaneous involvement is very common, affecting up to 90% of patients.

Our study has shown an increase in thelL-22 blood levels in patients with SLE,
when compared to healthy control and a significant correlation between IL-22
and alopecia, pointing the literature data, indicating this cytokine’s role in SLE

pathogenesis.But, there was no correlation with other clinical manifestations.
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However, the exact mechanism of IL-22’s role in the development and

pathogenesis of SLE have not yet been elucidated %,

Alopecia is often associated with disease activity, but it can cause scarring

when associated with discoid lesions.The role of IL-22 seems to be related to

epithelial innate immune response and the pathophysiology of skin in

inflammatory diseases. It can mediate the proliferation of skin keratinocytes and

epidermal hyperplasia, and it has a key role in inflammatory diseases with

epidermal acanthosis.Besides Lupus, other diseases may be related to IL-22,
23,24

such as systemic sclerosis?!, Psoriasis?, atopic dermatitis®*?*, rheumatoid
arthritis (RA)?°, Behcet's disease, ankylosing spondylitis®®.

Its role in the pathogenesis of SLE is still controversial with different results
described in the literature. Our study has demonstrated an increase in the IL-22

27.28,29 \while some studies have

levels, as well as in other described researches
found decreased IL-22 blood levels in patients when compared to healthy
controls. Maybe, this happens due to the time of the disease and its severity in
the SLE patients group. Other papers have shown IL-22 presents a positive
correlation with nephritis and SLEDAI score, suggesting its participation in

disease pathogenesis %°.

Regarding IL-27 cytokine, this study got a significant correlation between the
increase of the cytokine and C3, negative correlation with the reduction of
alopecia occurrence probability.Also, the study has found a significant statistical
analysis to reduce the probability of nephritis in the group with lupus, with the
increase of IL-27, demonstrating a protective action, results also found in other

studies®®3+32,

The role of cytokines in the immune response (immunity) is not fully
understood.Their action can trigger responses that promote both inflammatory
and anti-inflammatory responses. In general, the pro activity / anti-inflammatory
of IL-27 is influenced by underlying immune effector pathways, the stage of the
disease, the presence or absence of counter-regulatory cytokines / T cell
subsets, and tissue type / cell being studied. In spite of the results of a spectrum
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of various autoimmune diseases, most anti-inflammatory effects and

immunomodulatory IL-27 were observed in this category of diseases ** *3,

There is evidence that WSX-1 (receptor subunit IL-27) might inhibit the
inflammatory process through IL-10 via CD4+ cells, STAT-1 and via STAT-
3%3%  Furthermore, studies show that IL-27 suppresses pro-inflammatory

cytokines such as IL-2, IL-6 and IL-17%,

In our study, there was an increase of IL-17 in patients with SLE, compared to
the control. Another study demonstrated that IL-17 production by Th17 cells has
been reduced due to presence of IL-27. The correlation was performed with IL-
27R deficient mice,which there was a higher frequency of Th1l7 cells in the

presence of TGFB production and IL-6°"3*.

The study also showed IL-27 prevents the generation of Th17 cells by inhibiting
RORYt, promoter gene of this cell line. In chronic inflammation, IL-27 is
secreted to suppress Thl7 cells through IL-17A regulation and IL-10

induction®.

Regarding the TGF-B, our study had no significant change between the control
group and SLE, data also found in other studies®® “°. The study had significant
correlation between the increase in TGF- and C3, C4, which is a statistically
significant analysis with the reduction of nephritis probability in the group with
lupus, the reduction SLEDAI 6 score with increasing TGF-B, thus,

demonstrating a protective action.

The protective role of TGF-B in lupus can also be observed through a
murineknockout model for TGF-B. This model showed classic features of lupus
patients, for example, both achieve multiple organs inflammatory diseases;
production of autoantibodies (anti-Sm and anti-dsDNA antibody) is detected in

both diseases; and there is the spontaneous activation of autoreactive T cells*".

TGF-B is produced by NK cells and it has a potent inhibitory effect on the
production of IL-6, IL-1 and TNF, which are cytokines involved in the
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pathogenesis of SLE by macrophages in vitro. TGF-3 suppresses IgG secretion
using B lymphocytes through co-stimulation of CD8 + cells with IL-2. TGF(
levels are lower in patients with SLE and this happens probably because of the
high levels of IL10 that suppress the production of TGF- by NK. It seems that
high 1gG production observed in SLE patients is attributable, partially, to low

levels of TGF-B and inadequate suppression of IgG production®.

