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RESUMO 

Introdução: A síndrome antifosfolipídica (SAF) é uma trombofilia autoimune 

caracterizada por trombose arterial e/ou venosa, morbidade gestacional e presença de 

anticorpos antifosfolípides. As células T reguladoras (Treg) CD4+CD25+FoxP3+ 

desempenham importante papel no controle supressivo da resposta imune, sendo sua 

hipofunção associada à autoimunidade. Por sua vez, os linfócitos B, além de se 

comportarem como células autorreativas, podem deflagrar a produção de células Treg. 

Objetivo: Quantificar, originalmente, células Treg CD4+CD25+FoxP3+ e linfócitos B 

CD3-CD19+ em pacientes com SAF primária e secundária comparativamente a 

controles sadios. Materiais e métodos: O estudo, transversal controlado, incluiu a 

análise fenotípica de células mononucleares de sangue periférico nos três grupos de 

indivíduos acima mencionados; as células foram marcadas com anticorpos 

monoclonais contra CD4 FITH, CD25 APC, FoxP3 PE, CD3 CY5 e CD19 PE e 

quantificadas por citometria de fluxo. Resultados: Vinte e cinco pacientes com SAF 

primária, 25 com SAF secundária a lúpus eritematoso pareados por sexo e idade e 25 

controles sadios participaram deste estudo. O valor encontrado, percentual e absoluto, 

de células CD4+CD25+FoxP3+ e de células B CD3-CD19+ nos pacientes com SAF 

primária foi significativamente menor quando comparados a controles sadios (P<0,05). 

No grupo com SAF secundária, as células CD4+CD25+FoxP3+ e CD3-CD19+ também 

estiveram significativamente diminuídas em relação aos controles (P<0,05). O teste de 

Pearson revelou correlação negativa entre número de células CD4+CD25+FoxP3+ e 

SLEDAI em pacientes com SAF secundária (rS=-0,75, P<0,05); não houve associação 

entre número de células Treg e uso de azatioprina (P=0,23), glicocorticóides (P= 0,29) 

e cloroquina (P=0,12). Conclusão: Pacientes com SAF primária ou secundária tiveram 

definida depleção de células Treg CD4+CD25+FoxP3+, o que pode ter contribuído para 

os fenômenos autoimunes vistos na doença. A diminuição do número de células B 

CD3-CD19+ nestes pacientes deve ser elucidada em estudos futuros. 

 

 

 



 
 

  

ABSTRACT 

Introduction: Antiphospholipid syndrome (APS) is characterized by venous or arterial 

thromboses, fetal losses and thrombocytopenia, in the  presence of antiphospholipid 

antibodies (aPL). CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cell dysfunction has been 

documented in various autoimmune disorders, but not in antiphospholipid syndrome 

(APS) up to date. Methods: In this cross-sectional study, we aim to investigate 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells and CD3–CD19+ B cells in patients with primary APS, APS 

secondary to systemic lupus erythematosus (SLE)  and healthy controls. Cell subtypes 

were immunophenotyped using specific monoclonal antibodies (anti-CD3 CY5, anti-CD4 

FITC, anti-CD25, anti-Foxp3, anti-CD19 PE) and flow cytometry. Results: Twenty and 

five patients with primary APS, 25 with APS secondary to SLE  and 25 age- and sex-

matched controls were studied. The percentage Treg cells and CD3–CD19+ B cells were 

found significantly lower in primary APS and APS secondary to SLE patients as 

compared to controls (all p < 0.05). Decreasing levels of circulating Treg cells correlated 

to higher scores of lupus activity (r=-0.75, p<0.0001). Number of circulating Treg cells 

did not significantly vary among users or nonusers of chloroquine, azathioprine and 

corticosteroids (p=0.90, p=0.76 and p=0.29, respectively). Conclusion: A dysfunction in 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells may represent one of the mechanisms leading to 

autoimmunity in APS patients. The decreased number of CD3–CD19+ B cells of APS 

patients warrants further elucidation. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Síndrome antifosfolipídica 

 A síndrome antifosfolipídica (SAF) é uma trombofilia sistêmica autoimune 

caracterizada por trombose arterial e/ou venosa, morbidade gestacional e títulos 

elevados de anticorpos antifosfolípídicos (AAF); os últimos incluem o anticoagulante 

lúpico (AL), anticorpos anticardiolipina (aCL) e anticorpos dirigidos contra cofatores 

fosfolipídicos, principalmente beta-2-glicoproteína I (β2GPI) (1-2).  

 

 A SAF foi descrita originariamente em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico 

(LES) e,  nos últimos 20 anos, o envolvimento multiorgânico tem sido reconhecido (3).  

 

 Os anticorpos antifosfolipídicos, e raramente a SAF, podem ser induzidos por 

drogas e por infecções (4). A SAF ocorre em pacientes sem outros diagnósticos (SAF 

primária) e em pacientes que também apresentam LES ou outras doenças reumáticas 

(SAF secundária). Resultados anormais (positivos) para AAF podem preceder os 

sintomas por muitos anos. 

 

 Tem sido relatada a associação de AAF com doenças autoimunes ou reumáticas, 

malignidades, doenças hematológicas, infecções, doenças neurológicas e drogas (5). A 

tabela 1 lista várias manifestações clínicas associadas a esses anticorpos.  
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Tabela 1: Manifestações clínicas associadas aos anticorpos antifosfolipídicos 
Doenças imunológicas 

 

Lúpus eritematoso sistêmico (25-50%), púrpura 
trombocitopênica idiopática (30%), artrite 
reumatoide (33%), artrite psoriática (28%), 
síndrome de Sjögren (42%), arterite de células 
gigantes/polimialgia reumática (20%), doença 
mista do tecido conjuntivo (22%), esclerose 
sistêmica (25%), doença de Behçet (20%), 
poliartritenodosa, dermatomiosite/polimiosite, 
anemia hemolítica autoimune, hepatite crônica 
ativa. 
* As porcentagens entre parênteses 
representam pacientes com AAFs, e não 
necessariamente a presença de manifestações 
clínicas da SAF. 
 

Malignidade 

 

Tumores sólidos, leucemia, desordens 
linfoproliferativas/ doença de Hodgkin, mieloma 
múltiplo, micose fungoide. 

Doenças hematológicas 

 

Mielofibrose, doença de von Willebrand, 
paraproteinemias. 
 

Doenças infecciosas 

 

Sífilis, hanseníase, tuberculose, micoplasma, 
doença de Lyme, malária, infecção pelo HIV, 
hepatite A, hepatite C, HTLV-1, mononucleose, 
adenovirose, parvovirose, sarampo, varicela, 

 caxumba, infecções bacterianas (endocardite e 
sepse). 
 

Doenças neurológicas 

 

Síndrome de Sneddon, miastenia gravis, 
esclerose múltipla, enxaqueca (hemicraniana) 
 
 

Medicações 

 

Clorpromazina, fenitoína, hidralazina, 
procainamida, quinidina, clozapina, 
estreptomicina, fenotiazidas 

                                         Nahass GT (5)  

 

1.2 Epidemiologia e Etiologia 

 

 Baixas concentrações de aCL são mensuráveis em indivíduos normais. Baixos 

títulos de aCL ocorrem entre 2 a 6,5% de doadores de sangue saudáveis e títulos 
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moderados a altos de aCL ou AL são encontrados em 0,2 % da população. A 

prevalência de testes positivos aumenta com a idade. De 60 a 80% dos pacientes com 

SAF primária são mulheres. A doença familiar é frequente. A presença do anticorpo 

isotipo IgA em pacientes com antepassados africanos é mais provável do que em 

pacientes com antepassados europeus (6-7). 

 

 A frequência da SAF na população em geral é desconhecida. Há uma 

predominância da doença no sexo feminino principalmente na SAF secundária. 

Permanece a associação de SAF com LES e outras doenças do tecido conjuntivo, onde 

existe a predominância do sexo feminino (8). Não há predominância de raça na SAF (9). 

Esta doença ocorre comumente em jovens e adultos de meia-idade, mas pode se 

manifestar em crianças e idosos. Existe relato de SAF em crianças com menos de oito 

meses de idade (9).  

 

 Em estudo envolvendo médicos sadios acompanhados prospectivamente por 

três anos, aqueles com títulos moderados ou altos de anticorpos IgG aCL têm um risco 

oito vezes maior para tromboflebites ou embolia pulmonar que os indivíduos com testes 

negativos (10). Aproximadamente 10% das vítimas de um primeiro acidente vascular 

cerebral (AVC) têm AAF, especialmente se são jovens, assim como 14% das mulheres 

que tenham sofrido três ou mais perdas fetais consecutivas (11). Polimorfismos da β2-

GPI influenciam na geração de AAF, mas pessoas com ausência congênita da β2-GPI 

parecem normais (12). 
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 Os mecanismos deflagradores de síntese de AAF e, como consequência, SAF, 

ainda não são definidamente conhecidos. Em modelos animais, imunização passiva ou 

ativa com peptídeos virais (13), heterólogos da β2-GPI (14), autoanticorpos anti-idiotipo 

(15), induziram AAF, trombocitopenia e reabsorção fetal. A tabela 2 decreve a 

especificidade de antígenos detectados no soro de pacientes com SAF. 

 

Tabela 2: Especificidades dos antígenos detectados no soro de pacientes com 
síndrome antifosfolipídica (SAF) 

Antígenos/ Complexos de antígenos 

Fosfolipídios 
   Fosfolipídios aniônicos (cardiolipina, fosfaditilserina) 
   Fosfolipídios zwiteriônicos (fosfatidil etanolamina) 
 
Componentes e reguladores da coagulação e fibrinólise 
   β2glicoproteína I 
   Protrombina 
   Trombina  
   Antitrombina III / complexo antitrombina 
   Fator tecidual / complexo do fator VIIa  
   Cininogênicos de alto e baixo peso molecular 
   Pré-calicreína 
   Proteína Z / sistema de inibição de protease da proteína Z 
   Proteína C 
   Proteína S 
   Trombomodulina  
   Tecido ativador de plasminogênio 
   Anexina V 
    
Liproteínas 
   Lipoproteínas oxidadas de baixa densidade 
   Lipoproteínas de alta densidade 
   Apolipoproteína A-I 

Mackworth-Young CG (16) 

 

 A SAF pode contribuir para o aumento na frequência de AVC, especialmente em 

indivíduos jovens, bem como a ocorrência de infarto do miocárdio (17). Doença 
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cardíaca valvular pode ser mais agressiva, requerendo troca de válvula (18). Embolia 

ou trombose pulmonar recorrente pode levar à hipertensão pulmonar (18).  

 

 A SAF catastrófica é uma manifestação séria e comumente fatal, com índice de 

mortalidade de aproximadamente 50%, caracterizada por infartos em vários órgãos em 

período que podem variar de dias a semanas (19).  

 

 Em relação à SAF obstétrica, abortamentos e perdas fetais são eventos bem 

documentados (20). Uma associação entre presença de anticorpos aCL em níveis 

moderados a altos e ocorrência de pré-eclâmpsia foi recentemente documentada em 

estudo de revisão sistemática com metanálise (21). 

 

 

1.3 Patogênese e Fisiopatologia 

   

 Considerando-se a ocorrência persistente de altos títulos de AAF durante anos 

em pessoas assintomáticas, é provável que o dano vascular ou ativação celular 

preceda imediatamente à trombose clínica. Este fato relaciona-se com a migração de 

fosfatidilserina para o exterior da membrana celular durante a ativação ou apoptose de 

plaquetas, células endoteliais e trofoblastos. A β2-GPI circulante liga-se à fosfatidilserina 

e os AAF ligam-se à β2-GPI, induzindo a adesão molecular e tromboses (22). AAF 

“normais” podem induzir apoptoses e, a β2-GPI parece funcionar como parte de um 

mecanismo normal para eliminação de células apoptóticas (23). In vitro, AAF aumentam 

a aderência de leucócitos em movimento ao endotélio (24); in vivo, causam tanto a 
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reabsorção fetal, como aumentam o tamanho e a duração do trauma induzido pelo 

trombo arterial (25-26). Na placenta, AAF competem com um anticoagulante natural, 

anexina V (anticoagulante placentário), em lugar dos fosfolipídios, permitindo, desse 

modo, que ocorra a trombose intraplacentária (27).  

 

 Deficiências hereditárias de proteína C, proteína S e antitrombina III ou, ainda, 

presença de mutação do fator V de Leiden podem aumentar o risco de trombose em 

pacientes com AAF. AAF se ligam a lipoproteínas de baixa densidade oxidadas, 

possivelmente contribuindo para o desenvolvimento de aterosclerose (28). Uma função 

de AAF “normal” parece envolver a remoção fisiológica de lipídios oxidados. 

 

 Entre os vários mecanismos propostos, dos quais os AAF podem ser produzidos 

(24, 29-30), podemos citar: 

1. Autoimunidade; 

2. AAF representando resposta imune contra antígenos da membrana interna 

(como a fosfatidilserina) expostos por células em apoptose; 

3. AAF funcionando como anticorpos de reação cruzada contra antígenos virais ou 

microbianos. 

