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RESUMO

O ldpus eritematoso sistémico juvenil (LESJ) € uma doenca inflamatoria cronica
causada pela produgcédo de autoanticorpos, que reconhecem como estranhos
antigenos proprios do organismo, e possuem alta morbidade e mortalidade em
relacdo a doenca no adulto. Em sua patogénese estdo envolvidos fatores
ambientais, hormonais, imunoldgicos e genéticos. Estudos de associacdo genética
demonstraram que a susceptibilidade ao lUpus é poligénica, e entre 0s genes
envolvidos esta o HLA-G que é responsavel pela regulacdo da resposta imune. No
estudo, foi analisada a expressao de isoforma da molécula HLA-G e observamos o
perfil de resposta imune em pacientes com lUpus eritematoso sistémico juvenil. Os
pacientes que participaram do estudo foram selecionados no servico de
Reumatologia do Hospital das Clinicas e foi coletado sangue periférico de 10
pacientes no momento ativo e inativo do LESJ. O estudo comparou a expressao do
MRNA do HLA-G5, IL-10 e TNF, os niveis plasmaticos de sHLA-G e citocinas Thl,
Th2 e Th1l7 entre os grupos com a doenga ativa, inativa e o grupo de criancas
saudaveis aplicando os testes de Mann-Whitney U e Kruskal-Wallis. Os resultados
mostraram que pacientes com LESJ ativo apresentaram niveis elevados das
citocinas IL-10 (p=0,004) e IL-6 (p=0,011), além de apresentarem expressdo de
MRNA do TNF mais elevada em relacdo ao grupo inativo (p<0,05). Mesmo com
namero reduzido, foi possivel caracterizar que houve mudanca do perfil de citocinas
durante a ativacdo do LESJ, e a relacédo dessa ativagcdo com a expressao de HLA-G
soltvel, além de servir como base para proposta de um modelo de regulacdo
imunolégica, que podera ser validado em futuros experimentos.

Palavras Chaves Lupus Eritematoso Sistémico - patogénese - imunologia.
Antigenos HLA-G - genética - imunologia. Citocinas - imunologia.
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ABSTRACT

Juvenile systemic lupus erythematosus (JSLE) is a chronic inflammatory disease
caused by the production of autoantibodies that recognize self-antigens as foreign,
and have high morbidity and mortality in relation to the same disease in adults. The
pathogenesis of SLE involving environment, hormonal, imunologics and genetics
factors. Genetic association studies demonstrated that susceptibility to lupus is
polygenic, and between the genes involved is HLA-G which is responsible for the
regulation of the immune response. In the study, we analyzed the isoform expression
of HLA-G molecule and observed the immune response profile in patients with
juvenile systemic lupus erythematosus. Patients in the study were selected at the
Hospital of Rheumatology Clinics service and peripheral blood was collected from 10
patients in the active and inactive time of JSLE. The study compared the expression
of HLA-G5, IL-10 and TNF mRNA, plasma levels of sHLA-G and Thl Th2 and Th17
cytokines between groups with the disease active and inactive and the group of
healthy children by applying the test Mann-Whitney U test and Kruskal-Wallis. The
results showed that patients with active lupus high levels of IL-10 (p=0,004) and IL-6
(p=0,011), besides presenting mMRNA expression TNF higher than the inactive group
(p <0.05). Even with few, we could characterize that there was a change of cytokine
profile during activation of JSLE,and the ratio of activation with soluble HLA-G
expression in addition to serving as a basis for proposing a regulation model
immune, which can be validated in future experiments.

Keywords: Systemic Lupus Erythemtosus - pathogenesis - immunology HLA-
G Antigens - immunology — Cytokines - immunology
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Ldpus eritematoso sistémico

As doencas autoimunes resultam da quebra da tolerdncia imunolégica no
reconhecimento correto de antigenos proprios, levando a resposta do sistema imune
contra o proprio organismo. O lapus € uma das doencas autoimunes mais comuns,
possuindo quatro formas de apresentacgédo: lUpus eritematoso sistémico (LES), lGpus
eritematoso infanto-juvenil (LESJ), lUpus eritematoso cutaneo (LED), lUpus induzido
por drogas (LID), sendo o primeiro o tipo mais comum conhecido simplesmente
como lapus (HILAS, 2012; MAIDHOF; VARGAS; ROMANO, 2009).

LES é uma doenca inflamatdria autoimune crénica causada pela producéo de
autoanticorpos, que reconhecem como estranhos antigenos préprios do organismo,
com isso, ha formacédo e deposicdo de imunocomplexos, sendo estes responsaveis
pela reacdo inflamatéria e dano tecidual em diferentes érgdos e sistemas do
paciente, podendo afetar 6rgdos como rins, pulmdes, pele, sistema nervoso,
musculoesquelético e outros. As manifestacdes clinicas e os achados sorolégicos
sao bastante heterogéneos, sua patogénese ainda permanece desconhecida, mas é
provavelmente de origem multifatorial, sendo influenciado por fatores genéticos,
hormonais, imunolégicos e ambientais (AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012;
D'CRUZ; KHAMASHTA; HUGHES, 2007; LEE; BAE, 2010).

O LESJ é diagnosticado no inicio da infancia ou na adolescéncia até os 18
anos (SILVA; AVCN; BRUNNER, 2012).

Apesar de possuirem muitas caracteristicas clinicas similares, o envolvimento
renal e o neurolégico sdo mais frequentes em criancas e adolescentes acometidas
gquando comparadas com adultos, caracterizando uma doenca mais grave, com
maior dano e maior taxa de mortalidade (BRUNNER et al., 1999; FONT et al., 1998).
Dentre os pacientes com LESJ, 77% necessitam de moderada/ alta dose de
corticoide, enquanto que apenas 16% dos pacientes com LES adulto, além de doses
mais elevadas de imunossupressores para o controle do LESJ. Ao longo de quase
40 anos foi observada uma crescente melhora na sobrevida de cinco anos dos

pacientes com LES, nos anos 50 e 60 a sobrevida aumentou de 17% para 69% dos
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pacientes, e continuou melhorando nas décadas de 80 e 90 com sobrevida
passando de 83% a 93% dos pacientes (KLEIN-GETELMAN; REIFF; SILVERMAN,
2002).

1.2 Epidemiologia do LES

A incidéncia do LES é de aproximadamente 1 a 10 casos por 100.000
habitantes e a prevaléncia de 20 a 70 por 100.000 habitantes por ano. A taxa de
incidéncia difere entre diferentes areas geograficas, etnias, e entre grupos de
diferentes idades e género (PONS-ESTEL et al, 2010).

Na Europa a incidéncia varia entre 1,0 a 3,5 por 100.000 habitantes em
diferentes regides. Na Espanha, a taxa de incidéncia de lupus difere entre a regiao
norte (2,15 por 100.000) e nordeste (3,5 por 100.000) do pais (ALONSO et al., 2011)

A incidéncia também varia em diferentes populacées no continente asiatico.
Na China, a incidéncia encontrada foi de 3,1 por 100.000, com Taiwan apresentando
uma taxa de 8,1 por 100.000 habitantes, enquanto que no Japéao a incidéncia variou
entre 0,9-2,8 por 100.000 habitantes (JAKES et al., 2012).

Nas Américas, a incidéncia na populacao Afro-caribenha de Martinica é de 4,7
por 100.000; enquanto nos Estados Unidos, que apresenta uma populacdo mais
heterogénea, a taxa é de 5,1 por 100.000 (FLOWER et al., 2012). No Brasil, existem
poucos estudos sobre incidéncia de lipus. A taxa de incidéncia encontrada na
cidade de Natal, no nordeste brasileiro, foi de 8,7 por 100.000, enquanto que a
cidade de Cascavel, ao sul do Brasil, apresentou incidéncia de 4,8 por 100.000
habitantes (BEZERRA et al., 2005).

A influéncia da etnia na ocorréncia da doenca foi observada na Austrélia,
onde a populacdo de descendéncia aborigene apresentou incidéncia (11 por
100.000) e prevaléncia (56,6 a 96,8 por 100.000) maiores que a populacdo branca,
cuja taxa de incidéncia nao foi relatada, e a prevaléncia foi de 19,3 por 100.000
habitantes (JAKES et al., 2012).

A frequéncia de mulheres afro-americanas acometidas pelo LES também foi

superior em 3 a 4 vezes do que mulheres caucasianas considerando a mesma area
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geografica, mostrando que a predisposi¢cdo genética € importante na génese da
doenca (DANCHENKO; SATIA; ANTHONY, 2006; KICHUL et al.,2012).

Além das diferencas das taxas de incidéncia da doenca em diferentes areas
geograficas e etnias, ha diferencas entre grupos de populagbes da mesma raca
vivendo em diferentes regides do mundo, sugerindo o envolvimento de fatores
bioldgicos no desenvolvimento da doenca (SILVA; AVCN; BRUNNER, 2012).

A maioria dos casos de lupus sdo mulheres. Independente da faixa etaria, as
mulheres representam cerca de 70 a 90% dos casos em diferentes casuisticas de
diferente area geogréfica, sugerindo além da genética, o envolvimento hormonal na
predisposicdo ao surgimento da doenca (AMUR, PAREKH e MUMMANENI, 2012;
CONDE et al.,1998). A importancia de fatores hormonais na ocorréncia do lapus é
ilustrada pelo fato de na primeira década de vida (4:3) e segunda década de vida
(4:1) a proporcdo entre mulheres:homens acometidos € bem menor que essa
proporcao (9:1) na idade adulta; associado a uma diminui¢do (5:1) na populacao
idosa. Isso deve-se em parte pela maior incidéncia ocorrer nas mulheres com idade
entre 15 e 44 anos, faixa etaria que corresponde a idade fértil (niveis altos
estrogenos), enquanto que nos homens a maior ocorréncia de casos é na faixa
etaria entre os 45 e 64 anos, pos-andropausa (niveis baixos de testosterona)
(AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012; DANCHENKO; SATIA; ANTHONY, 2006;
MINA; BRUNNER, 2010; SILVA; AVCN; BRUNNER, 2012).

1.3 Diagndstico do LES

O diagnostico de LES é firmado com base em critérios clinicos e laboratoriais
estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (CAR) em 1997 (Quadro 1)
(CONDE et al., 1998). A presenca de quatro dos 11 critérios estabelecidos tem
especificidade de 95% e sensibilidade de 75% para o diagnéstico de LES
(BEZERRA et al., 2005; SMITH; GORDON, 2010).
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Quadro 1- Critérios clinicos e laboratoriais para diagnostico de LUpus Eritematoso Sistémico segundo

0 Colégio Americano de Reumatologia.

Critérios clinicos Frequéncia
1. Eritema malar (asa de borboleta) 18,1 — 60,4%
2. Les0es discoides cutaneas 11,1 - 34,8%
3. Fotossensibilidade 18,1 — 66,5%
4. Ulceras orais e/ou nasofaringeas 16,7 - 21,3%
5. Artrite ndo-erosiva em duas ou mais articulacdes 25,4 - 87,2%
6. Serosite (pleurite ou pericardite) 25,6 —29,1%
7. Alterac8es neuroldgicas (convulsdes ou psicose) 11,6 — 15,2%
8. Alteracéo renal (proteinuria>0,5g/dia, ou cilindros celulares na urina 45,1 - 62,5%
9. Alteracdo hematolégica (anemia hemolitica ou leucopenia, 59,8 —66,7%

linfocitopenia ou plaquetopenia)

Imunolégico
10. Anticorpo antiDNA de dupla hélice 33,9 - 50%
11. Anticorpo antiSm 10,8 - 33,3%
12. Anticorpo anticardiolipina 41,5 - 66,6%
13. Fator antinuclear (FAN) positivo 75 —-97%

Fonte: Conde (1998)

As manifestagcdes clinicas mais comuns no ldpus séo fadiga,

fotossensibilidade, rash malar (rash em forma de borboleta), lesdo discéide,

acometimento mucocutaneo, serosite, pericardite, artrite ou artralgias.
Caracteristicas clinicas como lesbes de pele, artrite, serosite sdo semelhantes em
LES e LESJ, mas pacientes com LES adulto apresentam maior fotossensibilidade,
lesbes na pele discéide, e doenca cardio pulmonar, enquanto as criancas e
adolescentes acometidos apresentam maior envolvimento renal e neuroldgico,
presenca do eritema malar, além de anormalidadades hematol6gicas e sorolégicas
(MINA; BRUNNER, 2010).