TGF-B has been revealed as an essential regulator of both innate and adaptive
functions in autoimmune diseases. One of the TGF-B functions is to suppress
inflammation®®. Plus, it can regulate the auto aggressive T cells responses by
preventing the maturation of APC and it may inhibit the differentiation of CD4+

in Thl or Th2 cells** 4> 48,

TGF-B1 serum concentration is decreased in patients with active SLE, and
urinary TGF- B1 levels are increased in patients with nephritis*’ *°.

Studies in the area obtained a reduction of TGFB1 lupus group compared to
control, in this very same study, total levels of TGF-1 were lower in patients
with high disease activity (SLEDAI> 10). The total TGF-B1 levels were lower in
SLE patients with high disease activity and severe organ damage. The severity
of renal damage was associated with decreased serum levels of TGF-f1’s total,
thus suggesting TGF-B1 might be involved in the pathogenesis of renal injury

caused by lupus nephritis**°.

Conclusion

Our study showed an increase in serum levels of IL-17, IL-22, IL-23p19 and IL-
27cytokines compared to the control group. IL-27 and TGF-B correlated with
serum levels of complement proteins (C3) and with SLE nephritispatients, the
association with the C4 occurred only with TGF-B. According to the SLE activity
assessed by SLEDAI 6, analyses showed correlation with TGF-B. Association
with alopecia was positively with IL-22 and negatively with IL-27. A better
understanding of the importance of cytokines and the immune response will
allow the creation of new markers and useful therapeutic agents for the early
diagnosis and an improved treatment of SLE.
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APENDICE B- Termo de consentimento livre esclarecido para ciad&os
alfabetizados

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
PARA CIDADAOS ALFABETIZADOS

« Avaliacao de novos derivados tiazolidinicos agonistas do PPAR na inibicao
da resposta inflamatodria das células Th17, Th1, Th17/Th1 in vitro em PBMCs
provenientes de pacientes com lipus »

Nds o convidamos a participar de uma pesquisa que visa a descoberta de novos
medicamentos para o tratamento do llpus eritromatoso sistémico (LES). Como
pesquisadores responsaveis deste estudo, nosso objetivo é melhorar o tratamento dos
pacientes portadores desta doenca. Desta forma, visamos descobrir farmacos com
menos efeitos colaterais e mais eficazes comparados aos atualmente utilizados. Nesta
pesquisa sé sera realizado testes com as células presentes no seu sangue, apds este
ter sido coletado por profissionais competentes. Deste modo, nenhum medicamento
sera administrado em vocé durante toda a pesquisa.

E importante ressaltar que:

Sua participacao é inteiramente voluntaria;

Vocé tera ressarcimento de despesas, como transporte ou alimentacdo, durante

a participacdo na pesquisa;

3. Vocé pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser;

4. Nobs solicitaremos novamente sua aprovacao (verbal) no momento de cada
coleta;

5. Suas informagdes nunca serao divulgadas, ou seja, permanecerao

confidenciais.

N

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune do tecido
conjuntivo caracterizada pela producao de auto-anticorpos. Nesta doencga, as células
de defesa do corpo destroi células do proprio organismo, ao invés de destruir apenas
organismos estranhos. Este fendmeno leva ao desenvolvimento de lesdes cutaneo-
vasculares localizadas ou disseminadas. As manifestacdes cutaneas usualmente se
apresentam mais expressivas nas areas expostas ao sol, como no rosto e no nariz.
Também se observa dor e inchago, principalmente nas articulagdes das maos. Nos
casos mais graves ha comprometimento com mais frequéncia dos rins, mas outros
orgaos também podem ser atingidos. Alteracoes hematoldgicas (alteracdes no nimero
de células do sangue), como a anemia, leucopenia, linfopenia e plaquetopeniapodem
ocorrer em mais de 50% dos pacientes.

A causa do LES ainda é desconhecida. Fatores genéticos ja foram mostrados
implicados no desenvolvimento desta doenca.

O LES afeta principalmente mulheres em idade reprodutiva. Todavia, a idade de
inicio da doenca varia de 2 a 90 anos.

Os medicamentos utilizados no tratamento do LES tém dois objetivos basicos:

(i) reduzir a inflamagao dos tecidos afetados, e (/) inibir as anomalias do sistema
imunoldgico (sistema de defesa do corpo humano) consideradas responsaveis pela
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inflamagdo. Em muitos casos, também é necessario o uso de outros medicamentos
para o tratamento de outras complicacOes, tais como: contra a retencdo de fluidos,
anti-hipertensivos, anticonvulsivantes e antibidticos.