 

 A figura 1 ilustra os prováveis mecanismos patogênicos da síndrome 

antifosfolipídica. 
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Figura 1: Mecanismos patogênicos da síndrome antifosfolipídica  
Adaptado de Hanly,2003 (30) 

  

1.4 Critérios diagnósticos 

 

 O diagnóstico da SAF é dependente de alta suspeição clínica e confirmação por 

meio de parâmetros laboratoriais. Quando tromboses arteriais ou venosas ocorrem em 

pacientes que não possuem fatores de risco óbvios para trombose ou quando eventos 

trombóticos são recorrentes, deve-se considerar SAF (31). Entretanto, o diagnóstico 

pode ser difícil devido à grande variedade de manifestações clínicas e dificuldades 

laboratoriais referentes a técnicas de detecção e padronização de resultados. Além 

disso, os níveis de AAF podem aumentar, diminuir ou eventualmente desaparecer no 

decurso da doença (32). 

 

 O diagnóstico desta doença está baseado em critérios clínicos (eventos 

trombóticos e morbidade gestacional) e laboratoriais. Este último critério inclui títulos 



21 
 

  

moderados ou altos de aCL ou anti- β2-GPI ou presença de AL, em duas ou mais 

ocasiões com 12 semanas de intervalo. A tabela 3 mostra o Consenso Internacional de 

2006 para a classificação da SAF. 

 

Tabela 3: Critérios de classificação revisados para síndrome antifosfolipídica (SAF) 
Critérios clínicos (um ou mais) 

1. Trombose vascular: um ou mais episódios clínicos de trombose arterial, venosa ou de 

pequenos vasos, ocorrendo em qualquer tecido ou órgão confirmado por Doppler ou exame 

histopatológico. A histopatologia deve excluir vasculite. 

2. Morbidade gestacional 

a) Uma ou mais mortes de feto morfologicamente normal com mais de 10 semanas de 

idade gestacional. 

b) Um ou mais nascimentos prematuros de feto morfologicamente normal com 34 

semanas ou menos em virtude de pré-eclâmpsia, eclâmpsia ou retardo no crescimento uterino. 

c) Três ou mais abortamentos espontâneos antes de 10 semanas de idade gestacional, 

excluídas causas cromossomiais ou maternas. 

 

Critérios laboratorias (um ou mais) 

1. Anticorpo anticardiolipina: anticorpo anticardiolipina IgG e/ou IgM em títulos moderados a 

altos ( > 20 unidades), em duas ou mais ocasiões, com intervalo de no mínimo seis semanas. O 

teste deve ser ELISA padronizado. 

2. Anticorpo anticoagulante lúpico: anticoagulante lúpico presente no plasma, detectado de 

acordo com as recomendações da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia. 

3. Anticorpo anti-β2 glicoproteína: anticorpo anti-β2 glicoproteína IgG e/ou IgM no soro ou 

plasma em títulos superiores ao 99º percentil, presentes em duas ou mais ocasiões, com intervalo de 

no mínimo 12 semanas, medidos por ELISA (procedimento padronizado). 

Miyakis S et at (2) 

 

 O diagnóstico definitivo da SAF requer pelo menos um critério clínico e um 

laboratorial, não havendo limites de intervalo entre o evento clínico e o achado 

laboratorial.  
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1.5 Manifestações Clínicas 

 

 As principais manifestações clínicas da SAF são tromboses arteriais e venosas 

recorrentes. A trombose venosa, particularmente em membros inferiores (33), ocorre 

em mais de 55% dos pacientes dos SAF (34). Outros locais acometidos incluem as 

veias renais, retinianas e hepáticas (33). A trombose arterial envolve o cérebro em mais 

de 50% dos casos, causando acidentes isquêmicos transitórios (AIT) e acidentes 

vasculares cerebrais (AVC); aproximadamente 90% dos pacientes abaixo de 50 anos 

com AIT apresentam AAF positivos (34). Outros locais de trombose arterial incluem o 

coração, olhos, rins e artérias periféricas (34-35). Na SAF, os episódios de trombose 

podem ocorrer em leitos vasculares infrequentemente afetados por outros estados pró-

trombóticos (34). 

 

 Complicações obstétricas podem estar associadas à SAF, incluindo 

abortamentos (principalmente no final do primeiro trimestre), morte fetal (no segundo e 

no terceiro trimestres de gestação), pré-eclâmpsia, retardo do crescimento intrauterino e 

síndrome de HELLP. A perda fetal após 10 semanas de gestação é característica de 

portadores de SAF, contrastando com a que se verifica na população em geral, em que 

os abortos são mais frequentes durantes as nove primeiras semanas de gestação (35) 

e associados a diferentes causas (36). 

 

 O espectro de manifestações clínicas da SAF é bastante amplo; há predomínio 

de microangiopatia trombótica ou isquemia secundária a eventos tromboembólicos (37). 
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 A tabela 4 descreve as manifestações clínicas da SAF. 

 

Tabela 4:       Manifestações clínicas da síndrome antifosfolipídica 
Sistema orgânico Processo patogênico primário*  

 Tromboembolismo de grandes♦ 
vasos 

Microangiopatia 
trombótica 

Arterial Trombose de aorta ou artérias: 
carótida, axilar, hepática, íleofemoral, 
mesentérica, pancreática, poplítea, 
esplênica ou subclávia 
 

 

Cardíaco Angina, infarto agudo do miocárdio 
vegetações de válvulas cardíacas, 
anormalidades valvulares, trombo 
intracardíaco, endocardite trombótica 
não bacteriana (Libman-Sacks), 
embolização periférica ou 
aterosclerose 
 

  Infarto do miocárdio, 
miocardite ou 
anormalidades 
valvulares 

Cutâneo Tromboflebite superficial, hemorragias 
em estilhaço (splinter), úlceras de 
perna, isquemia cutânea distal, 
infartos da pele, síndrome do dedo 
azul ou acrocianose 
 

Livedo reticular, 
gangrena superficial, 
púrpura, equimoses ou 
nódulos subcutâneos 

Endócrino ou reprodutivo Infarto ou falência adrenal, infarto 
testicular, infarto da próstata, necrose 
ou falência da glândula pituitária 
 

 

Gastrointestinal Síndrome de Budd-Chiari, infarto 
hepático, intestinal ou esplênico, 
perfuração esofágica, colite isquêmica, 
infarto da vesícula biliar não atribuído 
a cálculos, pancreatite ou ascite 
 

Infarto ou gangrena do 
intestino, fígado, 
pâncreas ou baço 

Hematológico Trombocitopenia, anemia hemolítica, 
síndrome hemolítico-urêmica ou 
púrpura trombocitopênica trombótica 
 
 

Coagulação vascular 
disseminada 

Neurológico Ataque isquêmico transitório, acidente 
vascular cerebral (trombótico ou 
embólico),  coreia,  

Microtrombos ou 
microinfartos 

 convulsões, demência por múltiplos 
infartos, mielite transversa, 
encefalopatias, enxaqueca, 
pseudotumor cerebral, trombose 
venosa cerebral, amaurose fugaz ou 
mononeurite múltipla 
 

 

Obstétrico Aborto ou morte fetal, crescimento 
intrauterino retardado, síndrome de 
HELLP, oligodrâmnio, pré-eclâmpsia 
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ou insuficiência uteroplacentária 
 

Oftalmológico Trombose da artéria ou veia retiniana, 
ou amaurose fugaz 
 

Retinite 
 

Pulmonar Embolia pulmonar, hipertensão 
pulmonar, hemorragia alveolar ou 
trombose arterial pulmonar 
 

Hemorragia alveolar ou 
síndrome da angústia 
respiratória 

Renal Trombose da artéria ou veia renal, 
infarto renal, hipertensão, insuficiência 
renal aguda ou crônica, proteinúria, 
hematúria ou síndrome nefrótica 
 

Insuficiência renal 
aguda, microangiopatia 
trombótica ou 
hipertensão 

Venoso Trombose venosa profunda, trombose 
de veias adrenal, hepática, 
mesentérica, porta, esplênica ou cava 
inferior 
 

 

Miscelânea Perfuração do septo nasal ou necrose 
avascular de ossos 

 

Levine et al (37) 
* Muitas manisfestações clínicas da síndrome antifosfolipídica podem resultar de tromboembolismo de grandes vasos, 
microangiopatia trombótica ou de ambos. Por conveniência, apenas aquelas resultantes exclusivamente de microangiopatia 
trombótica ou que constitua a característica principal são listadas na coluna microangiopatia trombótica. 
♦ Manifestações da síndrome antifosfolipídica cuja patogenia é incerta (por exemplo, trombocitopenia) são listadas na coluna de 
tromboembolismo de grandes vasos.                             
 

 

1.6 Síndrome antifosfolipídica catastrófica 

 

 A SAF catastrófica é uma manifestação rara da SAF  ocorrendo em menos de 

1% dos casos (38); caracteriza-se pela trombose de três sítios distintos num período de 

até uma semana, na presença de anticorpos antifosfolípides. Caso seja possível obter 

uma amostra de tecido demonstrando trombo intravascular, conclui-se definitivamente o 

diagnóstico de SAF catastrófica, pois tende a acometer a microcirculação de órgãos 

nobres (39). A SAF catastrófica pode ser a apresentação inicial da SAF em até 75% dos 

casos. 
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 A principal manifestação clínica é a insuficiência renal, que em 78% dos casos, 

pode-se apresentar com quadro de hipertensão arterial maligna, onde os pacientes 

necessitam de diálise em 25% dos casos. Em seguida, a síndrome da angústia 

respiratória aguda (SARA) é a manifestação mais prevalente, ocorrendo em 66% dos 

casos, bem como o AVC (56%) e a necrose cutânea (50%); disfunção miocárdica 

ocorre também em 50% dos casos (19). A mortalidade na SAF catastrófica chega a 

50%, mas graças à terapêutica combinada com anticoagulação, corticosteróides em 

forma de pulsoterapia e plasmaférese ou imunoglobulina intravenosa, a taxa de 

mortalidade global tem diminuído na última década e é agora cerca de 30% (40). 

 

 Entre os fatores precipitantes da SAF catastrófica, destacam-se infecções, 

retirada da anticoagulação, procedimentos endovasculares e cirurgias, sendo aqueles 

mais importantes e que devem ser sempre procurados (41). 

 

 

1.7 Lúpus eritematoso sistêmico 

 

 O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune do tecido 

conjuntivo, crônica, que pode afetar virtualmente qualquer órgão. Como ocorre em 

outras doenças autoimunes, a resposta imune se volta contra células e tecidos próprios, 

resultando em inflamação e dano tecidual (42-43) 

 

 O LES pode ocorrer em qualquer idade, mas tem seu início principalmente entre 

as idades de 16 e 55 anos. Ocorre com maior frequência entre mulheres, numa 
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proporção, nesta faixa etária, de nove a dez mulheres para cada homem, com uma 

prevalência variando 14 a 50/100.000 habitantes em estudos norte-americanos.  Com 

relação a etnias, entre os grupos estudados, verificou-se uma maior prevalência entre 

afroamericanos. As mulheres afro-americanas e hispânicas são afetadas com maior 

frequência do que as brancas e geralmente apresentam a doença na forma mais grave 

(44-45). Estudos apontam uma incidência entre 0,36 e 0,53 por 100.000 casos/ano 

variável de acordo com as regiões e grupos étnicos. Alguns estudos demonstram que o 

LES corresponde a 1% das doenças reumatológicas em pediatria no Reino Unido, 1,5% 

a 3% no Canadá e 4,5% nos EUA (46-47). 

 

 No Brasil, um estudo realizado por Vilar, Rodrigues e Sato estimou a incidência 

de 8,7/100.000 habitantes na cidade de Natal (RN) no ano 2000. A doença parece ser 

mais comum na zona urbana do que na zona rural (48). 

 

 O LES é uma doença rara antes dos oito anos de idade; é mais frequente no 

sexo feminino (4:1 antes da puberdade, aumentando para 8:1 a partir desta idade) e 

mais grave quando se inicia na infância (47). Em 65 % dos pacientes com LES, a 

doença teve início antes dos 16 anos, 55,2% após os 16 anos e 15 % antes dos 55 

anos (49). 

 

 Devido a sua natureza sistêmica, as manifestações clínicas do LES são diversas, 

sendo principalmente envolvidos pele, articulações, rins, serosas, sistema nervoso e 

sangue. Estas manifestações ocorrem em variada extensão nos pacientes e, podem 
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mudar no decorrer do tempo. Os sintomas da doença geralmente são inespecíficos e 

incluem artralgias, mialgias, náuseas, vômitos, cefaleia, depressão, emagrecimento e 

febre, variavelmente combinados. Podem se apresentar de forma leve ou grave, 

intermitente ou persistente (43, 50). 

 

 A morbidade da doença é potencialmente alta e pode ser representada, 

sobretudo, pelo comprometimento renal, que ocorre em um percentual considerável de 

pacientes durante o curso da doença. A nefrite lúpica e o envolvimento neurológico 

constituem as principais causas de mortalidade na primeira década da doença (50-51). 

 

 A sobrevida tem aumentado significativamente e a principal causa de morte é 

aterosclerose prematura, com risco 50 vezes maior de infarto do miocárdio do que a 

população sadia. Os pacientes com LES apresentam acelerada aterosclerose com 

sequelas clínicas (52-55). A dislipidemia é comumente associada com o LES e pode se 

situar como um importante fator na progressão da aterosclerose. Da mesma maneira, o 

uso de esteroides pode afetar o perfil lipídico e ter um efeito similar na aterosclerose 

(56-57). 