O envolvimento renal é comum no curso do LESJ, com 90% dos pacientes
afetados no primeiro ano do diagnéstico. A sindrome nefritica é caracterizada pela
presenca de proteinuria e/ou cilindraria e altos niveis séricos de creatinina, podendo
evoluir para a glomerulonefrite proliferativa difusa, a forma mais comum de nefrite
em pacientes com LESJ, que € a mais grave e se nao for tratada evolui ao estagio
final da doenca renal, podendo levar ao Obito (KLEIN-GETELMAN; REIFF;
SILVERMAN, 2002)

As alteragBes no SNC incluem desde cefaléia persistente, perda de memoria,
depressao, disturbio de personalidade até convulsdo. Sintomas neuropsiquiatricos
sdo observados de 33% a 60% de pacientes adultos com LES, o sintoma mais

comum é a cefaleia que pode ter varias origens, podendo ser secundaria a fadiga ou
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tensdo, mas podem também ser secundarias a trombose venosa cerebral e
hipertensédo intracraniana, estas sdo mais comuns em criancas que em adultos
(KLEIN-GETELMAN; REIFF; SILVERMAN, 2002; SAUMA; NUNES; LOPES, 2004).

Um dos primeiros achados hematoldgicos em pacientes com LES é a
leucopenia, podendo também estar presente anemia e trombocitopenia. Dentre o
grupo de pacientes com LESJ, a anemia ocorre em 35% das criancas menores de 1
ano, e em 77% nos adolescentes; mas a leucopenia (prevaléncia de 74%) se
apresenta de forma similar entre adultos e criancas (MINA; BRUNNER, 2010).

Os niveis de C3 e C4 podem estar baixos pela pouca producdo ou por
estarem sendo consumidos, principalmente durante a atividade da doenca (SMITH;
GORDON 2010).

Os achados laboratoriais da doenca incluem a presenca de anticorpos contra
0s antigenos nucleares, tais como: anti-dsDNA, anti-Sm (Anti- Smith), que s&o
encontrados em 60% dos pacientes. A pesquisa do FAN é indispensavel ao
diagnéstico do lupus e sua presenca em niveis elevados é um marcador de leséo,
uma vez que o dano tecidual € promovido pelo depésito de imunocomplexos
(anticorpos antindcleo associados a antigenos nucleares mais complemento), ou por
anticorpos citotoxicos (anti-hemacias, antiplaguetas ou anti-neurénios), que também
possuem reatividade anti-nuclear. Anticorpos anti-cardiolipina sdo encontrados em
cerca de 10%-30% dos pacientes sendo relacionado com trombose e perda fetal em
gestante com LES. O Anti-Sm, extremamente especifico para o LES, ocorre entre
10-30% dos pacientes, nesta mesma proporcdo é visto o Anti-Ribonucleoproteina
caracteristico de pacientes com sobreposicdo de sintomas (SMITH; GORDON, 2010;
VARGAS; ROMANO, 2009). A presenca de altos niveis de anti-dsDNA é comum no
LESJ, presente em 61%-93% das criancas, 0s outros auto-anticorpos, anti-Sm, anti-
rnp, anti-Ro/SSA, néo diferem entre LES adulto e infantil (FONT et al., 1998).

Remissdes espontaneas ou terapéuticas sdo frequentes em pacientes com
comprometimento articular, de pele ou serosas, e mais raras em pacientes com
acometimento renal ou do sistema nervoso central (SNC), cujo prognostico € mais
desfavoravel, sendo o dano renal o principal responsavel pelos casos de 6bitos em
pacientes com Iupus (CONDE et al., 1998; SAUMA; NUNES; LOPES, 2004).
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Dentre os varios questionérios usados para avaliar a atividade do LESJ o
mais utilizado é o SLEDAI (indice de Atividade da Doenca Llpus Eritematoso
Sistémico) ao diagndstico e durante o acompanhamento do tratamento. Todos o0s
atributos utilizados para calcular o SLEDAI sao claramente definidos e contidos em
um formulario (Anexo C). Todos os sintomas e achados clinicos e laboratoriais
presentes no paciente no prazo de 10 dias anteriores a avaliacdo € computado para
a definicho do SLEDAI. A pontuacdo final (soma de todas as pontuacdes
ponderadas) tem resultado entre 0 e 105. (BRUNNER et al., 1999, 2008). O LESJ
apresenta gravidade superior a doenca no adulto, sendo o SLEDAI médio no adulto
de 9.3 enquanto que no grupo infantil 0 SLEDAI é de 16.8 (MINA; BRUNNER, 2010).

1.4 Etiologia do LES
Os fatores etiolégicos do LES ainda sdo desconhecidos, mas multiplos fatores
tém sido associados ao desenvolvimento da doenca, dentre esses fatores

ambientais, hormonais, genéticos e imunolégicos (MAIDHOF; HILAS, 2012).

1.4.1 Fatores ambientais

Exposicdo a raios solares € considerada fator desencadeante do lapus,
principalmente em pessoas com histérico de sensibilidade a luz solar. A radiagédo
ultravioleta induz a apoptose de queratindcitos com a liberacdo de antigenos
nucleares, e a resposta autoimune em pacientes susceptiveis (WALSH; GILCHRIST
2006).

Da mesma forma, agentes infecciosos podem desencadear a perda da
tolerancia por diferentes mecanismos, incluindo dano aos tecidos com liberacao de
antigenos proéprios, que de forma cruzada pode levar a producédo de autoanticorpos
(DANCHENKO; SATIA; ANTHONY, 2006).

Dentre os fatores etiologicos a infeccdo viral vem sendo estudada
amplamente e 0 agente mais citado como desencadeador do LES é o virus Epstein
Barr (EBV). Em seu estado de replicacdo, o virus pode estimular o sistema imune a

produzir anticorpos, que cruzadamente pode reconhecer proteinas humanas,
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iniciando o processo de autoimunidade. Contudo, para a perpetuacgéo das alteracbes
e desenvolvimento do LES, sdo necessarias, predisposicdo genética, influéncia do
fator ambiental e perda da tolerancia imunoldgica. A associacdo entre EBV e LES é
reforcada pela presenca de altos titulos de anticorpos anti-EBV em pacientes com
LES, assim como, pela constatagcdo de que a infeccdo pelo EBV antecede o
aparecimento das alteracfes autoimunes, que ocorrem no LES (JAMES et al., 1997)

Associacao entre lupus e atividades ocupacionais que envolvam contato com
tinta, corantes, reveladores, solventes e silica também tem sido observada
(COOPER et al., 2010).

O lapus induzido por drogas (LID) ocorre em 10% dos pacientes, atingindo
principalmente caucasianos, € na mesma propor¢cao entre o sexo masculino e
feminino. Doses convencionais continuas do antiarritmico procainamida e o
vasodilatador anti-hipertensivo hidralazina tém sido associadas ao LID. Dentre os
pacientes que fazem uso da procainamida, 20% desenvolvem lUpus, enquanto que o
uso da hidralazina induz Ildpus em 5% a 8% dos pacientes hipertensos em
tratamento. Os principais mecanismos envolvidos na imunopatogenia do LID s&o:
metabolismo oxidativo das drogas, interferéncia dos metabdlitos das drogas na
tolerancia imunoldgica, inibicdo da metilacdo do DNA, exposicdo a antigenos
préprios ocultos e inducdo a apoptose de linfoblastos humanos ativados (URETECH,
2005; MOTA et al., 2007).

1.4.2 Fatores hormonais

Respostas imunes basicas sao distintas quando comparada entre homens e
mulheres, evidéncias experimentais e clinicas sugerem que a autoimunidade é
influenciada pelo género, a reatividade imune € mais evidenciada no sexo feminino
gque o masculino (WHITACRE, 2001). Em ensaios experimentais, fémeas de
camundongo apresentam altos niveis de imunoglobulinas e alta producdo de
anticorpos mediante estimulacdo com antigenos primarios e secundarios.
Camundongos machos, em contrapartida, sédo mais propensos a infeccbes
(INVERZZINI et al., 2009; ZANDMAN-GODDARD; PEEVA; SHOENFELD, 2006).
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A tendéncia de remissao do lUpus durante a gravidez e apds a menopausa ou
induzida pela ciclofosfamida, sugere também que os hormdnios femininos sao
cruciais na regulacdo da atividade do lupus no humano (RUBTSOV, 2010;
ZANDMAN-GODDARD; PEEVA; SHOEFELD, 2006). Outro estudo mostra que
manifestagbes da doenca na pele, serosite e envolvimento renal sdo mais comuns
em homens, enquanto que nas mulheres a atividade da doenca é mais intensa e as
lesbes renais e do SNC sdo mais graves (ZANDMAN-GODDARD; PEEVA,
SHOEFELD, 2006).

Horménios sexuais femininos como a prolactina e o estrégeno sé&o
considerados moduladores da resposta imune, regulando a maturacdo e selecéo
das células B autoreativas e producao de autoanticorpos, esses hormoénios permitem
que células B autoreativas escapem dos mecanismos de tolerancia imunoldgica,
enquanto que a testosterona, horménio sexual masculino, aparece como
imunossupressor de anticorpos anti-DNA (QUINTERO et al., 2012; RUBTSOQV et al.,
2010).

No LES, a resposta imune humoral, resultante da atividade de células T CD4"
Th2, que induz a ativacdo de células B e producdo de anticorpos, esta desregulada
e aumentada em relacdo a individuos normais. Estudos com modelo animal
mostram os efeitos de horménios sexuais no aumento da resposta imune. Os efeitos
do estrdgeno no sistema imune sdo bem conhecidos, ele regula positivamente a
expressdo do gene bcl-2, induzindo o bloqueio da tolerancia das células B virgens;
facilitando a ativacdo e sobrevida de células B autoreativas, e dificultando a
producdo de células B potencialmente protetoras. In vitro, foi observado que o
estrogeno reduz a apoptose de células mononucleares no sangue periférico, ativa
células dendriticas (CD), e aumenta a producdo de anticorpos (PETRI, 2008;
TEDESCHI; BERMAS; COSTENBADER, 2013).