Sem quimioterapia especifica, varios sdao os farmacos utilizados no lipus
eritematoso: a cloroquina, a talidomida, os farmacos antiinflamatdrios ndo-esterdides e
os corticosterdides. A melhora dos sintomas geralmente é notada apds poucos dias de
tratamento, porém alguns pacientes necessitam o uso continuo destes farmacos, que
pode ocasionar efeitos colaterais graves. Portanto, faz-se necessario um estudo como
este, que vise a descoberta de novos farmacos para o tratamento desta doenca.

Nds solicitamos a sua colaboragdo e participagdo neste estudo porque vocé é
portador do LES ou por vocé ser um voluntario nao portador desta doenca.Este estudo
inclui a participagao de 130 individuos. Entre os quais, 30 sao voluntarios sadios e 100
sao portadores do LES.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de
sangue é feita no braco e a quantidade coletada € equivalente a duas colheres de sopa
(10-15 ml). A coleta de sangue pode ser desconfortavel e o braco pode ficar um pouco
dolorido. Antes de iniciar a coleta, nds limparemos o seu braco com alcool, e todo
material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por profissionais treinados e
competentes e orientados para reduzir os riscos.

Nds faremos também lhe algumas perguntas para obter informagdes clinicas, as
quais serao importantes para nosso estudo.

Os resultados deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou

em revistas médicas, mas nao aparecera seu nome. Suas informagdes nunca serao
divulgadas, permanecerao confidenciais.
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Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacao neste estudo?

Se vocé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da
nossa equipe, podendo contatar:

1) Professora Dra. Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica e Professora da
Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Medicina Clinica.

Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE.

E-mail: aduarte@terra.com.br. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-3575

2) Professor Dr. Carlos Teixeira Brandt, Médico e Professor da Universidade Federal de
Pernambuco, Hospital das Clinicas, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria,
CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail: carlosbrandt@bol.com.br. Telefone/Fax: 55 (81)
2126-3060

3) MSc. Maira Galdino da Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof.
Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE.E-mail:
mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Assim como, o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/CCS, o Professor
Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto, do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP:
50.670-901 Recife — PE. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8588.
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Vocé ficara com uma cépia deste documento.

Nome do responsavel pela coleta de

Assinatura: .....cvecvvvervrnnnnnnnnnns

B =0 =T 1 1011 2 T T

Assinatura da Coordenacao do Projeto:

Professora Dra. Angela Luzia Branco Pinto
Duarte

Doutoranda Maira Galdino da Rocha Pitta
Pesquisador Responsavel
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APENDICE C- Termo de consentimento livre esclarecido para ciad&os ndo
alfabetizados

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
PARA CIDADAOS NAO ALFABETIZADOS

« Avaliacao de novos derivados tiazolidinicos agonistas do PPAR na inibicao
da resposta inflamatoria das células Th17, Th1, Th17/Th1 in vitro em PBMCs
provenientes de pacientes com lipus »

Por favor, leia as informagdes a seguir para o sujeito da pesquisa,
preferencialmente na presenca de terceiros, assegurando-se que as informacgdes foram
todas compreendidas e permitam ao voluntario a plena liberdade entre escolher
participar ou nao do estudo.

Nds o convidamos a participar de uma pesquisa que visa a descoberta de novos
medicamentos para o tratamento do lUpus eritromatoso sistémico (LES). Como
pesquisadores responsaveis deste estudo, nosso objetivo é melhorar o tratamento dos
pacientes portadores desta doenca. Desta forma, visamos descobrir farmacos com
menos efeitos colaterais e mais eficazes comparados aos atualmente utilizados. Nesta
pesquisa so sera realizado testes com as células presentes no seu sangue, apds este
ter sido coletado por profissionais competentes. Deste modo, nenhum medicamento
sera administrado em vocé durante toda a pesquisa.

E importante ressaltar que:

6. Sua participacdo € inteiramente voluntaria;

7. Vocé tera ressarcimento de despesas, como transporte ou alimentacdo, durante
a participacao na pesquisa;

8. Vocé pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser;

9. Nos solicitaremos novamente sua aprovacao (verbal) no momento de cada
coleta;

10.Suas informagbes nunca serao divulgadas, ou seja, permanecerao
confidenciais.