 

 O curso clínico é caracterizado por períodos de remissões e de recaídas agudas 

ou crônicas. Anormalidades imunes características, especialmente anticorpos dirigidos 

a vários antígenos nucleares e a outros antígenos celulares, se desenvolvem em 

pacientes com LES. O diagnóstico é efetuado pela presença de quatro dos onze 
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critérios clínicos ou laboratoriais elaborados pelo Colégio Americano de Reumatologia 

em 1982, e revisados em 1997 (58). Estes critérios, descritos na tabela 5, devem estar 

presentes, seriada ou simultaneamente, durante qualquer intervalo de observação. 

 

Tabela 5: Critérios do Colégio Americano de Reumatologia para classificação do LES 
Eritema malar 

Lesão discóide 

Fotossensibilidade 

Úlceras Orais 

Artrite não erosiva, de duas ou mais articulações 

Serosite: pleurite, pericardite 

Renais: proteinúria > 0,5 g/dia, cilindros 

Neurológico: convulsão, psicose 

Hematológico: anemia hemolítica, leucopenia < 4.000/mm³, linfopenia <1.500/mm³, 

plaquetopenia < 100.000/mm³ 

Alterações imunológicas: anticorpos antifosfolipídes, anticorpos AntiSm, falso VDRL 

positivo 

Anticorpos antinucleares 

Hahn BH, 2008(44) 

 

1.8 Índices de atividade da doença 

 

 Tão importante quanto o diagnóstico é a definição da atividade da doença. Para 

a quantificação da atividade da doença, deve ser utilizado um instrumento padronizado, 

validado, fiável e sensível às mudanças. Para mensurar a atividade da doença e medir 

a efetividade das diversas modalidades terapêuticas, vários índices foram elaborados. 

São exemplos  o Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) (59), 
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o Systemic Lupus Activity Measure (SLAM) (60), o European Consensus Lupus Activity 

Measure (ECLAM) (61) ou o Bristish Isles Lupus Assessment Group (BILAG) (62). 

 

 Entre estes índices, o mais utilizado é o SLEDAI, um índice quantitativo de 

prática aplicação, baseado na presença ou ausência de 24 itens de anormalidades em 

9 sistemas orgânicos. Cada ítem recebe pontos, cuja soma pode variar de zero a 105. 

Este índice deve ser aplicado considerando as anormalidades ocorridas nos últimos dez 

dias. Assim, este método é mais sensível às mudanças clínico-laboratoriais de atividade 

da doença. Considera-se doença ativa uma soma maior ou igual a 4, e doença severa 

uma soma maior que 12. O SLEDAI foi objeto de atualização no ano de 2000 (SLEDAI 

2K) (63). A tabela 6 se refere ao conjunto de manifestações observadas no SLEDAI 

com as respectivas pontuações. 

 

Tabela 6: Índice de atividade da doença no lupus eritematoso sistêmico 2000 

(SLEDAI 2K) 

 
 Pontuação 

  Manifestação 
   Observada 

 
      Definição 

     8  Convulsões Início recente. Excluir causa metabólica, infecciosa ou 
relacionada com fármacos 
 

     8  Psicose Perturbação grave da percepção da realidade. Inclui 
alucinações, incoerência, perda marcada das 
associações, pensamento pobre, ilógico; comportamento 
bizarro, desorganizado ou catatônico. Exclui uremia ou 
causa relacionada a fármacos 
 

     8 Síndrome cerebral 
orgânica 

Funções mentais alteradas de início súbito e caráter 
flutuante, com dificuldade na orientação, memória ou 
outras funções intelectuais. Inclui redução da vigilidade 
com diminuição ou incapacidade da atenção e pelo 
menos mais de dois dos seguintes: perturbação da 
percepção, discurso incoerente, insônia ou sonolência 
diurna, aumento ou diminuição da atividade psicomotora. 
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Excluir causas metabólicas infecciosas ou relacionadas 
com fármacos 
 

    8 Distúrbios visuais Alterações retinianas do LES: corpos citoides, 
hemorragias retinianas, exsudatos serosos ou 
hemorragias da coroideia ou neurite óptica (não causada 
por HTA, fármacos ou infecção) 
 

    8 Distúrbios dos  
nervos cranianos 

Neuropatia sensitiva ou motora de novo envolvendo pares 
cranianos 
 

    8 Cefaleia lúpica Cefaleia severa, persistente, pode ter características de 
enxaqueca; resistente aos analgésicos narcóticos 
 

    8 AVC Acidente vascular cerebral. Excluir aterosclerose 
 

    8 Vasculite Ulceração, gangrena, nódulos digitais dolorosos, enfartes 
periunguenais, hemorragias subungueais lineares ou 
vasculite confirmada por biopsia ou angiografia. 
 

    4 Artrite Dor e sinais inflamatórios (palpação dolorosa, tumefação 
ou derrame articular) em mais de 2 articulações 
 

    4 Miosite Dor ou fraqueza muscular proximal associada a elevação 
do CK/aldolase, alterações eletromiográficas ou biopsia 
compatível com miosite 

   
    4 Cilindros urinários Hemáticos, granulosos ou eritrocitários 

 
    4 Hematúria > 5 eritrócitos / campo. Excluir outras causas (litíase, 

infecção). 
 

    4 Proteinúria > 0,5 g/ 24horas 
 

    4 Piúria > 5 leucócitos / campo na ausência de infecção 
 

    2 Eritema malar Erupções cutâneas inflamatórias 
 

    2  Alopecia Queda de cabelo excessiva, difusa ou localizada 
 

    2 Mucosas Úlceras orais ou nasais 
 

    2 Pleurisia Dor pleurítica com atrito, derrame ou espessamento 
pleural 
 

    2 Pericardite Dor pericárdica com mais um dos seguintes: atrito, 
derrame, confirmação por ECG ou ecocardiograma 
 

    2 Hipocomplementemia C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referência 
 

    2 Anti-ADNds Acima dos valores de referência do laboratório 

    1 Febre Temperatura > 38ºC na ausência de infecção 
 

    1 Trombicitopenia Plaquetas < 100.000/mm³ (excluídas causas 
farmacológicas) 



31 
 

  

 
    1 Leucopenia Leucócitos < 3.000/mm³ (excluídas causas 

farmacológicas) 

Gladman, 2002(63) 

 

1. 9 Tolerância e autoimunidade 

 

 A tolerância imunológica é definida como a não-responsividade a um antígeno, 

quando da exposição prévia a este. Quando linfócitos específicos se deparam com 

antígenos, ocorre ativação ou eventualmente anergia, a última caracterizando tolerância. 

 

 Diferentes configurações do mesmo antígeno podem induzir ativação linfocítica 

ou tolerância (64). Antígenos que têm a capacidade de induzir tolerância são chamados 

de tolerógenos, ou antígenos tolerogênicos, para distingui-los dos imunógenos, que 

geram imunidade (65). Um único antígeno pode ser um imunógeno ou um tolerógeno, 

dependendo das condições em que é exposto a linfócitos específicos (por exemplo, na 

presença ou ausência, respectivamente, de inflamação e respostas imunes inatas). A 

tolerância a autoantígenos, também chamada de autotolerância, é uma propriedade 

fundamental do sistema imune normal, e uma falha na autotolerância resulta em 

reações imunes contra antígenos próprios (autólogos). Esse tipo de reação é chamado 

de autoimunidade, e as doenças que ela pode causar são conhecidas como doenças 

autoimunes (66-67). 
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 A tolerância central é induzida nos órgãos linfoides primários (timo e medula 

óssea), quando linfócitos imaturos se deparam com antígenos próprios presentes 

nestes órgãos (68).  

  

 Em relação aos linfócitos T, a tolerância central (seleção negativa) ocorre quando 

timócitos imaturos com receptores de alta afinidade reconhecem esses antígenos no 

timo. Algumas células T imaturas que encontram antígenos próprios no timo morrem e 

outras se desenvolvem como linfócitos T reguladores FoxP3+, que funcionam para 

controlar respostas a antígenos próprios em tecidos periféricos (68).  

 

 Em linfócitos B, a tolerância central é induzida quando células B imaturas 

reconhecem antígenos próprios multivalentes na medula óssea. O resultado comum é a 

aquisição de uma nova especificidade, chamada de edição de receptor, ou morte 

apoptótica das células B imaturas (69). 

 

 A tolerância periférica, por sua vez, ocorre quando linfócitos autorreativos 

maduros de tecidos periféricos são eliminados ou inativados ao interagir com antígenos 

próprios sob condições específicas; tornam-se incapazes de responder 

subsequentemente a esses antígenos devido à supressão por células T. Os 

mecanismos de tolerância periférica podem ser responsáveis pela tolerância das 

células T aos antígenos próprios dos tecidos específicos, especialmente aqueles que 

não são abundantes no timo. Os mesmos mecanismos podem induzir a não 

responsividade a formas tolerogênicas aos antígenos estranhos. Os mecanismos de 

tolerância periférica são anergia (não responsividade funcional) (70), supressão (71) e 
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deleção (morte da célula) (72). Não se sabe, ainda, se a tolerância a diferentes 

antígenos próprios é mantida por um ou outro mecanismo, ou se todos estes 

mecanismos funcionam em cooperação para prevenir uma autoimunidade perigosa (73). 

 

 Células B maduras, que reconhecem antígenos próprios na periferia na ausência 

de células T auxiliares, podem se tornar anérgicas e finalmente morrer por apoptose ou 

ficar funcionalmente irresponsivas devido à ativação de receptores inibitórios (74). 

  

 A figura 2 mostra como a autotolerância pode ser induzida em linfócitos 

autorreativos imaturos nos órgãos linfóides primários (tolerância central) ou em 

linfócitos maduros em locais periféricos (tolerância periférica). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 
Figura 2: Tolerância central e periférica a antígenos próprios. Abbas(75) 
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1.10  Células T reg CD4+ CD25+ FoxP3+   

 

 O termo “células T reguladoras” (Treg) se refere a uma população da família de 

linfócitos T com propriedades supressoras/regulatórias associadas à manutenção da 

tolerância antígeno-específica. Pelo menos três subconjuntos de células Treg CD4+ 

com mecanismos supressivos distintos são diferenciados por seus fenótipos, secreção 

de citocinas e tecidos de origem (76). Estes são células Treg do tipo I (TrI), células T 

auxiliares-3 (Th3) e células Treg CD4+CD25+. Cada uma destas células tem a 

capacidade característica de inibir ativamente a proliferação e a função efetora de 

outras células T (77-78). 

  

 As células Treg CD4+ CD25+ (Treg) constituem, em média, 1-2% das células 

mononucleares do sangue periférico humano (CMSP), e são caracterizadas pela sua 

capacidade de suprimir a proliferação das células T in vitro (79-80). 

 

 Apesar das exclusivas características supressoras das células Treg comparadas 

com outros linfócitos, suas características celulares são pouco conhecidas. As células 

Treg são geralmente identificadas com base na expressão de seus marcadores de 

superfície, incluindo o receptor de IL-2 (CD25) (81), receptor fator de necrose tumoral 

(TNF) induzido por glicocorticóides (GITR) (82), linfócito T citotóxico associado a 

proteína 4 (CTLA-4) (83), junto com alta expressão de CD95 e, em humanos, baixa 

expressão de CD45RB e CD127 (84-85). Entretanto, cada um desses marcadores pode 

estar dinamicamente expresso em outras subpopulações celulares (74); assim, ainda 
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há notórias dificuldades em identificar um definitivo marcador de superfície para 

distinguir as células Treg de outras células T. 

 

 A busca por um marcador específico para células Treg foi determinada pela 

identificação de uma mutação no gene que resulta na grave doença intitulada 

“desregulação imune: poliendocrinopatia e enteropatia”, uma síndrome ligada ao 

cromossomo X (IPEX) e  doenças análogas em ratos mutantes conhecidos como ratos 

“scurfy”. A mutação responsável foi localizada no gene que codifica o fator de 

transcrição, da família forkhead, conhecido como FoxP3. Mutação nesse gene leva a 

um defeito funcional na proteína resultante e consequentemente aparecimento precoce 

de graves afecções linfoproliferativas/autoimunes (86). A ligação entre a expressão de 

FoxP3 e o desenvolvimento e função das células Treg foi demostrada, pela primeira vez, 

por Fontenot et al, que documentaram hiper-expressão de FoxP3 mRNA na população 

de linfócitos CD4+CD25+ supressores (87).  

 

 Apesar de numerosas populações de células T terem sido descritas como 

supressoras, o tipo de célula cuja função reguladora foi melhor estabelecida foi a 

CD4+CD25altoFoxP3+. Ambos, FoxP3 e CD25, são essenciais para a geração, 

manutenção e funcionamento destas células (87). Células reguladoras geralmente 

expressam baixos níveis de receptores IL-7 (CD127) e utilizam IL-2, mas não IL-7 como 

seu fator de crescimento e sobrevivência. Células T de memória, diferentemente, são 

CD127alto e CD25baixo e dependem da IL-7 para sua manutenção. As células T 

reguladoras FoxP3+ expressam, também, altos níveis de CTLA-4 necessários para seu 

funcionamento (16, 75). 
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 A tabela 7 descreve os marcadores para as células Treg. 