A imunidade mediada por células T também é modulada por horménios. O
estrogeno induz resposta imune exacerbada a presenca de citocinas do perfil Th2,
quando comparada com homens. Além do estrégeno, outro horménio que tem
grande significado no estudo do LES é a prolactina. A via de sinalizacdo da
prolactina leva a transcricdo de genes envolvidos na proliferagdo de células T,

secrecdo de anticorpos e diminuicdo da apoptose de células B. Altos niveis de
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prolactina em alguns pacientes com LES estdo associados com altos titulos de
anticorpos anti-DNA e exacerbacao da doenca (PENELL; GALLIGAN; FISH, 2012).

1.4.3 Fatores Genéticos

As principais evidéncias da associacao de fatores genéticos com a ocorréncia
de LES s&o: concordancia entre gémeos monozigoéticos em 20% - 40% dos casos,
histéria familiar de lipus ou doenca autoimune (HARLEY et al., 2009).

O LES foi associado com mutagbes localizadas no brago curto do
cromossomo 6 (BARCELOS et al, 2009), incluindo genes do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) classe Il e lll. A maior frequéncia de alelos do
grupo HLA-DRB1*03 em caucasianos, DRB1*08 em afroamericanos, e DRB1*15 em
hispanicos e egipcios, tem sido associado ao maior risco de desenvolvimento do
LES, independente da idade do inicio da doenca (HUSSAIN et al., 2011; MOSAAD
et al., 2010; REVEILLE et al., 1991; REIVELLE et al., 1998; TSAO, 2003).

A presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) envolvidos na
ativagcdo ou fungdo de células B e T também tém sido relacionadas a patogéneses
no LES. Os principais genes sao Cl1q, C4, ITGAM (envolvidos no processamento de
imunocomplexo), TREX1, TNFAIP3, IRF5 e STAT4 (via de sinalizag&o de Interferons
(IFN) tipo | e receptor Toll-like - TLR) e BANK1, PTPN22, TNFSF4 (transducéo de
sinais imunes nos linfécitos). (CROW, 2008; HARLEY et al., 2009; KAISER;
CRISWELL, 2010; TSAO, 2003).

Alteracdo na expressdo de C4 em homozigoze apresenta risco de
desenvolvimento de LES em 75% dos casos, enquanto que o C1r ou C1ls em 50%, e
0 C2 em 10%-30% de individuos caucasianos (MINA; BRUNNER, 2010).

1.4.4 Fatores imunolégicos

Paciente com lapus tem apresentado maior prevaléncia de polimorfismos em
genes relacionados a formulagdo da resposta imune, incluindo moléculas de
histocompatibilidade, componentes da imunidade inata como moléculas do sistema

complemento e receptor Toll-like (TLR), componentes da imunidade adquirida como
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citocinas; além de fatores hormonais, que estdo sob controle genético (HARLEY et
al., 2009).

O controle da populacéo linfocitaria gerada pela resposta imune € mantido
pelo fenbmeno de apoptose mediado pelos fagocitos, macrofagos e células
dendriticas, e dificuldades na eliminagcdo dessas células apoptéticas podem
favorecer o desenvolvimento de doencas autoimunes, decorrentes da exposicao de
autoantigenos nucleares (WAHREN-HERLENIUS; DORNER, 2013).

Os autoantigenos liberados pelas células apoptéticas podem ser
apresentados por células do tecido lesado, que passam a expressar moléculas HLA
de classe | e classe Il influenciadas por mediadores inflamatorios presentes na
lesdo. Antigenos nucleares humanos liberados podem, através do mimetismo
molecular com antigenos bacterianos e/ou a ativacao de TLR 7, 8 e 9, reconhecer
padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) com especificidade para
acidos nucléicos e ribonucleoproteinas, induzindo a perda de autotolerancia com
ativacdo dos linfécitos B e producdo de autoanticorpos (REKVIG et al., 2012;
SOUZA et al., 2010). A deficiéncia de moléculas do complemento também foi
relacionada a ocorréncia de lupus, 90% dos casos de deficiéncia de C1q e 75% dos
de C4 desenvolvem lupus ao longo da vida (SOUZA et al., 2010).

A apresentacdo de antigenos pela ativacdo células T auto reativas,
polarizando a resposta imune adaptativa (Thl, Th2 ou Th17). A liberacdo de INFs
tipo | e outras citocinas pro-inflamatérias serdo responsaveis pela manutencao dos
clones auto reativos e diferenciacdo de CDs (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012)

O paciente com lupus apresenta diminuicdo das células T citotoxicas e
linfécitos T reguladores (inibidores de resposta imunolégica), aumento de células T
CD4+, excesso de linfoécito B por defeitos na apoptose, ativacdo e producdo de
anticorpo policlonal (estagios iniciais), e aumento da producdo de citocinas Th2
(KAMER et al., 2002, SHERER et al., 2004).

Outras moléculas importantes na regulacdo do sistema imune sdo as
citocinas, estas sao intimamente relacionadas ao LES, seus niveis sédo encontrados
elevados nos pacientes com LES, de forma que séo essenciais nos estudos na
etiopatogenia da doenca (FARID et al., 2011, LOPEZ; GUTIERREZ; SUAREZ,
2010).
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1.5 O papel das citocinas no LES

A interleucina-2 (IL-2) esta envolvida no processo de ativacado e proliferacao
de células T, e se apresenta diminuida em pacientes com LES implicando em uma
diminuicdo na atividade citotoxica, funcdo defeituosa de células T reguladoras e
diminuicdo da morte celular (CRISPIN et al., 2010).

IL-17 também tem sido associada na patogénese de varias doencas
autoimunes, incluindo LES. IL-17 é produzida principalmente pela ativacdo de
células T, sendo a grande quantidade de células T CD4" no paciente com llpus
responsavel pelo alto nivel sérico de IL-17. O aumento na expressao de IL-17
apresenta correlagcdo com atividade da doenca, como exemplo, células T produtoras
de IL-17 foram encontradas em infiltrados renais de pacientes com nefrite lUpica
(CRISPIN et al., 2010; DOUREAU et al., 2009; HAGIWARA et al.,1996; HOUSSIAU
et al., 1995; PARK et al., 1998).

A citocina IL-10 foi descoberta como “fator inibidor da sintese de citocinas”,
por ser capaz de inibir a producdo de citocinas por células Thl de camundongos em
cultivos celulares (MOORE et al., 2001). Ela é considerada como a principal citocina
anti-inflamatéria, sendo assim apresenta influéncia em varias células do sistema
imune incluindo linfocitos Thl e Th2, linfocitos B, células NK, mondcitos,
macrofagos, mastocitos, neutrdfilos e eosindfilos (KARIMABAD et al., 2013).A IL-10
ainda atua inibindo a proliferacao dos linfécitos T CD4+ e producédo de IL-2 e IFN-y
pelas células Thl, e IL-4 e IL-5 pelas células Th2, mas ndo € capaz de diminuir a
producéo de IL-17 pelas células Th17.0 gene IL-10 esta localizado num importante
l6cus de susceptibilidade para LES no cromossomo 1 (JOHANNESON et al., 2002) e
ainda atua aumentando a proliferacéo, diferenciacdo e producao de anticorpos pelos
linfécitos B; essa producdo exarcebada de anticorpos pode explicar a hiperatividade
dos linfocitos B e maior producdo de autoanticorpos no lUpus. Varios estudos
encontraram niveis elevados dessa citocina em pacientes com LES, e correlacdo
com atividade da doenca (HAGIWARA et al.,1996; HOUSSIAU et al., 1995; PARK et
al., 1998)

O TNF é uma importante citocina proé-inflamatdria e imunoregulatoria com

efeito em varias células tanto da imunidade inata quanto adaptativa, e esta
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diretamente envolvida com apoptose (POSTAL; APPENZELLER, 2011). Ele estimula
a producéo de citocinas inflamatorias, entre elas IL-1 e IL-6, aumenta a expressao
de moléculas de adesdo no endotélio vascular e também ativacdo dos neutrofilos.
Nos linfocitos B, o TNF age como um fator de crescimento estimulando a producéo
de autoanticorpos, e nos linfécitos T além de estimular a proliferacdo dessas células,
aumenta a expressao de moléculas do MHC, e a producdo do IFNy, aumentando a
acao pro-inflamatéria (ARINGER; SMOLEN, 2003). Vérios estudos demonstraram
maior nivel sérico de TNF em pacientes com LES comparado com grupo controle
saudavel, e alguns desses estudos houve associacdo do TNF com atividade da
doenca, sugerindo um papel importante do TNF na regulacdo da inflamacédo e na
apoptose celular (LOPEZ; GUTIERREZ; SUAREZ, 2010; POSTAL; APPENZELLER,
2011)

Varias evidéncias sugerem a participacdo do IFNy na patogénese do LES. O
seu gene esta localizado num locus de susceptibilidade para LES (GAFFNEY et al.,
1998). Nivel sérico elevado do IFNy foi encontrado em pacientes com LES, e
apresentou correlacdo com atividade da doenca. Estudos in vitro demonstraram
maior expressao do mRNA do IFN-y em células mononucleares do sangue periférico
de pacientes com lupus do que grupo controle saudavel apds estimulacdo com
mitégenos. (FUNAUCHI et al., 1991)

1.6 Relacdo entre o Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) e 0 LES

Através de estudos de associacdo genética demonstrou-se que a
susceptibilidade ao lUpus € poligénica e mais de 20 loci com genes ligados ao lUpus
e seus respectivos cromossomos ja foram descritos (RAHMAN; ISENBERG, 2008).

Os genes do MHC sao altamente polimorficos e expressos de forma
codominante em cada individuo. O MHC esta dividido em trés classes (I, Il e Ill) e
ocupa regido de aproximadamente 4 megabases de DNA no brago curto do
cromossomo 6 e codificam os chamados antigenos leucocitarios humanos (HLA).
Além de influenciarem na rejeicéo a transplantes de 6rgaos, os genes do MHC estéo

envolvidos na susceptibilidade a um amplo espectro de doencas infecciosas e
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doencas crbnicas néo infecciosas, tais como cancer e doencas autoimunes (PIRRI
et al, 2009; ROUSSEAU et al, 2003).

O antigeno leucocitario humano G (HLA-G) é uma molécula do MHC de
classe | ndo classica ou do grupo Ib. A estrutura da molécula do HLA-G assemelha-
se as outras moléculas classicas do HLA de classe I. No entanto, o gene do HLA-G
apresenta algumas caracteristicas préprias como baixo polimorfismo em sua regiao
codificadora e expresséao limitada em determinados tecidos. Existem sete diferentes
isoformas da molécula, geradas pelo rearranjo alternativo de éxons e introns, sendo
quatro ligadas & membrana (G1-G4), e trés formas soluveis (G5-G7) (Figura 1)
(CAROSELLA et al, 2008b; CONSIGLIO et al., 2011; MARTINEZ-LASO et al., 2013;
RIZZO et al, 2008).

Figura 1-Rearranjo alternativo da sequéncia de HLA-G e esquema da estrutura genética e molecular
de cada isoforma

G*01:13N G*01:05N
Stop-codon 54 AC Codon 129/130  Stop-codon 189
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Fonte: Donadi et al. (2011)

Legenda: Estrutura do mRNA completo do gene HLA-G com seus éxons e introns, as formas lineares
transcritas das isorfomas sollveis e ligadas & membrana a partir de rearranjos alternativos do mRNA
e as formas estruturais de cada isoforma

Funcionalmente, HLA-G inibe a atividade citolitica das células NK e linfécitos
T, a resposta de células T CD4+ aloproliferativas, a proliferacdo de células T e NK, a
maturagcdo das células apresentadoras de antigenos e leva a inducéo de células T
reguladoras. A molécula de HLA-G exerce a maioria dessas fun¢des através da sua

capacidade de ligar-se a varios receptores inibitérios localizados na superficie
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celular dessas células. Outro mecanismo de acao dessa molécula esta relacionado
ao fenbmeno da trogocitose, que é a captacdo intercelular de HLA-G pela
incorporacédo de fragmentos de membrana que expressam essa molécula, ou seja,
células T ou NK efetoras que nao transcrevem HLA-G podem tornar-se
temporariamente HLA-G positivas adquirindo um perfil imunossupressivo e perdendo
sua capacidade de células efetoras (CAROSELLA et al., 2008a, 2008b).