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune do tecido
conjuntivo caracterizada pela producao de auto-anticorpos. Nesta doenga, as células
de defesa do corpo destroi células do prdprio organismo, ao invés de destruir apenas
organismos estranhos. Este fenOmeno leva ao desenvolvimento de lesdes cutaneo-
vasculares localizadas ou disseminadas. As manifestacbes cutaneas usualmente se
apresentam mais expressivas nas areas expostas ao sol, como no rosto e no nariz.
Também se observa dor e inchago, principalmente nas articulagdes das maos. Nos
casos mais graves ha comprometimento com mais frequéncia dos rins, mas outros
orgaos também podem ser atingidos. Alteracdes hematoldgicas (alteracdes no nimero
de células do sangue), como a anemia, leucopenia, linfopenia e plaquetopeniapodem
ocorrer em mais de 50% dos pacientes.

A causa do LES ainda é desconhecida. Fatores genéticos ja foram mostrados
implicados no desenvolvimento desta doenca.
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O LES afeta principalmente mulheres em idade reprodutiva. Todavia, a idade de
inicio da doenca varia de 2 a 90 anos.

Os medicamentos utilisados no tratamento do LES tém dois objetivos basicos:
(i) reduzir a inflamagao dos tecidos afetados, e (i) inibir as anomalias do sistema
imunoldgico (sistema de defesa do corpo humano) consideradas responsaveis pela
inflamagdo. Em muitos casos, também é necessario o uso de outros medicamentos
para o tratamento de outras complicacOes, tais como: contra a retencdo de fluidos,
anti-hipertensivos, anticonvulsivantes e antibidticos.

Sem quimioterapia especifica, varios sdao os farmacos utilizados no Iupus
eritematoso: a cloroquina, a talidomida, os farmacos antiinflamatdrios ndo-esterdides e
os corticosterdides. A melhora dos sintomas geralmente é notada apds poucos dias de
tratamento, porém alguns pacientes necessitam o uso continuo destes farmacos, que
pode ocasionar efeitos colaterais graves. Portanto, faz-se necessario um estudo como
este, que vise a descoberta de novos farmacos para o tratamento desta doenca.

NOs solicitamos a sua colaboragao e participagao neste estudo porque vocé é
portador do LES ou por vocé ser um voluntario nao portador desta doenca.Este estudo
inclui a participagao de 130 individuos. Entre os quais, 30 sao voluntarios sadios e 100
sao portadores do LES.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de
sangue é feita no braco e a quantidade coletada € equivalente a duas colheres de sopa
(10-15 ml). A coleta de sangue pode ser desconfortavel e o braco pode ficar um pouco
dolorido. Antes de iniciar a coleta, nds limparemos o seu braco com alcool, e todo
material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por profissionais treinados e
competentes e orientados para reduzir os riscos.

Nds faremos também lhe algumas perguntas para obter informagdes clinicas, as
quais serao importantes para nosso estudo.

Os resultados deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou

em revistas médicas, mas nao aparecera seu nome. Suas informagdes nunca serao
divulgadas, permanecerao confidenciais.
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Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacao neste estudo?

Se vocé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da
nossa equipe, podendo contatar:

1) Professora Dra. Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica e Professora da
Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de
Medicina Clinica.

Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE.

E-mail: aduarte@terra.com.br. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-3575

2) Professor Dr. Carlos Teixeira Brandt, Médico e Professor da Universidade Federal de
Pernambuco, Hospital das Clinicas, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria,
CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail: carlosbrandt@bol.com.br. Telefone/Fax: 55 (81)
2126-3060

3) MSc. Maira Galdino da Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof.
Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE.E-mail:
mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Assim como, o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/CCS, o Professor
Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto, do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP:
50.670-901 Recife — PE. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8588.
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Vocé ficara com uma cépia deste documento.