 

Tabela 7: Marcadores para células Treg 

Marcador Localização Nível de 
 expressão 

Especificidade 
para células Treg 

Expressão por outras 
linhagens 

CD25 

CD95 

GITR 

CTLA-4 

CD45RB 

FoxP3 

Nrp  

LAG-3 

CD127* 

 

Superfície 

Superfície 

Superfície 

Superfície 

Superfície 

Intranuclear 

Superfície 

Superfície 

Superfície 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Baixo 

Alto  

Alto 

Alto 

Baixo 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

+++++ 

+++ 

+++ 

++++ 

Efetora /célula T memória 

Efetora/célula T memória 

Efetora/célula T memória 

Efetora/célula T memória 

Efetora /célula T memória 

Células gigantes trofoblásticas 

Neurônios 

Células B 

Células T recentemente 

ativadas 

* somente em humanos. M. Miyara et al. (88) 

 

 Células Treg desempenham um importante papel na homeostase celular e são 

reguladores críticos da tolerância imune. Deficiências quantitativas e/ou qualitativas nas 

células Treg têm sido apontadas no desenvolvimento de doenças autoimunes (77, 81, 

89-91).   

 

1.11 Dinâmica de diferenciaçäo de células T CD4+ em células T CD4+ FoxP3+ 

 

 Após ativação via RCT (receptor de células T), as células  CD45RA+FoxP3baixo 

(com baixa expressão de FoxP3) tímicas, naïve ou em repouso, proliferam e se 

diferenciam em células T regulatórias (Treg) efetoras ou ativadas que apresentam alta 

expressão de FoxP3 (FoxP3alto) e ausência do receptor CD45RA (CD45RA-) (88). As 
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células Treg FoxP3altoCD45RA- advêm principalmente de células Treg originadas do 

timo, mas também podem se diferenciar a partir de outras subpopulações de células T 

CD4+, como células T CD4+ naïve, células T CD4 +CD45RA- ativadas e células não-

Treg FoxP3CD45RA-. 

 

 Células Treg efetoras são responsáveis por suprimir/controlar a proliferação 

celular, assim como a função efetora das células T. Além disso, controlam a 

proliferação e a ativação de outras células Treg em repouso por meio de 

retroalimentação (88). A figura 3 mostra a dinâmica de diferenciação das células T 

CD4+ a partir do timo. 

       
Figura 3: Dinâmica de diferenciação de células T CD4+ em células T CD4+ FoxP3+. Miyara (88) 
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1.12 Mecanismos de ação de células T reguladoras 

 

 As células Treg parecem suprimir respostas imunológicas em múltiplas etapas, 

incluindo inibição da função da célula T em órgãos linfóides e na etapa efetora destas 

respostas em tecidos. Apesar de outros mecanismos de supressão terem sido descritos, 

os mais citados envolvem a ação de citocinas inibitórias e um efeito mediado por 

contato nas células apresentadoras de antígenos (CAA) (92). 

 

 As células Treg produzem IL-10 e TGF-β, que inibem respostas imunológicas. 

Estas citocinas estão envolvidas tanto na geração quanto no funcionamento de células 

Treg. Além de serem produzidas por muitos outros subtipos celulares, também atuam 

em outras que não as células reguladoras (92).  

 

 Outro mecanismo proposto para a ação das células Treg é CTLA-4-dependente. 

O CTLA-4 é uma molécula sinalizadora de controle negativo das células T; é expressa 

pelas células reguladoras FoxP3+ e parece ser necessária para seu funcionamento. É 

concebível que o CTLA-4 de moléculas reguladoras se ligue a moléculas B7 nas CAA. 

Uma menor disponibilidade de B7 resulta em diminuição da co-estimulação para 

respostas celulares (93-96).  

 

 Outros mecanismos supressores atribuíveis às células T reguladoras incluem o 

consumo de IL-2, o que diminui a resposta de proliferação de células T (96). Ainda não 

está estabelecido se todas as células reguladoras funcionam através de todos estes 

mecanismos ou se há sub-populações que usam mecanismos diferentes para controlar 
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respostas imunológicas (96). Existem, no entanto, evidências de que duas populações 

diferentes de células Treg em humanos podem ser distinguidas pela expressão de 

FoxP3 ou pela produção de IL-10 (96).   

  

 A figura 4 ilustra os mecanismos de ação das células Treg. 

 

 

Figura 4: Modelos de mecanismos de ação das Treg: (a) Contato célula-célula – supressão da célula-alvo com 

liberação de fatores de supressão, incluindo o monofosfato de adenosina cíclica (AMPc), citocinas supressivas como 

o TGF-β, citólise direta ou sinalização negativa através da molécula CTLA-4; (b) Fatores de supressão solúveis como 

citocinas IL-10, TGF-β e IL-35 ou secreção de fatores supressivos pelas CAA como adenosina; c) Competição – 

Competição por citocinas que sinalizam através de receptores da cadeia Ɣ comum (IL-2, IL-4 e IL-7 (Adaptado de 

Sojka et al.)(97) 

     

1.13 Células T reguladoras e doenças autoimunes 

 

 A elucidação da base genética da doença IPEX e da doença similar em 

camundongos, causada por mutações no gene FoxP3 (86), é prova convincente da 
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importância das células Treg na manutenção da autotolerância e da homeostase do 

sistema imunológico. Inúmeras tentativas estão sendo efetuadas para identificar 

defeitos no desenvolvimento ou funcionamento das células Treg nas doenças 

autoimunes (98-99). Parece provável que defeitos na geração ou no funcionamento de 

células Treg ou a resistência de células efetoras à supressão contribuam 

significativamente para a patogênese de muitas doenças autoimunes (100), incluindo 

psoríase, miastenia gravis e artrite reumatoide (AR) (101). Em adição, defeitos de 

células Treg desempenham um papel cada vez mais reconhecido em uma grande 

variedade de doenças tumorais e infecciosas (102-103). O uso de células Treg como 

terapia imunomoduladora poderá se constituir, no futuro, fato consumado para doenças 

autoimunes, neoplásicas e infecções (104). Nos próximos tópicos, destacamos a 

relação entre células Treg e algumas doenças autoimunes. 

 

 

Artrite reumatoide 

 

 Existem inúmeros trabalhos com populações de células Treg na AR com 

variadas conclusões a respeito da frequência das células Treg circulantes. Alguns 

estudos relatam proporções diminuídas (105-107) ou normais (108-109) de células Treg 

definidas como CD4+CD25+/alto ou FoxP3+, enquanto outros autores (51, 110-111) 

descrevem aumento dos níveis circulantes destas células. 

 

 Em outro estudo, diminuição das células Treg foram reportadas somente em 

estágios precoces da doença (112). Entretanto, sabe-se que um número aumentado de 
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células Treg está presente em articulações inflamadas (105-106, 113-117) ou outros 

sítios inflamatórios. A definição fenotípica das células Treg é fundamental para 

interpretar estas observações, uma vez que as expressões de FoxP3 e CD25 podem 

ser moduladas por inflamação e ativação de células T. Entretanto, as células Treg em 

pacientes com AR, ao menos as periféricas, não parecem secretar uma maior 

quantidade de IL-2 ou IFN-Ɣ em comparação a indivíduos saudáveis, sugerindo que a 

expressão de FoxP3 é mais indicativa de função Treg (118). 

 

 Uma contradição desafiadora na AR advém do fato de que, enquanto as células 

Treg podem ser disfuncionais, células Treg do líquido sinovial parecem ser totalmente 

supressoras in vitro (106, 113, 115). Entretanto, in vivo, a atividade das células Treg 

parece estar prejudicada pelo ambiente altamente inflamatório do líquido sinovial (116). 

 

 

Lúpus eritematoso sistêmico 

 

 O fenótipo e a função das células Treg no LES têm sido foco de intensa pesquisa. 

Muitos estudos recentes apontam para uma diminuição na proporção de qualquer 

célula T CD4+CD25alto ou de células Treg CD4+CD25+FoxP3+ na doença lúpica ativa 

(119-121). Vários grupos têm demonstrado que tal diminuição foi negativamente 

correlacionada à atividade da doença ou às concentrações de anticorpos anti-dsDNA 

circulantes (120, 122-124). Entretanto, esses achados são ainda controversos, pois 
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níveis normais ou aumentados de células Treg CD25 e/ou FoxP3 expressando CD4+ 

foram observados por outros grupos de autores (108, 125-126).  

 

 Essas discrepâncias podem ser explicadas pela ocorrência, em populações 

lúpicas, de subpopulações de células T efetoras CD4+ que expressam FoxP3; 

eventualmente, estas células, virtualmente ausentes em doadores saudáveis,  

expressam CD25 em níveis baixos na doença ativa (122, 124, 127). Além disso, 

aparentemente células T CD4+ efetoras acentuam a presença de FoxP3 em sítios 

altamente inflamatórios (106, 124, 127-130).  

 

 Entretanto, outras análises quantitativas da expressão de FoxP3 por PCR ou 

imunohistoquímica indicam que as células Treg estão pouco presentes nos principais 

órgãos alvo, como linfonodos, pele e rins de pacientes com LES (120, 131-132). 

 

 

Síndrome de Sjögren primária 

 

 A síndrome de Sjogren primária (SSp) é uma exocrinopatia autoimune com 

várias nuances sistêmicas. Deficiência em número ou função das células Treg foi 

reportada em pacientes com síndrome de SSp. De forma similar à descrita para 

pacientes com LES, o papel das células Treg na SSp é controverso: de acordo com 

diferentes estudos, níveis diminuídos (133), normais (120, 134) ou aumentadas (130) 
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foram documentados. Em alguns destes estudos (135-136) a função supressora das 

células Treg in vitro se mostrou adequada.  

 

 A localização de células Treg em glândulas salivares é também conflitante. Tanto 

ausência de células Treg (136) como presença das mesmas (134) foram relatados na 

sialoadenite linfocítica típica da SSp. 

 

 

Outras doenças autoimunes 

 

 De forma análoga à AR e ao LES, as vasculites são caracterizadas por um 

ambiente altamente inflamatório, onde a função supressiva das células Treg pode estar 

prejudicada. Vários grupos estudaram o comportamento de células Treg em vasculites 

associadas ao ANCA (anticorpos anticitoplasma de neutrófilos). Na granulomatose de 

Wegener, foram relatados tanto a diminuição de células CD4+ CD25+ (137-139), como o 

aumento de células Treg CD4+ em fases de exacerbação da doença (140). 

 

 Em vasculites associadas ao anticorpo anti-PR3 e na crioglobulinemia, a função 

supressora das células T CD4+ CD25+ se mostrou deficiente (141), o que não ocorreu 

em pacientes com vasculite anti-MPO (mieloperoxidase)-positivos, onde a função Treg 

se encontrava normal (142). Entretanto, relatos recentes apontam para uma expressão 

diminuída de células Treg nas vasculites associadas à anti-MPO e anti-PR3 (143). 
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 Estudos acerca da função Treg em miopatias são escassos. Células Treg 

parecem proteger camundongos propensos a miopatias autoimunes (144), estudos em 

subpopulações de Treg em miosites são escassos. Células T CD4+ CD25+ estão 

presentes em quantidades normais no sangue periférico de pacientes com miopatia 

inflamatória (120). De interesse, o número de células FoxP3+ pareceu estar relacionado 

com o grau de infiltração muscular por linfócitos CD3 (145). 

 

 Estudos recentes indicam que uma alta frequência de células Treg em doadores 

de medula óssea está associada a um menor risco doença enxerto x hospedeiro (EVH) 

no receptor. Baixas contagens de células Treg CD4+ FoxP3+ no receptor, por sua vez, 

estiveram relacionadas com aumento do risco de doença EVH (146). Estes achados 

demonstram que células Treg são instrumentos no controle da doença EVH (147). 

  

 Na esclerose sistêmica (ES), foi recentemente descrito um aumento de Tregs 

circulantes; no entanto, a capacidade supressora das células se mostrou comprometida 

(148). Estes achados podem estar atrelados a uma inativação distorcida do 

cromossomo X (149). Um aumento do número de células Treg circulantes em pacientes 

esclerodérmicos foi também observado em outro estudo, porém a contagem celular se 

fundamentou na mera expressão de CD25 (147). Diferentemente, uma diminuição das 

células expressando FoxP3 foi documentada no sangue periférico e na pele de 

pacientes com ES (150).  
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 É possível que defeitos de número e/ou função de células Treg estejam 

envolvidos na patogênese da ES (151), mas os dados acumulados até o momento 

(148-152) são motivos de polêmica, necessitando elucidação em estudos futuros. 

  

 

1.14 Células B 

 

 Os linfócitos B representam 5% a 15% da população de linfócitos circulantes e 

são classicamente definidos pela presença de imunoglobulinas de membrana. Os 

linfócitos B são as únicas células capazes de produzir anticorpos (75). Uma vez 

ativados, os linfócitos B se diferenciam em células que secretam diferentes classes de 

anticorpos, com funções distintas. A resposta das células B a antígenos proteicos exige 

sinais ativadores das células T CD4+. As células B podem responder a numerosos 

antígenos não proteicos sem a participação de outras células. 