A variabilidade genética na regido 3’ ndo traduzidas (NT) do gene HLA-G
mostrou-se associada a ocorréncia de lipus, sendo os genotipos 14pb INS-INS,
+3110 C-C e +3142 G-G mais frequentes em pacientes adultos brasileiros com IUpus
(LUCENA-SILVA et al., 2013). Rizzo e colaboradores mostraram também que a
forma soltuvel do HLA-G (sHLA-G) esta diminuida no plasma de pacientes com lapus
em relagéo ao controle normal, sugerindo uma menor regulacio negativa pelo HLA-
G sobre a resposta imune tenha um papel importante na patogénese da doenca
(RIZZO et al., 2008).

A acado tolerogénica da molécula HLA-G esta relacionada ao seu efeito
inibitério sobre o sistema imune, de forma que, o estudo da expressao da HLA-G no
lipus € muito importante para a compreensdo do controle do fendmeno de
tolerancia/autoimunidade. Sabendo que (i) a frequéncia entre os alelos relativos a
sitios polimorficos na regido 3'NT no gene HLA-G diferem em pacientes com lapus e
controles saudaveis (LUCENA-SILVA et al., 2013), (ii) os haplétipos definidos pelo
polimorfismo na sequencia 3'NT do gene HLA-G podem influenciar diferentemente a
expressdo de HLA-G (DI CRISTOFARO et al., 2013), (iii) a concentracédo de sHLA-G
no plasma de paciente com lupus € menor do que em individuos saudaveis (R1ZZO
et al.,, 2008), (iv) o ldpus juvenil € mais grave que o adulto e menos estudado
(SILVA; AVCN; BRUNNER, 2012), nesse projeto pretendemos estudar a regulacao

imune exercida pelo HLA-G no Iapus juvenil.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da expressao da proteina HLA-G solUvel na resposta
imunologica de pacientes com ldpus eritematoso sistémico juvenil (LESJ)
relacionando esses niveis de expressao com a atividade da doenca.

2.20bjetivos especificos

a) Avaliar a producéo de sHLA-G em plasma de sangue periférico dos pacientes

com LESJ ativo e inativo.

b) Relacionar os niveis de citocinas (Thl, Th2 e Th1l7) no plasma dos pacientes

com LESJ ativo e inativo.

c) Analisar a expressdo de mRNA de HLA-G5, IL-10 e TNF em células
mononucleares isoladas de sangue periférico dos pacientes com LESJ e

relacionar com a atividade da doenca.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Desenho de estudo

O presente estudo é descritivo de um grupo de pacientes diagnosticados com
LESJ, selecionados a partir de uma coorte prospectiva de pacientes que
apresentaram no periodo de estudo a doenca na forma ativa e depois inativa e vice-
versa, cuja expressao diferencial de HLA-G e citocinas foram investigadas.

Este projeto foi realizado em conjunto com o médico Reumatologista André
Cavalcanti, doutorando do programa de Pdés-graduacdo em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude, responsavel pelo diagndstico, acompanhamento e
tratamento dos pacientes com LESJ. O Projeto foi aprovado pelo Comité de ética do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes CAEE: 02400512.2.3001.5190 e pelo da
Universidade Federal de Pernambuco CAEE: 02400512.2.0000.5208.

3.2 Populagéo e local do estudo

Os pacientes convidados para o estudo foram atendidos no Servico de
Reumatologia do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e diagnosticados com Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil
(LESJ) de acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia e idade
maxima ao diagnostico de até 18 anos. Ao serem convidados a participar do
estudo, os responsaveis por estes pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre Esclarecido (TCLE) concordando em participar da pesquisa, respondendo
questionario de pesquisa sobre a histéria da doenca, e permitindo a coleta de
sangue periférico para a realizacéo dos testes laboratoriais.

A populacdo de pacientes desse estudo possui idade atual entre 12 e 20
anos, tendo sido diagnosticados por apresentarem pelo menos quatro dos onze
critérios para definicdo de lupus. De acordo com o protocolo clinico, os pacientes
foram submetidos periodicamente a avaliacéo clinica e laboratorial padronizada para
seguimento da atividade da doenca, incluindo amostras de sangue e urina para

dosagens de anti-DNA, anti-cardiolipina, IgG e IgM, anticoagulante lUpico,
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complemento sérico (C3, C4 e CH50), hemograma e sumario de urina. A maioria dos
pacientes estava recebendo tratamento imunossupressor para controle da doenca
(glicocorticoides e antimalaricos, em associacdo com azatioprina, ciclofosfamida
intravenosa ou micofenolato de mofetila), quando ingressaram no estudo.

Foram coletados dez pacientes que apresentaram mudanca no estado do LESJ
no periodo do estudo, pacientes em que houve reativacdo do LESJ durante o
tratamento e pacientes que tinham LESJ ativo e apés tratamento apresentaram
LESJ inativo. A atividade da doencga foi medida através do SLEDAI, que é calculado
considerando a presenca de manifestacdes clinicas e achados laboratoriais nos
pacientes. Foi considerado LES ativo para criangcas com SLEDAI > 4 para e LES
inativo para SLEDAI < 4.

Foram coletadas também amostras de criancas e adolescentes saudaveis
selecionadas em escolas da cidade do Recife. Foram selecionadas criancas
saudaveis pareadas por sexo e idade identificadas sem histérico familiar de doencas
autoimunes, especificamente diabetes, lUpus e artrite reumatoide na entrevista com
seus genitores, por médico reumatologista, e que assinaram o TCLE concordando
com a coleta de sangue periférico.

As amostras de sangue dos pacientes com LESJ e do grupo controle foram
encaminhadas e processadas no Laboratorio de Imunogenética, Departamento de

Imunologia, do Centro de Pesquisa Aggeu Magalh&es/FIOCRUZ.

3.3 Critérios de inclusédo e exclusao

Foram incluidos individuos com diagnéstico de LESJ (realizado até 18 anos
de idade), que possuiam pelo menos uma amostra de sangue coletada no periodo
de atividade e outra no estado inativo da doenca. Foram excluidos aqueles que os

genitores ndo concordaram em participar da pesquisa.
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3.4. Procedimentos Laboratoriais.

3.4.1 Processamento da Amostra

O sangue periférico dos pacientes e do grupo de pacientes saudaveis foi
colhido em tudo contendo o anticoagulante EDTA e processado pelo gradiente de
Ficoll®, reagente que separa os elementos sanguineos (hemacias, leucocitos e
plasma) de acordo com a densidade desses elementos. Os leucécitos foram
retirados, suspensos em 1 ml de tampao PBS, contados utilizando camara de
Neubauer e aliquotados em tubos com 5x10° células, foram também feitas aliquotas

de 1,5mL de plasma e armazenadas a -80°C.

3.4.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A partir das aliquotas das células isoladas foi realizada por meio da lise
celular pelo reagente TRIZOL® (Invitrogen, Califéornia — USA), em seguida foi
realizada homogeneizacdo com cloroférmio para remocdo de proteinas. ApOs
centrifugacéo, foi retirada fase aguosa e misturada ao isopropanol para precipitacédo
do RNA. Apés nova centrifugacédo, o precipitado de RNA foi lavado com etanol 75%
e suspendido com 20 uL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), colocado
a temperatura de 55°C por 10 minutos para eliminar estrutura secundaria da fita de
RNA, e evaporacao de qualquer residuo de etanol.

A transcricdo reversa em cDNA foi realizada com a enzima transcriptase
reversa MMLV (Invitrogen, Califérnia - USA). Resumidamente, foi preparada uma
mistura A com 5 pL de agua DEPC, 1 pL de dNTP 10 mM e 1 pL de iniciadores
randémicos 0,2 pg/mL (Invitrogen, Califérnia — USA), sendo adicionado 5 pL da
amostra de RNA previamente extraido, e aquecido em 65°C por 5 min para
desnaturacdo do RNA, e colocado em gelo para evitar a formacado de estrutura
secundaria. Em seguida, € adicionado o volume contido na mistura B, preparada
com 4 pL de tampéao 5X, 2 yL de dietilditiotreitol (DTT) 0,1M e 1 pL de inibidor de
RNAse 40 pg / pL e incubado a 37°C por 2 minutos antes de adicionar 1 pL da

enzima transcriptase reversa, e depois permanecer por 1 hora e 15 minutos a 37°C.
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3.4.3 Construcao do plasmideo pTA-HLAG5

HLA-G5 é a isoforma soluvel mais estudada e a subclonagem de sequéncia
do mRNA de HLA-G5 em plasmideo TA Cloning Vector® (Invitrogen, Califérnia-
EUA) permitiu a quantificacdo da expressao do HLA-G5 em amostras de cDNA dos
pacientes com LESJ utilizando a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
(gPCR).

3.4.3.1 Obtencéo do fragmento do mRNA de HLA-GS5 para clonagem

Sequéncias das isoformas de HLA-G depositadas no banco de dados no
National Center Biotechnology Information (NCBI) foram pareadas com ferramentas
de bioinformatica, incluindo o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA), visando o desenho de iniciadores especificos para ampliacdo da isoforma
HLA-G5.

Inicialmente foi realizada PCR para amplificacdo de segmento génico em
diferentes temperaturas de anelamento, visando identificar as condi¢cdes da reacao
com maior especificidade. O fragmento amplificado foi visualizado em gel de
agarose 2%, e a banda observada foi cortada. O produto de PCR foi purificado do
gel com o reagente PureLink™Quick Gel Extraction (Invitrogen, Califérnia - USA). A
qualidade do produto de purificacdo foi determinada por espectrometria através da
relacdo entre as leituras de acidos nucléicos aferidas a 260nm e 280nm, sendo
considerada boa relacdo os valores entre 1,8 e 2,0. A sequencia foi confirmada por
sequenciamento, realizado pelo Nucleo de plataforma tecnoldgica da FIOCRUZ-PE.

3.4.3.2 Ligacéo da sequéncia HLA-G5 no vetor pTA
A ligacao entre o fragmento de HLA-G5 amplificado chamado inserto e o

plasmideo vetor obtido comercialmente (TA Cloning Vector®, Invitrogen, Califérnia -

USA) foi realizada a 16°C, durante 18 horas. A reacéo de ligacdo foi preparada com:
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1pL do inserto, 2,5 ng/uL do vetor, 6uL de agua, 2uL tampéo 5x ligase e 0,4 U/uL

enzima ligase.

3.4.3.3 Transformacéao de células bacterianas com o plasmideo recombinante
pTA-HLAGS

Antes de comecar a transformacdo das céulas bacterianas, foi necessario
tratar a E. coli XL1 Blue (bactérias recipientes sensivel a ampicilina) com CacCl, (100
mM), tornando as células competentes para receber o plasmideo recombinante. A
suspensdo de células competentes é distribuida em aliquotas de 200 pL em
microtubos, e armazenada em freezer -80°C até uso. Todos os reagentes e tubos
utilizados na preparagdo de células competentes foram previamente refrigerados
com o objetivo de preservar a competéncia das células.