Nome do responsavel pela coleta de

D - | -

Eu
....................................................................................................................... ’
= T - Lo TR ¢ , assino

Assinatura dos Coordenadores do Projeto:

Impresséo Digital
do Paciente

Professora Dra. Angela Luzia Branco Pinto
Duarte

Doutoranda Maira Galdino da Rocha Pitta
Pesquisador Responsavel
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APENDICE D- Ficha clinica

DADOS GERAIS DATA:

INICIAIS/N® DE IDENTIFICAGAO:

REGISTRO:

NOME DO
PACIENTE:

ENDERECO:

SEXO: M (1)  F(2) DATA DE NASCIMENTO: / /
Idade:

RACA: Branca (1) negra (2) parda (3) indigena (4) amarela
(5)TELEFONE:

HISTORIA DA DOENCA

Data de inicio dos sintomas: / / Data do diagndstico:
/ /
TEMPO DE DOENCA = meses
CRITERIOS ACR NUMERO DE CRITERIOS:
1. Rash malar 2. Rash discoide 3. Fotossensibilidade | 4. Artrite 5. Ulceras orais
6. Serosite 7. Hematoldgicas 8. Renais 9. Neurolédgicas
6.1 Pleura 7.1 Anemia hemolitica | 8.1 Proteinuria 9.1 Psicose
6.2 Pericardio 7.2 Leucopenia 8.1 Cilindrduria 9.2 Convulsdes
7.3 Linfopenia
7.4 Plaguetopenia

10. FAN Titulo: Padrdo:

11. Imunoldgicas 11.1 Anti-DNA 11.2 Anti-Sm 11.3 SAF

MEDICAMENTOS EM USO: (Marcar com X na ultima coluna da direita aqueles utilizados

no dia da coleta)
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DROGA

DOSE ATUAL

TEMPO (MESES)

. Prednisona

. Micofenolato de mofetil

. Difosfato de Cloroquina

. Hidroxicloroquina

. Ciclofosfamida

. Azatioprina

. Talidomida

W N| o L A W N| =

. Outras

Data e hora que tomou a ultima medicagdo:

hs
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Of. N°. 239/2009 - CEP/CCS Recife, 27 de agosto de 2009

Registro do SISNEP FR ~ 256876

CAAE - 0142.0.172.000-09

Registro CEP/CCS/UFPE N° 145/09

Titulo: “Avaliagdo de novos derivados tiazolidinicos agonistas do PPAR na inibicdao da resposta
inflamatéria das células Th17, Th1, Th17/Th1 in vitro em PBMCs provenientes de pacientes
com lapus”.

Pesquisadora Responsavel: Maira Galdino da Rocha Pitta

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Satide, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 27 de
agosto de 2009.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar um relatério ao final da

pesquisa.
Atenciosamente
<
Prof. Geraldo Bosco Li o Couto
Coordenador do CE CS / UFPE
A

Sra. Maira Galdino da Rocha Pitta
Departamento de Antibi6ticos - CCB/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitdria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepecs@ufpe.br
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ANEXO B- Indice de atividade do LES-SLEDAI

INDICE DE ATIVIDADE DO LES — SLEDAI

TOTAL:

Valor || Manifestacdo Definigéo
= Aparecimento recente*. Exclusdo de causas metabdlicas, infecciosas ou
8 Convulséo :
medicamentosas.
Alteracdo severa da atividade normal acompanhada de alteracdo da
8 Psicose percepcéo da realidade. Compreende: alucinag@es, incoeréncia, pensamento
ilégico, comportamento bizarro, desorganizacdo ou catatonia. Exclusdo de
insuficiéncia renal ou causa medicamentosa.
. Alteragdo das fun¢des mentais com disturbios de orientacdo, da meméria ou
Comprometimento . L ~ . : i
8 cerebral outra de aparecimento subito. Exclusdo de causas infecciosas, metabdlica
ou medicamentosa.
Nédulos, hemorragia retiniana exsudato seroso ou hemorragia coroidiana,
8 Distdrbios visuais neurite Optica. Exclusdo de causas hipertensivas, medicamentosas ou
infecciosas.
. Neuropatia sensitiva ou motora de aparecimento recente atingindo um nervo
8 Nervos cranianos .
craniano
8 Cefaléia Severa e persistente, podendo ser migranosa, resistente aos analgésicos
comuns.
8 AVC Acidente vascular cerebral recente, excluida arteriosclerose.
8 Vasculite Ulceragdes, gangrena, nodulos digitais dolorosos, infartos peri-ungueais ou
prova histolégica ou arteriografica de vasculite.
4 Artrite Mais de duas articulagcdes dolorosas com sinais inflamatérios locais (dor,
edema ou rigidez articular).
Dor/fraqueza muscular proximal associada a uma elevacdo de CK ou
4 Miosite aldolase ou a modificacdes eletromiograficas ou a uma biépsia mostrando
sinais de miosite.
4 Cilindros urinarios Cilindros de glébulos vermelhos
4 Hematdria > 5 hemécias / campo auséncia de litiase, infec¢do ou outra causa.
4 Proteinuria > 0,5 g/24h. Aparecimento recente ou piora recente de mais de 0,5g/24h
4 Pilria > 5 leucécitos/ campo na auséncia de infeccao
2 Rash Aparecimento recente ou recidiva de uma erupcao cutanea inflamatéria
2 Alopécia Aparecimento recente ou recidiva de uma alopecia em placa ou difusa
2 Ulceras mucosas Aparecimento recente ou recidiva de ulceras orais ou nasais
2 Pleurisia Dor toracica de origem pleural com atrito, derrame ou espessamento pleural.
2 Pericardite Dor pericardica com ao menos uma das manifestacdes seguintes: atrito,
derrame ou confirmacdo eletrografica ou ecogréfica.
2 Complemento Diminuicdo do CH50, C3 ou C4
2 Anti-DNA Positividade superior a taxa normal do laboratorio
1 Febre > 38° na auséncia de causa infecciosa
1 Leucopenia < 3000 leucdcitos na auséncia de causa medicamentosa
1 Plaguetopenia < 100.000/mm3