 

 O desenvolvimento de células B em humanos e roedores ocorre em dois 

estágios: no primeiro, anatomicamente visto em orgão linfóide primário (medula óssea), 

recombinações gênicas VDJ nas cadeias da imunoglobulina geram expressão de 

receptores antígeno-específicos em células B (RCB) imaturas; com a migração de 

linfócitos B para tecidos linfóides periféricos, estas imunoglobulinas de superfície 

podem reconhecer antígenos conformacionais na periferia (153-155). 
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 O segundo estágio ocorre em grande parte em linfócitos B de centros 

germinativos (CG). Neste contexto, imunoglobulinas que passam por hipermutações 

somáticas são positivamente selecionadas para aumentar a afinidade para antígenos 

microbianos, e negativamente selecionadas para respostas contra antígenos próprios 

(156). Entretanto, a natureza deste processo é aleatório, e linfócitos B autorreativos 

podem passar a produzir autoanticorpos patogênicos. Consequentemente, células B 

necessitam de controles reguladores em seus vários estágios de diferenciação (153, 

155). 

 

 Tem-se tornado claro, nos últimos anos, que as células B, como as células T, 

são providas de ampla variação de recursos funcionais. Não somente elas produzem 

anticorpos, mas podem, também, transferir antígenos para tecidos linfoides periféricos 

(157), atuar como CAA e secretam citocinas e quimiocinas pró e anti-inflamatórias. 

Assim, dependendo das circunstâncias, elas se comportam como células efetoras ou 

reguladoras (158-160).  

  

 De importância, tanto em modelos murinos (161) quanto em humanos (162) 

admite-se a existência de uma subpopulação de células B secretoras de IL-10, com 

propriedades reguladoras (Bregs); estas poderiam controlar respostas imunes de 

linfócitos B e também da rede de linfócitos T. Os efeitos indiretos da supressão de 

células T por células Bregs incluem deleção, indução de anergia e, interessantemente, 

expansão seletiva de células Treg (161). Esta variedade de funções dos linfócitos B 

provavelvemente será explorada do ponto de vista terapêutico em anos futuros (163). 
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1.15 Papel das células B em doenças autoimunes   

 

 O aparecimento de fenômenos de autoimunidade está relacionado a falhas de 

mecanismos que controlam a tolerância para autoantígenos; como decorrência, células 

B autorreativas podem gerar síntese de autoanticorpos e imunocomplexos. 

Perturbações dos genes que afetam a ativação inicial das células B (CD19, CD22, 

SHP2) ou que regulam a apoptose (bcl-2, bcl-x, Fas/FasL) aumentam a probabilidade 

de células B autorreativas clonalmente se expandirem, determinando processos 

autoimunes (164-165). 

 

 O papel preciso das células B na patogênese das doenças autoimunes tem sido 

estudado por dois diferentes caminhos. O primeiro envolve modelos experimentais; 

como exemplo, camundongos NOD, espontaneamente predispostos ao diabetes tipo 1, 

falham em desenvolver a doença se depletados de células B. A depleção de células B, 

neste caso, reduz a ativação de células T autorreativas (166). Também de interesse, 

em camundongos deficientes para AIRE (gene regulador autoimune), a infiltração 

multiorgânica por células B pode ser revertida com drogas anti-CD20, depletora de 

células B (167). Neste modelo, assim como nos camundongos NOD, as células B 

exercem seu efeito patogênico, apresentando autoantígenos para receptores de células 

T e sintetizando citocinas expansoras da imunidade celular (156). 
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 O segundo modelo acerca do papel de linfócitos B em doenças autoimunes diz 

respeito a estudos em neonatos humanos. Autoanticorpos patogênicos de classe IgG, 

capazes de atravessar o tecido placentário, podem desencadear fenômenos 

autoimunes neonatais, muitas vezes transitórios. Exemplos incluem a doença de 

Graves, a miastenia gravis, a púrpura trombocitoênica idiopática e o lúpus eritematoso 

sistêmico anti-Ro/SSA positivo (168). Em algumas outras instâncias, autoanticorpos, 

mesmo não diretamente patogênicos, podem fucionar como marcadores de 

autoimunidade neonatal, como no caso dos anticorpos contra ilhotas no diabetes tipo 1 

e contra mitocôndrias ou músculo liso na hepatite autoimune (156, 169). 

 

Por outro lado, o papel das células B como CAA é notório em afecções como a 

esclerose múltipla, neuropatia desmielinizante e AR. Como visto, em diferentes 

circunstâncias o papel patogênico dos linfócitos B difere, tornando bastante complexa a 

compreensão do papel biológico destas células no dano multiorgânico visto em 

doenças autoimunes (156). 

 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

 Está claramente estabelecido que as células Treg são instrumentos de controle 

nos processos autoimunes. Numerosos estudos relatam alterações quantitativas e/ou 

funcionais de células Treg em pacientes com doenças autoimunes, sugerindo 
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fortemente que a perda da capacidade supressora inerente à função Treg esteja ligada 

ao deflagramento destes distúrbios.  

 

 Embora o papel das células Treg já tenha sido investigado em uma série de 

doenças autoimunes do tecido conjuntivo (88, 151, 170-171), pouco se conhece sobre o 

papel regulatório destas células em pacientes com SAF. 

 

 Sabidamente, pacientes com SAF e LES apresentam uma interface clínica por 

vezes nebulosa. Indivíduos com SAF não raramente apresentam achados de LES; 

alternativamente, alguns pacientes com LES apresentam AAF circulantes e, por vezes, 

SAF secundária definida (172). A quantificação de células Treg é ainda desconhecida 

em pacientes com SAF primária ou secundária, o que justifica o interesse atual no tema. 

Potenciais disfunções quantitativas de células Treg poderiam contribuir para uma 

melhor compreensão da patogenia da SAF nestes 2 grupos de pacientes. 

 

 O comportamento dos linfócitos B em doenças autoimunes é ainda motivo de 

polêmica. Atualmente, as células B constituem alvo definido para anticorpos 

monoclonais no tratamento de algumas afeccções autoimunes (173). O recente achado 

que aponta um papel para células B na diferenciação de populações Treg (174) 

despertou nosso interesse paralelo na quantificação destas células neste estudo. 
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3  HIPÓTESES 

 

 

Hipótese operacional:  

 

 O número de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ e de linfócitos B CD3-CD19+ 

circulantes não se encontra alterado em pacientes com SAF primária e/ou secundária 

comparativamente a controles sadios. 

 

 

Hipótese conceitual: 

 

 O número de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ e de linfócitos B CD3-CD19+ 

circulantes se encontra alterado em pacientes com SAF primária e/ou secundária 

comparativamente a controles sadios. 

 

 

4   OBJETIVO 

 

 Quantificar as células Treg CD4+CD25+Foxp3+ e linfócitos B CD3-CD19+ em 

pacientes com SAF primária e/ou secundária comparativamente a controles sadios. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Delineamento: 

 

 Estudo transversal, controlado. 

 

 

Tamanho da amostra: 

 

 Para detectar uma diferença entre os valores médios das células T 

CD4+CD25+FoxP3+ e células B CD3-CD19+ com magnitude maior ou igual a 1 desvio 

padrão, estimou-se que seriam necessários 25 pacientes por grupo (25 pacientes com 

SAF primária, 25 com SAF secundária ao LES e 25 controles saudáveis) para um α = 

0,05 e poder estatístico de 90%. 

 

 

Sujeitos: 

 

 Casos: 

 

 Pacientes com SAF primária classificados de acordo com os critérios do 

Consenso Internacional de Classificação da SAF de 2006(2). Pacientes com LES e SAF 

selecionados através dos critérios de classificação proposta pelo American College of 

Rheumatology para LES(58) e pelo Consenso Internacional de Classificação da SAF(2). 
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Indivíduos com LES e SAF secundária foram, ainda, categorizados quanto à atividade 

da doença lúpica através do SLEDAI (Índice de atividade da doença no lupus 

eritematosos sistêmico)(59). 

 

 Em ambos os grupos de casos, foram observados os seguintes critérios de 

exclusão: idade menor que 16 anos, endocardite infecciosa, neoplasia (corrente ou 

passada), diabetes mellitus tipo 1, e infecção pelo vírus da imunodeficiêcnia adquirida 

(HIV) ou Treponema pallidum. 

 

 Em todos os pacientes foram avaliados os seguintes critérios: idade, sexo, tempo 

de doença, manifestações clínicas e laboratoriais, medicações utilizadas e 

comorbidades. 

 

 Os pacientes foram recrutados consecutivamente do ambulatório de 

Reumatologia/LES do Hospital São Lucas da Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul/PUCRS entre os meses de outubro de 2011 e outubro de 2012. 

 

 

 Controles:  

 

 Voluntários saudáveis pareados por sexo e idade que aceitaram participar do 

estudo, e adequados aos critérios de inclusão: idade maior que 16 anos, ausência de 

doença reumática ou outras doenças autoimunes, diabetes, neoplasia (corrente ou 
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passada), hipertensão, e infecções bacterianas ou virais recentes. Foram excluídos 

indivíduos sob uso de fármacos que induzissem alterações imunológicas, como anti-

inflamatórios ou imunossupressores, tanto no dia da coleta do sangue como nos últimos 

três meses. 

 

O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada paciente e 

voluntário saudável. O estudo foi aprovado pelos Comitês  Científico e de Ética do 

Hospital São Lucas da PUCRS (Of CEP – 486/11). 

 

 

 Coleta de sangue e isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

(CMSP) 

 

 As amostras (20 ml) de sangue foram coletadas usando EDTA (ácido etileno 

diaminotetracético) como anticoagulante. Uma alíquota (5 ml) foi reservada para a 

realização de hemograma. Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram 

separadas do sangue total por gradiente de densidade, usando-se Ficoll-PaqueTM PLUS 

(SteamCell) através de centrifugação durante 35 min a 400g.  A interface, contendo as 

CMSP, foi coletada e lavada com PBS. Após uma nova centrifugação, durante 10 

minutos a 200g, as CMSP foram ressuspendidas com meio RPMI 1640 (RPMI, 

suplementado com 0,5% de gentamicina, 1% Hepes mais 10% de soro fetal bovino, 

todos da Sigma (St. Louis, MO) e contadas por microscopia (100X); a contagem foi 
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ajustada de modo a destinar 2.105 células por tubo para marcação de células B e 1.106 

células para cada amostra de células Treg. 

 

 

Anticorpos 

 

 Foram utilizados os anticorpos CD4 FITC , CD25 APC, FoxP3 PE (BD 

Biosciences – San Jose, CA, EUA), para marcação das células T reguladoras e CD3 

CY5 e CD19 PE (BD Biosciences – San Jose, CA, EUA) para a marcação de células B. 

Em todos os experimentos, anticorpos controles (compensação) dos respectivos 

isotipos IgG foram incluídos. 

 

 

Imunofenotipagem 

 

 As subpopulações de linfócitos foram identificadas por citometria de fluxo 

multicolor. CMSP foram lavadas com tampão de citometria (PBS contendo FCS e 0,01 

% de azida sódica) e tratadas com solução de Fc block durante 20 minutos no escuro, 

para bloquear receptores Fc e evitar ligações de anticorpos inespecíficos. As células 

foram marcadas com combinações dos seguintes anticorpos monoclonais (2 µL): CD3 

CY5, CD19 PE, para células B e CD4 FITC, CD25 APC, para células T. Na marcação 

intracelular para FoxP3, foi utlizado 20 µL de anticorpo monoclonal FoxP3 PE segundo 

instruções do fabricante (BD Biosciences). Imediatamente à marcação, as células foram 

lavadas, ressuspendidas e analisadas por citometria de fluxo. Um mínimo de 20.000 
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eventos foram identificados por tamanho (FSC) e granulometria (SSC) e adquiridos por 

um citômetro de fluxo FACS Canto II (BD Biosciences); os valores foram determinados 

pelo software FACSDiva v5.0.2 e analisados pelo software FlowJo (TreeStar US, 

Ashland, OR). A fluorescência de fundo foi avaliada usando como controle anticorpos 

monoclonais isotipo e fluorocromo correspondentes.    

 

 

6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 A análise dos dados foi efetuada usando-se média ± desvio-padrão, teste t de 

Student e teste de Mann-Whitney para variáveis contínuas, e chi-quadrado ou exato de 

Fischer para variáveis categóricas. As relações entre as variáveis foram avaliadas 

através de covariância (ANCOVA). A correlação entre células CD4+CD25+FoxP3+ e 

SLEDAI foi avaliada através do teste de Pearson. As análises estatísticas foram 

realizadas usando-se o software Statistical Package for Social Sciences, SPSS 17.0 

Statistics (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), enquanto os gráficos foram gerados pelo 

software Prisma 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Valores de P<0,05 

foram considerados de significância estatística. 
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7   RESULTADOS 

 

 Foram estudados 50 pacientes com SAF (25 com forma primária, 25 com SAF 

secundária a LES) e 25 controles. Em relação à população global de pacientes com 

SAF primária e secundaria, a média de idade foi de 44,8 anos ± 13,7 (variando de 17 a 

76 anos); houve predomínio do sexo feminino (92 %) e da cor branca (93,9 %). Nenhum 

destes achados diferiu significativamente em relação aos controles (P>0,05). A duração 

média da doença em pacientes com SAF foi 9,38 ± 7,39 anos. 