O protocolo de transformacédo usado baseia-se na: Adicdo do produto de
ligacdo em contato com as bactérias competentes em gelo, promovendo a
aproximagdo entre o plasmideo recombinante e a parede celular da bactéria; choque
térmico a 42°C por 30 segundos, visando a abertura dos poros da superficie da
bactéria criados durante o processo de competéncia bacteriana, aumentando a
probabilidade de ingresso do plasmideo nas células; Incubacdo em gelo por 5
minutos, visando retrair os poros na superficie das células aprisionando o plasmideo
recombinante.

Foram utilizados dois controles para no processo de transformacdo, em uma
das aliquotas de células competentes foi com 10 ng de plasmideo ja utilizado no
laboratério e outra aliquota foi mantida sem adicdo de DNA exd6geno, submetidos as
mesmas condi¢des de reagcdo da amostra transformada com plasmideo pTA-HLAGS.
Apds o choque térmico, as amostras foram acrescidas de 800 uL de meio liquido LB
sem antibiético e colocadas para crescer a 37°C durante 1 hora, e posteriormente

foram semeadas em meio sdlido Lurian Bertani (LB) com ampicilina
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3.4.3.4 Selecéao de clones recombinantes pela marca de selecéo

Os clones bacterianos recombinantes foram selecionados pela capacidade de
crescimento no meio LB com ampicilina, visto que apenas as células, que receberam
o plasmideo, tém a capacidade de crescimento em meio com esse antibittico, pelo
fato das células recipientes serem sensiveis ao mesmo.

Desta forma, a cultura de células transformadas foram plaqueadas em placas
de petri com meio solido LB com ampicilina na concentracdo de 70ug/mL. A
suspensao de células no tubo contendo apenas células competentes foi plagueada
em meio solido sem antibiotico para avaliagdo da viabilidade bacteriana, e no meio
sélido com antibidtico para confirmar a auséncia de contaminacdo com bactérias
resistentes ao antibidtico usado como marca de selecédo. (Figura 2C1)

A cultura de células transformadas com concentracdo conhecida de
plasmideo integro foi plagueada com volume de 10 pL ou 100 pL por placa em meio
sélido com antibiotico, visando a avaliacdo da competéncia das células recipientes
em serem transformadas pelo plasmideo. (Figura 2C3)

Todo o volume da cultura (1mL) das células competentes transformadas com
pTA-HLAGS5 foram plagueadas em quatro placas com meio solido LB com ampicilina
(70ug/mL). Apés pelo menos 18 horas de incubacédo a 37°C, as colonias isoladas
observadas na placa foram requicadas em meio liquido LB sélido com a mesma
concentracdo de antibidtico, e incubadas a 37°C, para obtencdo de colbnias
isoladas. Cada clone recombinante foi cultivado em meio liquido, sob agitacdo, por
18 horas para extracdo de DNA plasmidial e confirmacédo da presenca do inserto.
(Figura 2C2)



SANTOS, R. S. N.

36

Figura 2-Etapas de ligacédo, transformacéo e selecéo de clones recombinantes que foram utilizados
para extracao da sequéncia de HLA-G5

(A) Ligacdo (B) Transformacdo
Inserto Agua
Tampéo 5x XL-1 Blue
Vetor com competentes
\mmr l 1gase inserto
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l"Ou‘ de plasmideo (70ul/mL) para extracdo dos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura Esquema do processo de ligagdo, transformacgdo das células bacterianas, selecdo de clones e extracao
do plasmideo com o inserto HLA-G5. Em paralelo ao processo de obteng¢édo do plasmideo contendo o inserto
com a sequéncia de HLA-G5 foi feito o teste de contaminacao das células competentes assim como seu controle
de viabilidade (Figura2C1) e também o teste de eficiéncia dessas células utilizando na transformacéo plasmideos
j& padronizados em uma concentracéo definida e volumes distintos (Figura2C3).

3.4.3.5 Extracdo do plasmideo contendo sequéncia do gene HLA-G5

Bactérias recombinantes foram obtidas a partir de cultura noturna em meio
liguido LB submetido a pressao seletiva (presenca de ampicilina) através de
centrifugacéo por 5 min, a 4.500 xg. As células foram suspensas em 100 uL de GTE
(Glucose 50 mM, Tris 25 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM), acrescido de RNAse (0,2
mg/mL) em gelo por 5 min, a posterior adicdo de 200uL da solugéo de NaOH (0,2 M)
e SDS (1%) permite a lise das células bacterianas, e desnaturacdo do DNA
cromossomal e plasmidial. Apés essa etapa foi colocado 150 pL solucdo de acetato

de potassio (5M) por 10 min no gelo, visando o reanelamento do DNA plasmidial. A
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purificacdo do DNA plasmidial foi obtida com o acréscimo de um volume aproximado
de 500 pL de fenol-cloroférmio, e a eliminacéo de restos celulares pela centrifugacéo
por 5 min, a 13.400 xg. O sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi transferido
para um tubo limpo e submetido a precipitacdo com 500 uL de isopropanol e
centrifugacéo a 15 min, a 12.000 g. O precipitado de DNA plasmidial foi lavado com
500 pL de &lcool 70 % e, secado a temperatura ambiente para remoc¢éo de residuo
de alcool e suspenso com DEPC.

ApGs isolamento plasmidial foi realizada nova PCR com mesmos pares de
iniciadores utilizados na amplificacdo do fragmento clonado. Além disso, todos os
plasmideos foram enviados para sequenciamento utilizando iniciadores na

sequencia do vetor, e posterior analise bioinformética da sequéncia obtida.

3.4.3.6 Padronizacdo da PCR em tempo real para deteccdo de mRNA de HLA-G5

Apos obtencéo dos plasmideos desejados, foi necessario testar e estabelecer
as condic¢des ideais da PCR em tempo real.

Inicialmente foi realizada PCR quantitativa (QPCR) na temperatura padrao do
equipamento (60°C) para testar a especificidade dos primers utilizando o sistema de
deteccdo Sybr Green (Applied Biosystem, California-USA). A melhor temperatura de
anelamento primers-sequéncia alvo foi estabelecida a partir dos ensaios com as
temperaturas de 60°C, 61°C, 63°C e 65°C. Para verificar o limite de deteccdo do
ensaio, diferentes concentracdes do plasmideos pTA-HLAGS5 (100 ng/uL; 10 ng/uL;
1 ng/uL; 0,1 ng/uL; 0,01 ng/uL) foram testadas em duplicatas na melhor condigcéo de
temperatura de anelamento estabelecida

A quantificacdo absoluta da isoforma de HLA-G5 na amostra clinica foi
determinada em relacdo a quantificacdo em amostras contendo diluicbes crescentes
e conhecidas de DNA plasmidial determinada em termociclador 7500 da Applied
biosystem, cada amostra foi submetida a reacdo em cadeia para amplificacdo da
isoforma HLA-G5 (posicdo exon 2-3 + intron 4) em solucdo tampéo da reacao
contendo SyrBr Green. As condi¢Bes das PCRs especificas foram: 2 min a 50°C, 10

min a 95°C seguidos de 40 ciclos de 15 seg a 95°C e 1 min a temperatura de
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anelamento ideal, seguido de 15 ciclos (15 seg a 94°C, 1 min a 60°C, 30 seg a 95 °C
e 15 seg a 60 °C) para visualizacdo da Curva de dissociacao.

A Curva de dissociacdo obtida nas gPCRs mostram a especificidade do
plasmideo, onde ndo ha formacdo de produtos inespecificos. A curva padrdo foi
construida através dos dados obtidos, fazendo a relacdo entre o Ciclo Threshold
(CT) e a concentracao de plasmideo. Apos temperatura de anelamento estabelecida
foi feito experimentos diferentes, nas mesmas condicdes para verificar a
reprodutibilidade da reacdo de PCR, sendo observados os valores do slope e da

eficiéncia gerado a partir da equacéo da reta obtida pelos dados de CT da curva.

3.4.4 Quantificacao relativa de mRNA dos genes IL-10 e TNF

A quantificagdo relativa da expressao de IL-10 e TNF dos pacientes foi feita
em comparagdo ao gene constitutivo gapdH, utilizando o sistema de deteccao
Tagman® (Applied Biosystems, Califérnia - USA).

A expressao relativa (ACT) foi determinada pela subtracdo do CT (da sigla
Cycle threshold) da curva de amplificacdo do MRNA do gene IL-10 ou TNF pelo CT
obtido na curva de amplificacdo de mRNA do gapdH. CT corresponde ao ciclo em

que a curva ultrapassa a linha de cutoff determinado experimentalmente.

3.4.5 Deteccdo do perfil de citocinas

A concentracdo de citocinas presentes no sangue periférico de criancas com
lGpus ativo e inativo foi determinado conforme recomenda o fornecedor do kit CBA
(Cytometric Bead Array, BD Bioscience, San Jose, USA). Os resultados foram
expressos em pg/mL. Foram avaliados os perfis Thl (incluindo INF-y, TNF e IL-2),
Th2 (incluindo IL-10, IL-4), e Th17 (incluindo IL-6, e IL-17).

3.4.6 Deteccao do nivel de HLA —G soltvel plasmatico

O HLA-G soluvel (sHLA-G) foi detectado por imunoensaio enzimético (ELISA

— Enzyme Linked Immunosorbent Assay), utilizando o reagente sHLA-G detection kit
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(Exbio, Praga). Uma curva de calibracdo é construida a partir dos valores resultantes
da subtracdo entre a absorbancia obtidas em 450nm por 620nm para as diferentes
concentracfes das amostras calibradoras. As concentracdes das amostras testes

séo determinadas usando esta curva de calibragéo.

3.4.7 Analise estatistica

A descricdo clinica dos casos estudados foi expressa em valor absoluto ou
porcentagem, enquanto que as variaveis continuas (idade e SLEDAI) foram
expressas pelo valor maximo, minimo, e mediana.

A comparacédo das variaveis entre 0os grupos com a doenca ativa e inativa foi
realizada utilizando Mann-Whitney U (quando comparado grupo ativo X inativo) e
Kruskal-Wallis (para comparar grupo ativo x inativo x saudavel), e a correlagéo entre
0s niveis de citocinas e de sHLA-G foram avaliadas utilizando a correlacdo de
Spearman.

Todos os dados e graficos apresentados foram analisados e construidos
utilizando o programa Graph Pad Prism (California - USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil clinico e laboratorial das criancas com lUpus eritematoso sistémico

juvenil

A populacdo de estudo consistiu de 10 pacientes com idades entre 12 e 20
anos (mediana de 14 anos). Desse total 9 pacientes foram do sexo feminino e 6
foram declarados n&o brancos. Todos os 10 pacientes apresentaram FAN e Anti-
dsDNA positivo. Foi observado em metade dos pacientes a presenca de leséo renal,
Ulceras e rash malar, e 4 dos 10 pacientes apresentaram serosite e artrite. (Tabela
1).