*Aparecimento recente é considerado quando o quadro iniciou até 10 dias antes da
consulta na qual estd sendo feita a avaliacao
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ANEXO C-indice de Dano pata LES-SLICC

iNDICE DE DANO PARA LES* - SLICC/ACR TOTAL:
item Score
Ocular
Catarata 1
Alterac@es retinianas ou atrofia dptica 1
Neuropsiquiatrico
Déficit cognitivo (déficit de memdria, dificuldade com célculos, na liguagem 1
falada ou escrita ou de concentracdo, comprometimento do nivel de
desempenho) ou psicose maior 1
Convulsdes que requerem tratamento por 6 meses 1(2)
Acidente vascular cerebral (score deve ser 2 se > 1 episédio) 1
Neuropatia craniana ou periférica (exceto do nervo 6ptico) 1
Mielite transversa
Renal
Taxa de filtracdo glomerular estimada ou mensurada < 50% 1
Proteinuria 2 3,5g/24h 1
Doenca renal estagio final (independente de dialise ou transplante) 3
Pulmonar
Hipertensdo Pulmonar (aumento ventriculo direito ou hiperfonese de P2) 1
Fibrose pulmonar (exame fisico e radiografico) 1
Pulmao retraido (radiografico) 1
Fibrose pleural (radiogréafico) 1
Infarto pulmonar (radiografico) 1
Cardiovascular
Angina ou bypass de artéria coronaria 1
Infarto do miocardio score deve ser 2 se > 1 episédio) 1(2)
Miocardiopatia (disfuncao ventricular) 1
Doenca valvular (sopro diastélico ou sistélico > 3/6) 1
Pericardite por 6 meses, ou pericardiectomia 1
Doenca vascular periférica
Claudicacéo por 6 meses 1
Perda menor de tecido (tamanho de uma polpa digital) 1
Perda significante de tecido (p.ex. perda de dedo ou membro) (score deve 1(2)
ser 2 se>de 1local) 1
Trombose venosa com edema, ulceracdo ou estase venosa
Gastrointestinal
Infarto ou ressecc¢éo de intestino abaixo do duodeno, bacgo, figado ou bexiga, | 1 (2)
de qualquer causa (score deve ser 2 se > 1 local)
Insuficiéncia mesentérica 1
Peritonite crénica 1
Estenose ou cirurgia do trato superior 1
Musculoesquelética
Atrofia ou fraqueza muscular 1
Deformidade ou artrite erosiva (incluindo deformidades redutiveis, excluindo | 1
necrose avascular) 1
Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo necrose avascular) | 1 (2)
Necrose avascular (score 2 se >1) 1
Osteomielite
Pele
Alopecia cicatricial crénica 1
Cicatriz extensa ou paniculite (em outros locais que néo escalpe ou pulp 1
espace) 1
Ulceracao pele (excluindo trombose) por > 6 meses
Insuficiéncia gonadal prematura 1
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Diabetes (independente do tratamento 1

Malignidade (excluindo displasia) (score 2 se > 1 local) 1(2)

*Dano (alteragdo irreversivel, ndo relacionada com inflamagdo) ocorrendo desde o inicio do LES, identificada por
avaliagdo clinica e presente por pelo menos 6 meses a menos que colocado de outra forma. Episddios repetidos que
ocorrem em menos de 6 meses devem receber score 2. A mesma lesdo ndo deve ser pontuada duas vezes.
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