 

 Quando as populações de SAF primária e secundária foram comparadas entre si, 

não houve diferença significativa para nenhuma das variáveis demográficas, clínicas e 

laboratoriais. Trombose venosa profunda foi a característica clínica mais frequente de 

pacientes com SAF primária e secundária. Os dados demográficos, clínicos e 

laboratoriais de pacientes com SAF primária e secundária podem ser vistos na tabela 8. 
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Tabela 8: Características demográficas, clínicas e laboratoriais entre pacientes 
com síndrome antifosfolipídica (SAF) primária e secundária 

  SAF primária 
  n = 25 

SAF 
secundária 

 n = 25 

P 

Sexo feminino n(%)  22 (88) 24 (96) 0,615* 

Cor branca n(%) 22 (88) 24 (96) 0,615* 

Idade n(%) 46,00 ± 14,75 43,5 ± 12,84 0,732** 

Duração da doença (anos±DP) 8,90 ± 7,11 9,87 ± 7,81 0,418** 

SLEDAI  -   10,00 ± 5,77 - 

aCL n(%) 24 (96) 21 (84) 0,928* 

AL n(%) 5 (20) 9 (36) 0,123* 

Trombose venosa profunda de membros 

inferiores/superiores n(%) 

 

 18 (72) 

 

15 (60) 

 

0,781* 

Tromboembolismo pulmonar n(%)  3 (12) 2 (8) 0,753* 

AVC isquêmico n(%)   6 (24) 3 (12) 0,379* 

Abortos espontâneos n(%)   4 (16) 3 (12) 0,825* 

Óbitos fetais n(%)  9 (36) 6 (24) 0,331* 

Neurite óptica n(%) 2 (8) 4 (16) 0,307* 

Infarto intestinal n(%) 1 (4) 0  0,681* 

Trombose de via porta n(%) 2 (8) 0  0,490* 

Esclerose renal  1 (4) 1 (4) 1,000* 

n: número amostral DP: desvio padrão     *Teste Qui-quadrado ou exato de Fischer e **Teste t de student 
SLEDAI: Índice de atividade de doença Lúpus Eritematoso Sistêmico (Doença ativa SLEDAI > 4) 
aCL: anticorpo anticardiolipina  AL : anticoagulante lúpico    AVC: acidente vascular cerebral 

 

 As células marcadas obtidas pela citometria de fluxo foram quantificadas em 

percentuais através da análise pelo software FlowJo. Os pacientes foram divididos em 

dois grupos: um com SAF primária e outro com SAF secundária ao LES. Estes grupos 

foram comparados com o grupo controle.  
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 Analisando-se comparativamente pacientes com SAF primária e controles, 

observamos que o número de linfócitos totais, células T CD4+CD25+Foxp3+ e células B 

CD3-CD19+ foi significativamente menor em pacientes com SAF primária.  

 

 Estes dados estão apresentados na tabela 9. 

 

Tabela 9: Imunofenotipagem de subpopulações de linfócitos na síndrome 
antifosfolipídica primária (SAF) e controles 

 SAF* (n = 25) Controles* (n = 25)  
Células Valor 

percentual 
(%) 

Valor absoluto 
(células/ µL) 

Valor 
percentual 

(%) 

Valor absoluto 
(células/ µL) 

P** 

LinfócitosTotais 29,42 ± 4,57 2311,65±395,62 32,22 ± 2,49 2523,60±528,83 0,020 

Linfócitos T CD3+CD19 -  73,72 ± 8,34 1704,15±192,79 73,64 ± 8,34 858,38±194,32 0,984 

Linfócitos CD4+CD25+ 1,28 ± 0,89 29,59±20,57 1,81 ± 0,80 45,68±20,19 0,061 

Linfócitos CD4+CD25+FoxP3+ 0,74 ± 0,34 17,11±7,86 1,83 ± 0,77 46,18±19,43 <0,0001 

Linfócitos B CD3-CD19+ 5,71 ± 2,66 131,99±61,49 9,25 ± 3,00 233,43±75,71 <0,0001 

*Média ± DP; **Teste de t de student 

    

 Os pacientes com SAF primária apresentaram níveis significantemente baixos de 

células Treg após verificação (ANCOVA) da percentagem de linfócitos (F=28,75, 

P<0,0001). A expressão de FoxP3 em células CD4+CD25+, estimada pela média de 

intensidade de fluorescência (MFI), não foi diferente em pacientes com SAF primária  

em relação aos controles (2816,05 ± 1146,59 vs 2470,65 ±1732,87, P = 0,45). 

 

 A figura 5 mostra a estratégia usada na separação das células T 

CD4+CD25+FoxP3+ a partir de linfócitos obtida de pacientes com SAF primária e 

controles. 
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Figura 5: Estratégia de separação das células T CD4+CD25+FoxP3+ 

 

 A figura 6 mostra a marcação característica das células T CD4+CD25+FoxP3+, 

comparando-se as populações controles e pacientes com SAF primária. 

 

 
                
 

 

 

 

 

Figura 6: Marcação de células T CD4+CD25+FoxP3+ em pacientes com síndrome antifosfolipídica (SAF) 
primária e controles 

 

 A figura 7 ilustra uma representativa marcação de células CD3+CD19- em 

pacientes com SAF primária e controles. 
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Figura 7: Representação da marcação de células B CD3-CD19+ em pacientes com síndrome 
antifosfolipídica (SAF) primária e controles 

 

 

 A figura 8 mostra a distribuição percentual dos linfócitos totais, células 

TCD4+CD25+FoxP3+ e células B CD3-CD19+ em controles e em pacientes com SAF 

primária. 

 

 
Figura 8: Distribuição gráfica percentual de linfócitos totais(A), células TCD4+CD25+FoxP3+(B) e células 
B CD3-CD19+(C) em controles e pacientes com síndrome antifosfolipídica (SAF) primária *Diferenças 
avaliadas pelo teste t de student 
 
 Efetuando-se a mesma análise para pacientes com SAF secundária e controles 

sadios, observou-se que não houve diferença significativa na contagem de linfócitos 

totais entre os grupos.  

 



61 
 

  

 De forma similar à população com SAF primária, os pacientes com SAF 

secundária apresentaram diminuição significativa de linfócitos CD4+CD25+FoxP3+ e 

linfócitos CD3-CD19+ em relação aos controles. Os resultados desta análise são 

apresentados na tabela 10. 

 

Tabela 10: Imunofenotipagem de subpopulações de linfócitos na síndrome 
antifosfolipídica (SAF) secundária e controles 

 SAF* (n = 25) Controles* (n = 25)  
Células Valor 

percentual 
     (%) 

Valor absoluto 
(células/ µL) 

Valor 
percentual 

(%) 

Valor absoluto 
(células/ µL) 

P** 

Linfócitos Totais 29,74 ± 6,79 2227,86±528,83 32,22 ± 2,49 2523,60±528,83 0,131 

Linfócitos T CD3+CD19 - 68,34 ±13,46 1522,52±527,20 73,64 ± 8,34 858,38±194,32 0,100 

Linfócitos CD4+CD25+ 0,92 ± 0,42 20,50±9,35 1,81 ± 0,80 45,68±20,19 0,081 

Linfócitos CD4+CD25+FoxP3+ 0,97 ± 0,57 21,61±12,70 1,83 ± 0,77 46,18±19,43 <0,0001 

Linfócitos B CD3-CD19+ 6,12 ± 4,16 136,34±92,68 9,25 ± 3,00 233,43±75,71 <0,006 

*Média ± DP     ** Teste de t de student 

 

 Os pacientes com SAF secundária, de maneira semelhante àqueles com a 

doença primária, apresentaram níveis significantemente baixos de células Treg após 

verificação (ANCOVA) da percentagem de linfócitos (F=28,50, P<0,001). Igualmente, a 

expressão de FoxP3 em células CD4+CD25+, estimada pela média de intensidade de 

fluorescência (MIF) também não se alterou entre pacientes com SAF secundária em 

controles (2660,55 ± 1044,06 vs 2470,65 ±1732,87, P = 0,67).  

 

 As células T CD4+CD25+FoxP3+ em pacientes com SAF secundária e controles 

ilustradas na figura 9, foram obtidas através da mesma estratégia usada na separação 

das células T CD4+CD25+FoxP3+ na SAF primária. 
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Figura 9: Marcação característica de células T CD4+CD25+FoxP3+ em pacientes com síndrome 
antifosfolipídica (SAF) secundária e controles 

 

 A figura 10 ilustra uma marcação característica de células B CD3-CD19+ obtida 

de pacientes com SAF secundária e controles. 

 

               
 

Figura 10: Marcação de células B CD3-CD19+ em pacientes com síndrome antifosfolipídica (SAF) 
secundária e controles 

 

 A figura 11 mostra a distribuição percentual dos linfócitos totais, linfócitos T 

CD4+CD25+FoxP3+ e linfócitos B CD3-CD19+ em pacientes com SAF secundária e em 

controles sadios. 
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Figura 11: Distribuição gráfica percentual de linfócitos totais(A), células T CD4+CD25+FoxP3+(B) e 
células B CD3-CD19+(C) em controles e pacientes com síndrome antifosfolipídica secundária. 
* Diferenças avaliadas pelo teste t de student 
 
 
 

 Analisou-se, também, a relação entre células CD4+CD25+FoxP3+ e SLEDAI  no 

grupo de pacientes com SAF secundária através do teste de Pearson. O resultado 

indica a existência de uma correlação negativa entre estas duas variáveis (quanto 

menor o número de células, maior o SLEDAI). Esta correlação é demonstrada na figura 

12. 

 

 

 

 
 
  
 

          

 

      

 
Figura 12: Relação entre percentual de células CD4+CD25+FoxP3+ e índice de atividade da doença no 
LES (SLEDAI) 
* rs obtido pela correlação de Pearson e  P  pelo teste t de student 
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 A relação de fármacos utilizados pelos pacientes com SAF primária e secundária 

foi também avaliada. A frequência de uso de anticoagulantes orais e/ou subcutâneos, 

antiagregantes plaquetários, metotrexato, hipocolesterolêmicos, antihipertensivos, 

antidepressivos, cálcio e inibidores da reabsorção óssea foi similar nos dois grupos. A 

utilização de cloroquina e/ou hidroxicloroquina, glicocorticóides e azatioprina foi 

significativamente mais frequente no grupo de pacientes com SAF secundária. A tabela 

11 compara os medicamentos utilizados no pacientes com SAF primária e secundária. 

 

 

 

Tabela 11: Distribuição de medicamentos em pacientes com síndrome antifosfolipídica 
(SAF) primária e secundária 

 
Medicamentos 

 SAF  
primária 

n = 25  

SAF  
secundária 

n = 25  

P* 

Anticoagulante oral n (%) 

Antiagregante plaquetário n (%) 

Enoxaparina n (%) 

Cloroquina/ hidroxicloroquina n (%) 

Glicocorticóides n (%) 

Azatioprina n (%) 

Antihipertensivo n (%) 

Metotrexato n (%) 

Hipocolesterolêmico n (%) 

Antidepressivo n (%) 

Cálcio n (%) 

Inibidores da reabssorção óssea n(%)  

14 (56) 

14 (56) 

1 (4) 

1 (4) 

8 (32) 

0 (0) 

5 (20) 

8 (32) 

3 (12) 

11 (44) 

10(40) 

7 (28) 

 

12 (48) 

12 (48) 

2 (8) 

9 (36) 

16 (64) 

5 (20) 

4 (30) 

7 (28) 

2 (8) 

4 (16) 

9 (36) 

6 (24) 

0,922 

0,922 

0,129 

0,002 

0,002 

0,005 

0,711 

0,990 

0,247 

0,753 

0,060 

0,951 

 

n: número amostral        * Teste de t do qui-quadrado ou Exato de Fisher 
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 A associação entre número de células Treg circulantes e uso de azatioprina, 

cloroquina e glicocorticóides em pacientes com SAF secundária foi também avaliada. 

Não houve, para quaisquer destas análises,  associação estatisticamente significante: 

P=0,23 para azatioprina, P=0,12 para cloroquina e P=0,29 para os glicocorticoides 

(teste do qui-quadrado). 

 

 

 

 

 

 

8   DISCUSSÃO 

      

 Há indícios suficientes do envolvimento das células Treg na regulação da 

resposta imune. É provável que defeitos na geração ou no funcionamento de células 

Treg contribuam significativamente para a patogênese de muitas doenças autoimunes. 

(175-178). 

 

 Entretanto, não há, até o momento, dados de literatura que abordem a relação 

entre células Treg e SAF. Neste estudo avaliamos, pela primeira vez, os níveis de 

linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ e de linfócitos B CD3-CD19+ no sangue periférico de 

pacientes com SAF primária e secundária ao LES. Controles sadios pareados por sexo 

e idade foram utilizados na comparação das variáveis. A citometria de fluxo, através de 

marcadores específicos, nos permitiu uma análise quantitativa destas células. 
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 Cinquenta pacientes com SAF (25 com SAF primária e 25 com SAF secundária 

ao LES) e 25 controles compreenderam a casuística do nosso estudo. Houve grande 

predominância do sexo feminino (92%) na população com SAF, principalmente no 

grupo com SAF secundária ao LES. Este dado está de acordo com diferentes estudos 

que relataram a predominância do sexo feminino, tanto na SAF primária, como na 

secundária (8, 179-180). 