Tabela 1-Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LUpus eritematoso sistémico

juvenil
Caracteristicas N %
Sexo
Feminino 9 90
Masculino 1 10
Idade
Mediana 14
Minimo 12
Maximo 20
Cor
Branca 4 40
Nao branca 6 60
Alteragdes clinicas
Leséao renal 5 50
Serosite 4 40
Artrite 4 40
Ulceras 5 50
Acometimento do SNC 0
Rash malar 5 50
Hematoldgicas Imunoldgicas
Anti-dsDNA 10 100
FAN 10 100

Fonte: Elaboarada pelo autor

Nota: Principais caracteristicas dos 10 pacientes com LESJ que estudamos. Dentre esses pacientes
apenas um deles foram do sexo masculino, apresentaram mediana de 14 anos. Lesao renal, Ulceras
e rash malar foi clinicamente observado em 5 dos pacientes, entre os dados laboratoriais todos eles
apresentaram os autoanticorpos Anti-dsDNA e FAN.

O LESJ nos pacientes foi classificado em ativo ou inativo de acordo com o

valor de SLEDAI calculado no momento da coleta da amostra. O indice de atividade
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do LES (SLEDAI) variou entre 0-4, com mediana de 2 para 0s pacientes inativos e

entre 8-27, com mediana de 13 para pacientes ativos (Tabela 2).

Tabela 2-Valores de SLEDAI do grupo de pacientes com LESJ ativo e inativo

SLEDAI Ativo Inativo
Mediana 13 2
Minimo 8 0
Maximo 27 4

Fonte: Elaborada pelo autor

Nota: No grupo de pacientes com LESJ ativo e inativo foi observado o valor méximo, minimo e a
mediana dos valores de SLEDAI, no grupo de amostras de pacientes com o LESJ ativo o SLEDAI
maximo é 27 enquanto que no grupo de amostras de pacientes inativos esse valor chega apenas a 4.

4.2 Obtencao da sequéncia do mRNA do HLA-G5 apés subclonagem

No principio ndo foi possivel desenhar os primers a fim de isolar, amplificar e
subclonar todas as isoformas do HLA-G para utilizar em nosso trabalho, pois depois
de alguns experimentos foi observado através de sequenciamento que as outras
isoformas apresentavam homologia com outro tipo de HLA, sendo assim, a Unica
isoforma que conseguimos isolar e analisar foi a HLA-G5.

Através de estudo de bioinformatica utilizando a sequéncia de RNA
mensageiro referéncia de HLA-G (NM_002127.5) foi desenhado o primer que
amplifica a regido entre a juncdo do éxon 2-3 e o Intron 4 capaz de amplificar a
sequéncia de HLA-G5, amplificando o fragmento de 347 pares de bases (pb), que foi
excisado, purificado, subclonado e sequenciado. (Figura 3A)

Apés a obtencdo do plasmideo da isoforma HLA-G5 foi realizada nova PCR
utilizando os primers da isoforma para observacdo da amplificacédo da sequéncia em
gel de agarose 2%, o produto da amplificacdo também foi enviado para
sequenciamento, e com o resultado confirmamos sua de homologia com a isoforma
do HLA-G5 através de um BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) realizado
entre a sequéncia subclonada e a sequéncia referéncia encontrada no NCBI

(National Center for Biotechnology Information) (Figura 3B).
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Figura 3-Analise de clones recombinantes para a confirmacdo da subclonagem da sequéncia da
isoforma HLA-G5.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: (A) Gel de agarose 2% mostrando o produto de amplificacdo da sequencia HLA-G5 a partir
de DNA de diferentes clones, Poco 2 — Peso molecular de 100 pares de bases; 3,5,7 e 9 — Clones
com inserto HLA-G5; 1, 4, 6 e 8 — pocos vazios (B) Sequéncia referéncia de HLA-G usada para obter
sequéncia que foi utilizada na subclonagem.

4.3 Padronizacao da PCR quantitativa (QPCR) para quantificagcdo de HLA-G5 no

pacientes com LESJ

A amplificagdo da sequéncia de HLA-G5 a diferentes temperaturas e
concentracdes do plasmideo pTA-HLA-G5 permitiu a determinacdo do threshold e
da construcdo da curva padrdo, que foi utilizada para quantificar a producdo de
MRNA nos pacientes com LESJ.

A amplificagdo do pTA-HLAGS utilizando a temperatura de anelamento de
63°C mostrou diferentes picos no grafico da curva de dissociacdo, enquanto que a
reacdo realizada a 65°C apresentou pico Unico, considerado especifico para a

amplificacdo de HLA-G5 nas condi¢fes estabelecidas (Figura 4).
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Figura 4-Otimizac&o da temperatura da reacao de amplificacdo do pTA-HLAG5
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Curva de dissociagdo da amplificacdo do pTA-HLAGS por gPCR utilizando a temperatura
de anelamento de 63°C (A) e 65°C (B).

Apos definicdo da temperatura de anelamento, foram analisadas diferentes
concentracbes do pTA-HLAG5 para definir quais concentracdes de plasmideo
seriam utilizadas na construc¢do da curva padrdo. A concentracdo de 100 ng/mL de
PTA-HLA-G5 e, pelo menos, 5 amostras de diluicdes de 10x foram definidas como
adequadas; concentracdes maiores que 100ng/mL apresenta sinais gréaficos na

curva de amplificacdo compativeis com inibicdo da reacao (Figura 5).
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Figura 5-Teste de diferentes concentracBes de pTA-HLAGS5 para construcdo da curva padrdo
utilizada na quantificagdo de mRNA de HLA-G5 nos pacientes com LESJ.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Lengenda: (A) Curvas de amplificagcdo utilizando como material alvo o pTA-HLAGS5 extraido, na curva
foi observado o plasmideo na concentracdo estoque, na concentragdo de 100ng/pL,10 ng/pL, 1

ng/uL, 0,1 ng/uL e 0,01 ng/uL. (B) Curva de dissociagéo resultante da amplificagdo comprovando a
especificidade da reacdo mesmo em concentragdes de material alvo distintas.

A reprodutibilidade da reacao foi testada em trés experimentos distintos, com
amostras em duplicatas, considerando a temperatura de anelamento de 65°C e a
concentracéo inicial do pTA-HLAG5 de 100ng/uL. Primeiro foram analisados os trés
experimento de maneira distinta, observando inicialmente o TM e a auséncia de
picos inespecificos na curva de dissociacdo, e depois calculando a inclinacao da
curva para cada experimento. Considerando um desvio padréo, o TM da curva de
dissociacdo nos trés experimentos variou de 86,22 a 86,73 °C, e em nenhum

experimento foi observado picos inespecificos adicionais (Figura 6).
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Figura 6-Analise da especificidade e reprodutibilidade da amplificacdo do pTA-HLAG5
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1 oN Ungsterminad Unastarminag §2.19606574 %3 07 |
1 HLAGS 1009 L 5325111629 S305159019 58271 00297 8550575253 ; :‘
1 HLAGS 10ng L 3382224121 5533151207 37202 0178 23831 35,50575253 — /
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1 HLAGS 0,1ng ! 1697017574 145712282 129207 00700 30455 2631977884 o

1 HLAGSCOInguL 18,5741835¢ 18,55507507 189525 00135 37:% 8513277435 -
2 =Y Unsmarmined Unostarmings 8220604721 %42 013

2 HLAGS 100ngyL 573765583 5798563492 57911 00049 3560578101

2 HLAGS 10ng /L. 2525855054 8576000757 assn 00357 27600 85.41977632

2 HLAGS 1ngiL 10,83708305 1085157305 10,7828 0.1452 2233 85.41977832 =
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3 HLAGS 1000gAIL 082551157 507738290 50703 00108 B5T21TS

3 HLAGS 100g ML 3178074173 2106383481 s 0033 305% 865723175
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Temperatura Média (TM) dos trés experimentos analisadas separadamente. No
experimento (A) 86,39°C, (B) 86,42 °C e (C) 86,56 °C, além da temperatura mostrar a especificidade
de cada reacéo é visto o pico Unico na curva de dissociacdo de cada experimento.

A curva padrédo dos trés experimentos mostrou significancia de 0.99%, com

inclinacdo da reta de -3,1, -3,2 e -3,5, sugerindo boa reprodutibilidade (Figura 7).
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Figura 7-Amplificacdo de cada experimento utilizando as mesmas concentracdes de plasmideo e a
curva padrdo construida a partir dos dados de cada amplificacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: Na curva de cada experimento foi destacada a inclinagdo da curva, mostrando resultado

préximo a -3,3 que era esperado, pois a diluicdo é feita de 1:10 e log de 10 na base 2 é igual a 3,3.
Também pode ser observado o R? gue indica a eficiéncia da reacao e quanto mais proximo de 1 mais

a reacdo foi eficiente

A mesma analise foi realizada com todos os dados das concentracbes dos

experimentos em conjunto (Figura 8). Considerando o0s trés experimentos, a
inclinagdo da curva padrao foi de -3,24, sendo confirmada a reprodutibilidade e a

boa eficiéncia dos experimentos.
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Figura 8-Curva padrdo da amplificacdo da sequéncia HLA-G5
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Curva padrao construida a partir dos resultados das qPCRs realizadas utilizando o
plasmideo de HLA-G5 como controle positivo. Na equacéo da reta é possivel observar o valor de R®
(0,99) e da inclinacéo da curva (- 3,24) mostrando a reprodutibilidade das reacdes.

4.4 Relagdo entre atividade do LESJ e indices de HLA-G e citocina

4.4.1 Relacao entre expressao do mRNA do HLA-G5, IL-10 e TNF e a atividade

do LESJ
Foram analisados amostras de 10 pacientes com LESJ, em dois momentos

distintos, isto é, quando a doenca estava clinicamente ativa e inativa. Inicialmente
foram analisados a expressao de mRNA de HLA-G5, IL-10 e TNF.

O mRNA da isoforma HLA-G5 através da qPCR (Figura 9). A expressao de
MRNA de HLA-G5 nao apresentou diferenca significativa entre os pacientes com

LESJ clinicamente ativo e inativo (p=0,544).

Figura 9-Relacéo entre a quantificacdo de mRNA do HLA-G5 em pacientes com LESJ ativo e inativo
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Fonte: Elaborada pelo autor

A andlise comparativa da expressdao de mRNA da IL-10 entre 0s grupos com

LESJ ativo e inativo ndo apresentou diferenca significativa, sugerindo possivel
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regulacdo pos-transcricional na sua expressdo, traduzida no aumento da
estabilidade do mMRNA na doenca ativa, ou aumentando da degradacédo do mRNA de

IL-10 no estado inativo (Figura 10).

Figura 10-Comparacdo de mRNA do gene IL-10 entre os grupos com LESJ ativo e inativo
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Fonte: Elaborada pelo autor

Apesar do pequeno numero de pacientes estudados e a grande variagdo na
expressdo de TNF houve diferenca estatistica em relacdo a sintese de mRNA em

relacdo a sintese de mRNA dos pacientes ativos e inativos (p=1.000) (Figura 11).

Figura 11-Comparacdo de mRNA do gene TNF entre os grupos com LESJ ativo e inativo
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Fonte: Elaborada pelo autor
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4.4.2 Presenca do sHLA-G e do perfil de citocinas Thl, Th2 e Th1l7 e sua

relacdo com a atividade do LESJ

Quando analisados os niveis de sHLA-G (isoformas HLA-G1s/HLA-G5) foi
observada uma tendéncia a diminuicdo de sHLA-G na forma ativa do LESJ, mas néo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
saudavel, ativo e inativo, possivelmente devido ao numero reduzido de pacientes e
a grande variacdo das amostras (Figura 12).