 

 Na casuística total de pacientes com SAF, do presente estudo, predominaram 

adultos de meia-idade (média de idade ao redor de 44 anos), dado este acima da média 

encontrada em diferentes estudos, que relatam a doença em adultos mais jovens (181-

182). Em termos laboratoriais, o anticorpo aCL foi o marcador mais prevalente (90%), 

enquanto trombose venosa profunda de membros inferiores ou superiores (66%) e 

óbitos fetais (15%) predominaram como achados clínicos, achados também 

compatíveis com a literatura (183-184). Na comparação de pacientes com SAF primária 

e secundária, não houve diferenças estatisticamente significantes quanto a achados 

clínicos, demográficos e laboratoriais. 

 

 Não foi realizada a análise de subtipos celulares na população global de SAF (50 

pacientes), uma vez que tal anállise envolveria o dobro do número de controles e 

considerável aumento do custo do estudo. Decidiu-se, assim, comparar separadamente 

as populações de pacientes com SAF primária e secundária em relação aos controles. 
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 Em pacientes com SAF primária, a média dos valores de linfócitos totais foi 

significantemente menor do que a média dos controles; o significado deste achado é 

incerto e deve ser mais detalhado em estudos vindouros. 

 

 Documentamos significativa redução dos níveis circulantes de células 

CD4+CD25+FoxP3+ em pacientes com SAF primária em relação aos controles, seja 

percentualmente ou em números absolutos. Embora haja alguma controvérsia da 

literatura em relação à quantificação de linfócitos Treg em outras doenças autoimunes, 

nossos dados corroboram os resultados de vários estudos, onde o número de linfócitos 

Treg circulantes se encontra diminuído em relação a controles: é o caso de descrições 

em doenças como o LES (185-186), AR (112), SSp (136), granulomatose de Wegener 

(139), ES (150) e vasculites associadas aos ANCA (137-138). 

 

 A SAF secundária ocorre em pacientes com morbidades autoimunes definidas, 

como LES, AR, SS, EM e outras doenças (8, 187). A maioria dos pacientes com SAF 

secundária apresenta LES. É matéria de polêmica se LES e SAF são duas doenças 

concomitantes em um mesmo indivíduo, se o LES predispõe à SAF por constitiur 

vasculopatia sistêmica ou, se ambos representam dois elementos de um mesmo 

processo patogênico (188-189). Neste contexto, foi realizado o estudo dos subtipos 

celulares em ambos os tipos de SAF, uma vez que possibilitaria comprender eventuais 

diferenças de comportamento celular nas duas situações clínicas. 

 

 Diferentemente do demonstrado em pacientes com SAF primária, o número de 

linfócitos totais de pacientes com SAF secundária não diferiu de forma significante em 
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relação aos controles. O achado foi, de certa forma, inesperado uma vez que depleção 

linfocitária global não é rara no LES (190). 

 

 Também em pacientes com SAF secundária, foi demonstrada redução 

percentual e numérica de células Treg em relação aos controles saudáveis. Estes 

dados podem estar indicando um distúrbio quantitativo uniforme para pacientes com 

SAF como um todo. Entretanto, em pacientes com SAF secundária a depleção de 

linfócitos Treg é de mais complexa interpretação, já que pode estar primordialmente 

associada à atividade da doença lúpica. 

 

 Por questões de número amostral, não pudemos proceder a estratificação 

absoluta de pacientes com LES ativo e inativo na população com SAF secundária. 

Entretanto, a correlação de Pearson para níveis de células Teg circulantes e SLEDAI 

evidenciou que pacientes com doença mais ativa apresentavam um número 

significativamente mais baixo de linfócitos Treg. Este achado é concordante com a 

descrição de Mellor-Pita et al (191) e Cripin at al (192), que também demonstraram 

depleção de células Treg e correlação inversa entre atividade lúpica e número de 

células Treg circulantes; outros estudos, entretanto, não confirmaram tais achados em 

populações lúpicas (193-194). 

 

 Nossos dados acerca de depleção de células T CD4+CD25+FoxP3+ em pacientes 

com SAF primária e secundária nos permitem hipotetizar que falhas na regulação da 

imunotolerância periférica por células supressoras estejam relacionadas, pelo menos 

parcialmente, ao processo etiopatogênico da SAF. Se a depleção de células Treg é 
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evento desencadeador de doença, ou apenas atua na perpertuação e exacerbação da 

mesma, é assunto ainda nebuloso. 

 

 De interesse, e de maneira inesperada, observamos em ambas as populações 

com SAF uma redução de linfócitos B CD3-CD19+ circulantes em relação a controles 

sadios. O significado desta depleção de células B na população com SAF, 

principalmente na forma primária, é enigmático. 

 

Linfócitos B derivados da medula óssea são  células produtoras de anticorpos. 

Sabe-se que alterações no desenvolvimento de linfócitos B podem dar origem a certos 

tipos de imunodeficiências primárias, mas também a neoplasias e doenças autoimunes, 

as últimas provavelmente decorrentes de escapes clonais (164). 

 

Os mecanismos que levaram a depleção de células B nos pacientes com SAF 

primária e secundária podem incluir a ação de autoanticorpos dirigidos contra linfócitos 

B ou defeitos intrínsecos de subpopulações de células B. Digno de nota, células B 

competentes parecem desempenhar papel de importância no funcionamento de células 

Treg, como demonstram os achados obtidos em pacientes com imunodeficiência 

comum variável (195). De forma especulativa, pode-se inferir que a redução dos níveis 

de células B compreenda um dos mecanismos que levaram à depleção de linfócitos 

Treg nos pacientes com SAF. 

 

A maioria da população-alvo deste estudo fazia uso de anticoagulantes e/ou 

antiagregantes plaquetários. No grupo com SAF secundária em particular, dois terços 
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dos pacientes estavam sob uso de corticóides, enquanto um terço usava cloroquina e 

um quinto dos pacientes utilizava azatioprina. Não observamos, entretanto, associação 

entre níveis circulantes de células Treg e uso destes fármacos. Similarmente, Zhang et 

al (194) reportaram ausência de associação entre níveis de células T 

CD4+CD25+FoxP3+ e uso de glicocorticóides e ciclofosfamida em pacientes com LES. 

 

Embora praticamente não haja estudos abordando a relação entre número ou 

função Treg e SAF, há um estudo recente demonstrando  que células mononucleares 

de sangue periférico de indivíduos normais, quando incubados com AAF, apresentam 

significativa redução quantitativa de células Treg, além de regulação positiva de células 

Th17; os dados sugerem fortemente que um desequilíbrio de populações Treg e Th17 

possa estar associado à patogenicidade dos AAF (196). 

 

Até o momento presente, a terapia-padrão utilizada na SAF  tem-se 

fundamentado muito mais em anticoagulação do que em intervenções 

imunomoduladoras. Uma abordagem direta, deslocando o equilíbrio para favorecer 

Tregs, está sendo tentada através do uso de células Treg autólogas em pacientes com 

diabetes mellitus tipo 1 (197); se esta abordagem se consumará também em pacientes 

com SAF ou LES, apenas estudos futuros poderão responder. Também recentemente, 

células dendríticas feitas tolerantes inibiram respostas T CD4+ evocadas por β2GPI; o 

bloqueio destas respostas foi mediado por células Treg. Assim, células dendríticas 

tolerantes a autoantígenos poderão constituir alternativa terapêutica para doenças 

como a SAF através de modulação Treg (198). 
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 A SAF é uma entidade sui generis dentro do grande espectro de doenças de 

autoimunidade, uma vez que prima muito mais por obstrução vascular trombótica do 

que propriamente por vasculite por complexos imunes (199). Enquanto muitas questões 

acerca da patogênese da SAF permanecem sem respostas definidas, é possível que a 

progressão para doença resulte de uma avaria na autotolerância periférica Treg-

dependente. 

 

 Nosso estudo apresenta limitações que devem ser mencionadas. Embora 

amparada pelo cálculo amostral, uma casuística maior traria benefícios adicionais na 

análise estatística. O número amostral esteve, seguramente, restrito pelo alto custo dos 

marcadores celulares e da citometria de fluxo. Dada a população relativamente 

pequena, não foi possível subdividir os pacientes com SAF por características clínicas 

(obstétrica, tipos de trombose), o que traria dados de interesse em termos de 

subpopulações celulares. Não foi possível, também, uma estratificação absoluta em 

LES ativo e inativo em pacientes com SAF secundária. Por fim, os pacientes com SAF 

foram avaliados em fase pós-trombótica, o que restringe a interpretação de nossos 

resultados. Futuros estudos, preferencialmente longitudinais, deverão avaliar com mais 

detalhes o comportamento biológico das células Treg durante e após os eventos 

trombóticos. 

 

Em conclusão, este estudo originalmente demonstrou, de forma homogênea, 

depleção de células Treg CD4+CD25+FoxP3+ e de linfócitos B CD3-CD19+ em pacientes 

com SAF primária e secundária. Uma possível relação destes achados com os 

fenômenos autoimunes vistos nesta afeccção deve ser confirmada em estudos futuros. 
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Key messages: 

-The primary APS is a systemic thrombotic disorder of unknown etiopathogenesis; 

-Depletion of CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells in primary APS might be of pathogenic 

relevance; 

-A parallel decrease of circulating CD3–CD19+ B cells in APS demands clarification. 

 

 

  

ABSTRACT 

Introduction. CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cell dysfunction has been 

documented in various autoimmune disorders, but not in antiphospholipid syndrome 

(APS) up to date. Methods. In this cross-sectional study, we aim to investigate 
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CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells, CD3+CD19– T cells and CD3–CD19+ B cells in patients 

with primary APS and healthy controls. Cell subtypes were immunophenotyped using 

specific monoclonal antibodies (anti-CD3 CY5, anti-CD4 FITC, anti-CD25, anti-Foxp3, 

anti-CD19 PE) and flow cytometry. Results. Twenty patients with APS and 20 age- and 

sex-matched controls were studied. The percentage of total lymphocytes, activated Th 

cells (CD4+CD25+), Treg cells and CD3–CD19+ B cells were found significantly lower in 

APS patients as compared to controls (all p < 0.05). Conclusion. A dysfunction in 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells may represent one of the mechanisms leading to 

autoimmunity in APS patients. The decreased number of CD3–CD19+ B cells of APS 

patients warrants further elucidation. 

 

Key words: antiphospholipid syndrome, CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells, CD3–CD19+ B 

cells, autoimmunity. 

 



94 
 

  

1.Introduction 

The antiphospholipid syndrome (APS) is a systemic autoimmune thrombophilia of 

young adults. Antiphospholipid (aPL) antibodies may generate thrombosis by activating 

platelet and endothelial cells, inhibiting natural anticoagulants, and triggering the 

complement system (1). Also, aPL antibodies can stimulate tissue factor expression by 

monocytes and endothelial cells (2). The precise mechanisms leading to 

hyperproduction of pathogenic aPL antibodies in APS patients remain obscure, 

nevertheless.  

Natural, thymus-derived CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cells are key 

lymphocytes involved in the maintenance of immunologic self-tolerance and prevention 

of autoimmunity (3). Natural Tregs can inhibit effector T cells and antigen-presenting 

cells via cell-contact-dependent suppression, by the release of granzyme/perforin or 

immunosuppressive cytokines such as IL-10 and IL-35 (4).  

The transcription factor Foxp3 (Forkhead box P3) has been characterized as a 

master regulator of Treg development and function (5), and it has expanded the interest 

of studying Tregs in several autoimmune disorders (6). Knowingly, germ-line mutations 

of the Foxp3 gene are related to a multiorganic autoimmune disease, the IPEX 

syndrome (7). Treg cells, in fact, comprise a heterogeous population with diverse 

phenotypes, including the IL-10 producing Tr1 subset induced in the periphery (8).  

Recent research has demonstrated quantitative and/or functional defect of Treg 

cells in a variety of autoimmune rheumatic disorders (9). The potential role of Treg cells 
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in the control of aPL immune response of APS patients has not been explored so far. In 

this study, we originally quantifed CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells in patients with primary 

APS in comparison to healthy controls.  

 

2. Materials and Methods 

2.1. Subjects 

This cross-sectional study included patients with primary APS from the Outpatient 

Lupus Clinic. Clinical and laboratory diagnosis of primary APS were based on classical 

Sidney criteria of 2006 (10). The exclusion criteria were as follows: 1) age lower than 16-

year-old; 2) infective endocarditis or other current infections; 3) diabetes mellitus; 4) 

neoplasms (current or past); 5) infection by human immunodeficiency vírus or 

Treponema pallidum. The following variables were evaluated in APS patients: age, sex; 

disease duration, and main clinical manifestations. 

The control group comprised healthy individuals aged more than 16 years-old, 

matched by age and sex, and with no APS, connective tissue disorders, neoplasms and 

current infections. 