A maior variacdo no nivel das proteinas HLA-G nos estados ativo e inativo da
doenca associado a mesma expressao do mRNA de HLA-G5, sugere a necessidade
de avaliar se no estado ativo ocorre de fato uma reducdo da forma soltvel HLA-G1,
que nao foi avaliada por qPCR.

Figura 12-Relacéo entre os valores de HLA-G em sua forma soluvel entre pacientes com LESJ ativo,
inativo e individuos saudaveis.

200- P=0,4961

P=0,1655 —

' P=0,3150

Fonte: Elaborada pelo autor

Para avaliar o perfil de resposta imune dos pacientes, foi feita a comparacao
entre os valores das citocinas IL-10, IFNy, IL-4, IL-6, IL-2, TNF e IL-17 nos pacientes

com LESJ ativo e inativo, e individuos saudaveis (Figura 13).
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Figura 13. Comparacéo dos niveis das citocinas entre os grupos de pacientes ativos e inativos e

grupo saudavel (continua)
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Figura 13-Comparagao dos niveis das citocinas entre os grupos de pacientes ativo
e inativos e grupo saudavel (Concluséo)
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Fonte: Elaborada pelo autor

O valor de IL-17A do grupo de criancas saudaveis aparece significativo em
relacdo ao LESJ ativo (p=0.046), mas ndo apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao grupo de LESJ inativo (p= 0.078) e as amostras ndo variaram com a
atividade do LESJ (p=0.656) (Figura 13A).

O valor de IL-6 em pacientes com LESJ ativo foi significativamente maior do
gue o valor detectado quando esses pacientes estavam com a doenca controlada
(inativa) com imunossupressor e em relacdo as criancas saudaveis (p =0.011). A
diferencga entre os niveis plasmaticos de IL-6 em criancas saudaveis e criangas com
LESJ inativo néo foi estatisticamente diferente (p=0.630) (Figura 13B).

N&o foi possivel quantificar o nivel plasmatico IFNy nas amostras do grupo de
pacientes com LESJ inativo, a quantidade da proteina ndo ultrapassou o limite de
deteccdo. Entre o grupo controle e pacientes com LESJ ativo ndo houve diferenca
significativa (p=0,881) (Figura 13D).

A diferenca entre os niveis de IL-10 nos pacientes com LESJ ativo em
comparacdo com o grupo das criancas com LESJ inativo foi estatisticamente
significativa (p=0,045), quando comparado o grupo ativo com o controle foi visto uma
tendéncia a diminuigéo do grupo controle, mas nao houve diferenga estatisticamente
significativa (p=0.069) (Figural3E).

Os dados mostram que apenas entre o grupo controle e o grupo com LESJ inativo

foi observada diferenca estatisticamente significativa (p=0,005), o0s niveis
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plasmaticos de TNF apresentam-se diminuidos; e que, apesar da diferenca de
expressdo protéica na doenca ativa e inativa ndo ter sido significativa (p=0,106),

houve diferenca estatistica em relacédo a sintese de mRNA. (Figura 13G).

4.5 Correlacao entre sHLA-G e citocinas no LESJ ativo e inativo

A partir dos valores de expressdo protéica de sHLA-G e das citocinas no
grupo dos pacientes com LESJ ativo e inativo foi feita a correlagdo de Spearman.
(Tabela 3). Os valores de p<0,05 mostram as correlacdes estatisticamente

significativas.

Tabela 3-CorrelagBes entre HLA-G sollvel e citocinas nos grupos de criancas com LESJ ativo e

inativo

Correlacdo de Spearman Valor de p
InLaIL:_tiSvJo IL-17A  IFN TNF IL-10 IL-6 IL-4 IL-2 IL-17A  IFN  TNF IL-10 IL-6 IL-4 IL-2
IL-T7A
IFN
TNF 0,080 0,826
IL-10 0,648 -0,054 0,043 0,883
IL-6 0,477 0118 | 0814 0,164 0,745 | 0,004
IL-4 0,748 017 [ 0868 0,807 0,083 0,748 | 0,001 0,005
IL-2 0,612 0,056 | 0,649 | 0362 041 0,060 0878 | 0042 0305 0,235
sHLA-G -0,200 0,265 -0,48 0,23 -0222 -0,076 0,580 0458 0,682 0,735 0538 0,834
IA'ItES"; IL-17A  IFN TNF IL-10 IL-6 IL-4 IL-2 IL-17A  IFN  TNF IL-10 IL-6 IL-4 IL-2
IL-T7A
IFN 0,357 0,31
TNF 0418 0,620 0,230 0,056
IL-10 094 0651 0436 0591 0041 0,208
IL-6 0482 0337 0012 0,028 058 0342 0975 0938
IL-4 0351 -0222 -0,071 -0269 0,065 0320 0538 0844 0453 0859
IL-2 0,765 -0028 07244 0123 0569 -0,60 000 0939 0497 0735 0,086 0,658
sHLA-G 0484 -048 02122 -083 0584 -0107 0801 057 0683 0557 0613 0076 0,768 0,005

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Tabela mostrando a correlagdo entre as diferentes citocinas e sHLA -G e mostrando o
valor da forca que uma exerce sobre a outra, em todos os casos da tabela elas exercem uma forga
positiva. Na parte de cima da tabela, estdo marcadas em rosa as correlagfes significativas do grupo
com LESJ inativo e na parte de baixo estdo marcadas em azul as correlacdes significativas do grupo
com LESJ.

Ha a diminuicdo das forcas de relacdo entre as citocinas, e perda do padrao
de correlagéo das citocinas IL-10, IL-2 e IL-4 no estado ativo da doencga, e ainda no
estado ativo ha perda do padrdo em quase todas citocinas sendo predominante a
forca de relacéo entre a IL-17, IL-2 e IFNy, havendo também a presenca da relacéo
com sHLA-G sugerindo que a perda do balango entre as citocinas € um mecanismo
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envolvido na ativacdo da doenca, apesar de ndo esta claro o modelo de ativagédo
mediada por essas citocinas no presente estudo, foi desenhado trés modelos com o
objetivo de ilustrar como se encontra o balanco das citocinas no estado ativo, inativo

e no grupo saudavel. (Figuras 14, 15 e 16).

Figura 14-Modelo da regulacéo de citocinas no grupo controle
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Fonte: Elaborada pelo autor

Nota: A partir dos valores da Correlagdo de Spearman foi desenhado um modelo teérico de como
estaria sendo feito o balan¢o de equilibrio das citocinas no estado saudavel, havendo homeostasia
imunoldgica.

Figural5-Modelo de regulacdo de citocinas no grupo inativo

TNF

Fonte: Elaborada pelo autor

Nota: No modelo desenhado para o grupo inativo observa-se a interacdo da IL-17 com a IL-4 e a IL-
10, o que n&o foi observado no modelo controle. E sugerido também a forte influéncia da IL-10, pois
apresenta interagdo com todas as outras citocinas com forca de interagdo distinta em cada uma
delas.
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Figura 16-Modelo de regulag&o de citocinas no grupo ativo
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Fonte: Elaborada pelo autor

Nota: No modelo tedrico ativo a IL-17 apresenta relagdo coma IL-2 e a IL-10 com o IFNy que néo foi
observado nos modelos do grupo controle e do grupo inativo. Nesse modelo é visto a perda de
homeostasia entre todo o conjunto de citocinas e a presenca de interacido do sHLA-G na resposta.
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5 Discusséao

Em criancas, a atividade do Idpus medida pelo valor do SLEDAI
aparentemente estd associada a menor producdo das isoformas sollUveis HLA-
G1/G5 no plasma. O que concorda com o estudo de Rizzo et al., (2008) que
mostram maiores niveis de HLA-G sollvel em pacientes saudaveis em relacdo a
pacientes adultos com lapus. E ao estudo de Luque et al.,, 2006 que mostraram o
aumento dos valores de HLA-G soluveis durante o curso do tratamento
imunossupressor de pacientes que foram submetidos a transplante de coracdo. O
interessante é o fato de que o nivel de mRNA da isoforma soluvel HLA-G5 na
doenca ativa e inativa sdo semelhantes, mas o nivel das isoformas soluveis HLA-G1
e -G5 em conjunto estdo diminuidas na forma ativa da doenca em relagéo a forma
inativa e também em criancas saudaveis. Isso pode indicar que na doenca ativa
exista uma diminuicdo importante da isoforma HLA-G1, ou regulacdo pOs-
transcricional levando a degradacéo das isoformas soluveis HLA-G5, e —G1.

Ha controvérsias na literatura sobre a influéncia entre HLA-G e IL-10. Em
criancas com LESJ, a expressdo de IL-10 esta significantemente aumentada na
doenca ativa, onde encontramos uma diminuicdo na expressao de sHLA-G (n&o
significativa, possivelmente devido a amostragem), mas ndo encontramos uma
correlacdo inversa como mostrado por Rosado et al. (2008) que demonstraram que
IL-10 e HLA-GS5 trabalham de forma conjunta, um induzindo a producéo do outro em
modelo murino com lldpus, a administragdo continua de anticorpos anti-IL-10 em
pacientes com lUpus cutédneo atrasa o inicio da autoimunidade, e melhora lesGes
cutaneas e sintomas articulares (ROSADO et al., 2008), mesmo encontrando niveis
significativos de altos de sHLA-G no modelo com LES em relagéo ao controle, ndo
encontrou correlagdo entre o SHLA-G e o IL-10 e SLEDAI, assim como em Nnosso
estudo também ndo observamos essas correlacoes.

A citocina IL-6 esta envolvida no desenvolvimento de células B e na producao
de proteinas de fase aguda, e tem sido encontrada em altos niveis em pacientes
com lapus em relacédo ao grupo controle (CLARK, et al., 2013), a semelhanca do
nosso trabalho que encontrou diferencas significativas nos niveis de IL-6 no grupo

com lupus ativo em relagdo ao grupo com lUpus inativo e ao saudavel. Talaat et al.
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(2015) também encontraram diferenca significativa entre os niveis de IL-6 em
pacientes com LES e artrite reumatdide em relacdo ao grupo saudavel, e uma
correlacdo entre niveis de IL-6 e IL-23. No presente estudo, o nivel da citocina IL-23
nao foi avaliado, mas no estado inativo de LESJ observamos a correlagao positiva
entre IL-6 e IL-10.

Recentemente, foi demonstrada a relacdo entre o aumento de niveis séricos
TNF e o aumento no SLEDAI, sugerindo que o TNF pode ser utilizado como
biomarcador para a atividade do lUpus (POSTAL et al., 2013). Em nosso estudo foi
observado maior quantidade de mRNA de TNF no grupo com doenca ativa quando
comparado com inativo, mas a deteccao proteica foi muito baixa, e muitas vezes
indetectavel, o que pode ser explicado pelo limite de deteccdo do método utilizado
para dosagem, ou o rapido turnover da citocina.

Criangas com LESJ inativo possuem menor produgéo de IL-2, IL-4, IL-6 e IL-
17A em relacdo a criancas saudaveis, mas o que chama atencdo € ao aumento
significativo de IL-17A, IL-6 e IL-4 no soro das criancas quando ha reativacdo da
doenca, porgue é sabido que a IL-6 induz a diferenciacdo em resposta Th17, com o
aumento da producdo de IL-17A responsavel pela resposta inflamatoria e
recrutamento de células efetoras nos 6rgaos alvos (CRISPIN et al., 2010), contudo,
no nosso modelo de correlacdo a IL-17A apresentou apenas relacdo com IL- 4 no
estado inativo da doenca. Nao detectamos associacéo entre IL-17A com TNF e IL-6
como mostrado por Talaat et al. (2015), que também observou a reducao de IFNy
associada com a elevacao nos niveis de IL-6 e IL-17A. No modelo apresentado, a
IL-4 no estado inativo da doenca guardar correlacdo com todas as citocinas
avaliadas numa forca menor do que as demais correlagcdes, com excecao da
correlagdo com IL-17A, que foi de 1.0, mas na doenca ativa a IL-4 reduz a influéncia
sobre outras citocinas, passando a apenas apresentar correlacdo com a TNF e IL-
17A, duas citocinas pro-inflamatorias, relacionadas a lesao tecidual e a persisténcia
da inflamagéo, respectivamente. Em relagéo a IL-2, sabe-se que ela esta envolvida
no processo de ativacao e proliferacdo de células T, e em pacientes com lupus ela
encontra-se diminuida (CRISPIN et al., 2010); contudo, comparando niveis
plasmaticos de IL-2 no mesmo paciente no estado ativo e inativo da doenga néo

encontramos diferenca estatisticamente significativa nem quando comparamos 0s
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niveis da citocina em relacdo a criangas com doenca ativa e criangcas saudaveis,
sugerindo que a alteracao na proliferacdo de células T talvez seja consequéncia e
nao causa direta das disfuncdes regulatérias das células T no lupus.

Outra citocina relacionada com a modulagdo das funcbes de células T no
lpus é o IFNy, mas ainda ndo ha consenso sobre o modo de regulagdo exercida
pela citocina. O estudo de correlagcdo das citocinas apresentado sugere que a
ativacao clinica do lapus envolve o aumento da resposta pro-inflamatoria exercida
pelo IFNy. Evidéncias em modelos murinos mostram que lapus induzido por IFNy
esta relacionado com o envolvimento de diversos 6rgdos e produgdo de anticorpos
anti-Sm e anti-DNA (JACOB; STOHL, 2011). Dolff e colaboradores (2011) também
mostraram a elevada producéo de IFNy em células T de pacientes com LES quando
comparado com controles saudaveis, mas a diminuicdo do IFNy em pacientes com
LES também foi reportada (TALAAT et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

Em nosso estudo foi possivel observar a diminuicdo na expressao de HLA-G
solavel (sHLA-G5/HLA-G1) nos pacientes com LESJ ativo em relagdo ao estado
inativo da doenca nos mesmos pacientes e também no grupo saudavel, mas sem
significancia estatistica. Entretanto, exclusivamente na forma ativa da doenca, niveis
plasmaticos de sHLA-G apresentou correlacdo positiva com niveis de IL-2, e esse
com niveis de IL-17A, confirmando a relagdo entre resposta imunolégica do perfil
Th17 e patogénese do lupus.

Esse estudo foi muito importante para mostrar a mudanca do perfil de
citocinas durante a ativacdo da doenca lUpica em criancas; teve como desenho a
avaliagdo dos mesmos individuos em dois momentos de acordo com a ativagédo da
doenca, 0 que permitiu evitar a possivel influencia da variabilidade genética tipica de
estudos de caso-controle, por outro lado teve a limitacdo de amostragem, visto que
esses pacientes na maioria entraram no estudo com doenca inativa, ja em
tratamento, sendo a ativacdo da doenca uma ocorréncia ndo desejavel e nédo
esperada. Contudo, mesmo com um numero reduzido, foi possivel caracterizar a
perda do balanco de citocinas com a ativacdo da doenca, e desenhar experimentos

futuros para aprofundar o modelo de regulacéo imunoldgica no LESJ ativo.
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A pesquisa visa estudar o polimorfismo do gene HLA-G no lupus eritematoso sistémico juvenil (LESJ) @ na
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A express@o do HLA-G em doengas inflamatérias e autoimunes @ uma area relativamente recente de
pesquisa. A proposta consiste basicamente em um estudo experimental com 200 pacientes: 100 portadores
de Lupus Erltematoso Sistémico Juvenil e 100 portadores de Artrite |diopatica Juvenll visando estabelecer
uma correlagdo entre o gene HLA-G e suas variantes com estas patologias, a ser desenvolvida em duas
fases.

Objetivo da Pesquisa:
Na Fase | a pesquisa tem por objetive identificar os sitios polimorficos presentes no gene HLA-G e,
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por objetivos especificos: 1) determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos do gene HLA
-G em pacientes com diagnostico de LESJ. AlJ e controles saudaveis ndo-relacionados e individuos
relacionados geneticamente: 2) avaliar possivel associacdo das frequéncias alélicas, genotipicas &
hapléotipos dos sitios polimorficos do gene HLA-G encontrados com o desenvolvimento de LESJ e AlJ; 3)
avaliar possivel associacdo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos sitios polimérficos do

Corfiruagio do Parecer. 510151

gene HLA-G encontradas em pacientes com LESJ e correlacionar com manifestagdes clinicas da doenca.
atividade, dano cumulativo e terapia utilizada; 4) avaliar possivel assoclacdo das frequéncias alelicas.

genatipicas e haplotipicas dos sitios polimorficos do gene HLA-G encontradas em pacientes com AlJ e
correlacionar com subtipos de AlJ, manifestagdes clinicas e laboratoriais da doenca e terapia utilizada e, 5)
investigar a origem familiar do polimorfismo e a possivel associagdo com casos graves.

Na Fase |l, a pesquisa tem por objetivo investigar a expressdo de diferentes soformas de HLA-G na LESJ e
AlJ e, por objetivos especificos: 1)determinar o nivel de expressio de HLA-G em plasma de pacientes ao
diagnostico. durante a fase controlada da doenca e em episcédios de reativacdo clinica atraves da
quantificacdo de mRNA, usando iniciadores especificos para amplificacdo de cada isoforma: 2) avaliar a

expressdo de isoformas de HLA-G através de técnicas imunologicas, Incluindo western blot, ELISA,

citometria de fluxo, utilizando anticorpos monocionais; 3) investigar a associagdo de tipo e niveis de
expressao de diferentes isoformas de HLA-G com quadros graves e reativagdo da doenca: 4) determinar o
perfil de resposta imune nas fases aguda e controlada da doenca e relacionar com o nivel e tipo de isoforma
de HLA-G presente.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos ao quais os sujeitos de pesquisa estardo expostos estdo relacionados a coleta de sangue (dor no
local & pequeno hematoma).

Os beneficlos relaclonados ao estudo constam em saber se o paclente com LESJ ou AlJ possul um tipo de
alteragdo no gene HLA-G que predispde o desenvolvimento da doenga. A descoberta de que tipo de gene
HLAG esta associado com o desenvolvimento do [upus eritematoso sistémico juvenil (LESJ) e da artrite
Idiopatica juvenil (AlJ). podera contribuir para um melhor esciarecimento dessas doengas. Apds o término da
pesquisa sera fornecido Informacdes ao paciente.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um tema relevante e atual sobre duas patologlas reumatologicas comuns na faixa etaria
pediatrica, para as guais ainda ndo se conhece detalhadamente o papel do produto
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codificado pelo gene HLAG, portanto, a depender dos resultados obtidos sera possivel melhorar o nivel de
conhecimento sobre a génese destas doencas, bem como, propiciar novas estrategias de acompanhamento
terapéutico,

Confirsacdo do Parecer: 510 151

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os termos de apresentacdo obrigatoria foram anexados a Plataforma Brasil. Cabe ressaltar que a
autorizacdc do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) esta condicionada a
aprovacdo do projeto pelo seu Comité (CEP - IMIP). aprovacdo esta que ndo fol anexada a Plataforma
Brasil.

No que diz respeito a solicitacdo de inclusdo do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira
(IMIP) como mais um local de pesquisa, o pesquisador apresentou como justificativa que a referida inclusdo
ajudaria a slcangar o numero de participantes de pesquisa estabelecido quando da definicdo da amostra

Recomendagoes:

Encaminhar, por meio de notificacdo, a aprovagdo do Comité de Etica do Instituto de Medicina Integral
Professor Fernando Figueira (IMIP).

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Emenda aprovada, aguardande aprovagdo do Comité de Etica do Instituto de Medicina integral Professor
Fernando Figueira (IMIP).

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados. devendo aguardar a aprovagdo do Comité do IMIP.
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ANEXO C — QUESTIONARIO COM VALORES DAS MANIFESTACOES CLINICAS

PARA CALCULO DE SLEDAI

SLEDAI

Valor | Manisfestagcdo Definicéo

8 Convulsio Aparecimento recente* Exclusdo de causas metabdlicas, infecciosas
ou medicamentosas
Alteracdo severa da atividade normal acompanhada de alteracdo de

8 Psicose percepcao dg ] rc_aalidade. Compreende:_ alucinacdes, incoe[éncia,
pensamento ilégico, comportamento bizarre, desorganizagdo ou
catatonia. Exclus&o de insuficiéncia renal ou causa medicamentosa.
Alteracdo das funcbes mentais com distarbios de orientacdo, da

8 Comportamento memoria ou outra de parecimento subito.Exclusdo de causas

Cerebral : . i )

infecciosas, metabolic ou medicamentosa.
Nodulos, hemorragia retiniana, exsudato seroso ou hemorragia

8 Distarbios visuais coroidiana, neurite Optica. Exclusdo de causas hipertensivas,
medicamentosas ou infecciosas.

8 Nervos cranianos Neuropatia_ sensitive ou motora de aparecimento recente atingindo um
Nervo craniano

8 Cefaléia Severfi e persistente, podendo ser migranosa, resistente aos
analgésicos comuns

8 AVC Acidente vascular cerebral recente, excluida arterosclerose

8 Vasculite Ulcera(;_ées, gangrena, nodules digitais dolorosos, infartos peri-
ungueais

4 Artrite Mais de du_a; articul_gﬁes dolorosas com sinais dolorosas locais (dor,
edema ou rigidez articular)
Dor/fraqueza muscular proximal associada a uma elevagédo de CK ou

4 Miosite aldolase ou a modificacdes eletromiograficas ou a uma bidpsia
mostrando sinais de miosite

4 Cilindros Urinarios Cilindros de globules vermelhos

4 Hematlria > 5 hemécias/campo. Auséncia de litiase, infeccdo ou outra causa

4 Proteinuria >0,5 g/24h. Aparecimento recente ou piora recente de mais de 5 g/24h

4 Pilria > 5 leucécitos/campo na auséncia de infecgao

2 Rash Aparecimgnto recente ou recidiva de uma erupgdo cutdnea
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 espessmento
pleural

5 Pericardite Do_r pericardica com ao menos uma,(_ﬂas manifest,a_gées seguntes:
atrito, derrame ou confirmacao eletrogréfica ou ecografica

2 Complemento Diminuigdo de CH50, C3 ou C4

2 Anti-DNA Positividade superior a taxa normal do laboratério

1 Febre > 38°C na auséncia de causa infecciosa

1 Leucopenia < 3000 leucécitos na auséncia de causa medicamentosa

1 Plaquetopenia < 100.000/mm®

* Aparecimento recente € considerado quando o quadro iniciou até 10 dias antes da consulta na qual
esta sendo feita a avaliagédo