Clinical and demographic data were obtained from a chart review and interview 

with patients or family after informed consent. The study was approved by the local 

ethics committee. 
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2.2. Cell separation 

Twenty mililiters of peripheral blood were collected between 7:00 and 10:00 am, 

and stored in tubes with EDTA prior to analyses. Peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) were separated by gradient of density with Ficoll-PaqueTM PLUS (Sigma, St 

Louis, MO) after centrifugation during 35 minutes on 400 g. After centrifugation (10 

minutes at 200 g), the interface containing PBMC were collected and washed with PBS. 

Following separation, cells were re-suspended in RPMI (supplemented with gentamicin 

0.5%, hepes 1%, bovine fetal serum 10%) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO); cell counting 

in microscopy (100 x) was adjusted to obtain 1.106 cells per sample to Treg cells 

analysis and 2.105 to B cells. The viability of cells was assessed with trypan blue 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO).  

2.3. Cell immunophenotyping 

Lymphocyte subpopulations were identified by multicolor flow cytometry. PBMC 

were washed with cytometry buffer (PBS containing FCS and 0.01% sodium azide) and 

treated with Fc blocking solution during 20 minutes in the dark, in order to prevent 

binding of unspecific antibodies. Cells were thereafter marked with combination of the 

following monoclonal antibodies (2 µL): anti-CD19 PE for B cells, anti-CD3 CY5 for T 

cells; anti-CD4 FITC and anti-CD25 APC for Treg cells (Biosciences – San Jose, CA, 

EUA). To isolate Treg cells, intracellular identification of FoxP3 was obtained by using 

20 µL of an anti-FoxP3 PE antibody following instructions of the manufacturer (BD 

Biosciences). Cells were therefore washed, re-suspended and analysed by FACS 

(Fluorescence Activated Cell Sorter). A minimum of 20,000 events were identified by 
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size (FSC) and granularity (SSC) and acquired by a flow cytometer FACS Canto II (BD 

Biosciences), being values determined by the  software FACSDiva v5.0.2 and analysed 

by the software FlowJo (TreeStar US, Ashland, OR). Fluorescence was evaluated using 

as controls monoclonal antibodies with isotype and fluorochorome correspondence. In 

all experiments, control IgG antibodies were included (11). 

2.4. Statistical analysis 

Quantitative statistical analysis was performed using SPSS 17.0 software (SPSS 

Inc, Chicago, IL, USA). The significance level was set at α = 0.05 (two-tailed). The 

results were shown as means and standard deviation or by absolute and relative 

frequencies. The statistical analysis included Student’s t test and the Mann-Whitney test 

for the continuous variables, and chi-square or Fisher’s exact test for categorical 

variables. Analysis of covariance (ANCOVA) was performed to assess relationships 

between variables. 

 

3.Results 

 

Twenty patients with APS and 20 healthy controls were included in the study. The 

mean age of APS patients was 47.5 years, and 17 out of the 20 patients (85%) were 

females. Mean duration of disease was 10.1 years. Moderate or high levels of 

anticardiolipin (aCL) antibodies were detected in 19 patients (95%), whereas the lupus 

anticoagulant was present in 5 patients (25%). As to clinical features, deep vein 
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thrombosis (DVT) was seen in 15 patients (75%), while fetal losses occurred in 8 

patients (40%). Stroke was diagnosed in 6 cases (30%), and miscarriages in 3 patients 

(15%). Optic neuropathy and myocardial infarction were present in 2 cases (10%) and 1 

case (5%), respectively. Fifteen patients (75%) were anticoagulated, and the remaining 

were on low-dose aspirin. 

 

Table 1 compares demographic aspects and lymphocyte subsets of APS patients 

and controls. Both groups were homogenous regarding age and gender. The mean 

percentage of total lymphocytes, CD4+CD25+ activated T cells, CD4+CD25+Foxp3+ Treg 

cells and CD3–CD19+ B cells were significantly lower in APS patients as compared to 

controls (all p < 0.05). The mean percentage of CD3+CD19– T cells did not differ 

between groups. The APS patients had significantly lower Treg cells after controlling 

(ANCOVA) for percentage of lymphocytes (F=34.85, p < 0.0001) or activated T CD4+ 

cells (F=28.12, p < 0.0001). The FoxP3 expression in CD4+CD25+ cells, as estimated 

by mean fluorescence intensity (MFI), did not vary between APS patients and controls 

(2793.47 ± 1224.99 vs. 2417.25 ± 1915.01, p = 0.49, respectively). 

Figure 1 shows the distribution of total lymphocytes, CD4+CD25+Foxp3+ Treg 

cells and CD3–CD19+ B in APS patients as compared to controls.  

 

4.Discussion 

 

The primary APS is an important cause of thrombotic events and pregnancy 

morbidity in young adults. aPL antibodies induce a proacogulant phenotype in the 
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endothelium and cellular proliferation in placental tissue (12). Particularly in obstetric 

APS, aPL-induced complement activation and release of pro-inflammatory cytokines are 

well recognized findings (13).  

Nonetheless, the processes which trigger the synthesis of pathogenic aPL 

antibodies remain obscure. Natural CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells have a defined role in 

modulating the activity of self-reactive cells. Defects in Treg numbers and function 

probably contribute to the appearance of a number of autoimmune diseases (14). To our 

knowledge, this is the first study addressing CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells in primary 

APS. 

Our survey of APS patients included predominantly middle-age females. APS 

patients and controls did not show significant differences as to age and sex. DVT was 

the predominant feature in our casuistic, and aCL was the most frequent autoantibody. 

In a previous report on primary APS, arterial thrombosis was slightly more prevalent 

than DVT, but the demographic and laboratory aspects were concordant with our data 

(15). 

 Even though our APS patients did no present a quantitative lymphopenia in strict 

terms, the mean percentage of total lymphocytes was lower than in controls; this finding 

could have resulted from a decreased numbers of circulating B cells, a defined feature 

of our APS survey (of note, the number of CD3+CD19– T cells was similar in the two 

groups). The mechanisms leading to reduced percentages circulating B cells in our APS 

patients are speculative, but might include autoantibodies to B lymphocytes or intrinsic 

defects of B cell subsets. Competent B cells are probably important to deflagrate Treg 

activity: in patients with common variable immunodeficiency, defective B cells seem to 

contribute to reduced Treg responses and autoimmune phenomena (16). In 
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experimental autoimmune encephalomyelitis, in turn, the activation of 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells occurs even in the absence of B lymphocytes (17). In APS, 

the interplay of B and Treg cells still needs further elucidation.  

Here, we observed reduced percentages of circulating CD4+CD25+Foxp3+ Treg 

cells in APS patients as compared to healthy controls. If confirmed, reduced Treg levels 

could be assumed as one of the immune mechanisms leading to pathogenic aPL 

responses in APS. In SLE, there is congruent data demonstrating decreased numbers of 

Treg cells in patients with active disease (18). An augmented activity of IL-17 producing 

T helper cells and a decreased Treg cell function have been postulated as an important 

pathogenic mechanism in SLE patients (19). Lower levels and dysfunction of circulating 

Treg cells were also demonstrated in patients with rheumatoid arthritis, being disease 

activity related to a greater reduction of Treg cells (20).  

Our APS patients were quantified for Treg cells in a post-thrombotic phase, and 

this might be a limiting factor for conclusions. Further studies should investigate the 

biological functions of Treg cells during the thrombotic event. Also, we did not 

subgrouped APS patients by clinical features (obstetric, type of vascular event); it will be 

certainly of interest to look at circulating Treg cells in APS subsets in the future. 

Recently, it has been shown that tolerogenic dendritic cells (tDC) inhibit APS 

derived autoreactive CD4+T cell responses to beta2-glycoprotein I by promoting Treg 

activity; thus, therapy with tDC might be an alternative for autoimmune diseases as APS 

by modulating Tregs (21). So far, therapy of APS patients has been fundamented rather 

more in anticoagulation than in immunomodulatory interventions. A direct approach 

shifting the balance to favor Tregs is being tried with autologous Treg cell therapy in 

type 1 diabetes, for instance (22). Confirmed a Treg dysfunction in APS patients, the 
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utilization of autologous Treg therapy in these patients might be promising. While a lot of 

questions regarding the pathogenesis of APS remain to define, it is possible that the 

progression to disease results from a breakdown in Treg-dependent peripheral self-

tolerance.  

In summary, this study demonstrated impaired numbers of CD4+CD25+Foxp3+ 

Treg cells in patients with primary APS. Future studies shall address if reduced Treg 

levels are related to the abnormal aPL response typical of APS patients. 

 

We declare no conflict of interest. 
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Table 1. Demographic data and lymphocyte subsets in 20 patients with primary antiphospholipid 
syndrome (APS) and 20 healthy controls. 

 Primary APS Controls P 

Mean age (years ± SD) 47.5 ± 14.8 42.3 ± 8.3 0.45* 
Females 17 (85%) 17 (85%) 1.00* 
Total lymphocytes (% ± SD) 28.31 ± 2.92 32.2 ± 2.49 <0.0001** 

CD3+CD19–  T lymphocytes (% ± SD)  75.01 ± 7.83 75.97 ± 
6.64 0.68** 

CD4+CD25+ T lymphocytes 1.32 ± 0.92 1.97 ± 0.82 <0.05** 
CD4+CD25+Foxp3+ T lymphocytes (%±SD)   0.71 ± 0.35 1.93 ± 0.61 <0.0001** 
CD3–CD19+ B lymphocytes (% ± SD)   5.43 ± 2.64 9.39 ± 2.47 <0.0001** 

SD: standard deviation; *Chi-squared test; **Student t test 
 
 
 
 
 

%
 T

o
ta

l 
ly

m
p

h
o

cy
te

s

%
 C

D
3-

C
D

19
+

 c
e

ll
s

%
 C

D
4+

C
D

25
+

Fo
xp

3+
T 

ce
ll

s

P < 0.0001P < 0.0001
P < 0.0001

Controls APS Controls APSControls APS

A B C

 
 
Figure 1. Graphical distribution of total lymphocytes (A), CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells (B) and 
CD3–CD19+ B cells (C) in controls and patients with antiphospholipid syndrome (APS). 
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ABSTRACT 

Introduction. CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cell depletion has been recently 

described in patients with primary antiphospholipid syndrome (APS), but the issue has 

not been addressed in secondary APS so far. Objective. To quantify total lymphocytes, 

Treg cells, CD3+CD19– T cells and CD3–CD19+ B cells in patients with APS secondary 

to systemic lupus erythematosus (SLE) and healthy controls. Methods. Cell subtypes 

were immunophenotyped using specific monoclonal antibodies (anti-CD3 CY5, anti-CD4 

FITC, anti-CD25, anti-Foxp3, anti-CD19 PE) and flow cytometry. Results. Twenty-five 

patients with SLE-related APS (mean age 43.5 years, 96% females, mean SLEDAI 

10±5.77) and 25 age- and sex-matched controls entered the study. Numbers of Treg 

and CD3–CD19+ B cells were found significantly lower in secondary APS patients than in 

controls (all p<0.05). Decreasing levels of circulating Treg cells correlated to higher 

scores of lupus activity (r=-0.75, p<0.0001). Number of circulating Treg cells did not 

significantly vary among users or nonusers of chloroquine, azathioprine and 

corticosteroids (p=0.90, p=0.76 and p=0.29, respectively). Conclusion. In this 

preliminary study, patients with active SLE and secondary APS showed depletion of 

Treg cells, and this might relate to autoimmunity. The decreased number of CD3–CD19+ 

B cells warrants further elucidation. 

 

Key words: secondary antiphospholipid syndrome, systemic lupus erythematosus, Treg 

cells, CD3–CD19+ B cells 
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1.Introduction 

 

Individuals with systemic lupus erythematosus (SLE) are more susceptible to 

thrombosis than the general population, and the antiphospholipid syndrome (APS) is a 

well-known risk factor for vascular obstruction in such patients. (1). Why patients with 

APS produce pathogenic aPL antibodies, it has been a matter of intense debate.  

CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cells are a distinct thymically derived or 

inducible subset of T cells with unique abilities to suppress immune responses and to 

maintain immunological tolerance (2). The absence of Treg lymphocytes in knock-out or 

antibody depletion mouse models leads to systemic autoimmunity (3).  

 CD4+CD25+Foxp3+ Treg cell dysfunction has been documented in a number of 

autoimmune disorders (4), but not in secondary (SLE-related) APS so far. We herein 

quantified total lymphocytes, Treg cells, CD3+CD19– T cells and CD3–CD19+ B cells in 

patients with APS secondary to SLE and healthy controls. 

 

2.Material and methods 

 

This cross-sectional study included patients with SLE and history of secondary 

APS from our Outpatient Lupus Clinic. Clinical and laboratory diagnosis of SLE was 

based on the American College of Rheumatology 1997 criteria (5), while the Sidney 

2006 criteria was utilized to diagnose APS (6). Lupus activity was assessed by the 

systemic lupus erythematosus disease activity index, SLEDAI (7).  

The exclusion criteria were as follows: 1) age lower than 16-year-old; 2) infective 

endocarditis or other current infections; 3) diabetes mellitus; 4) neoplasms (current or 

past); 5) infection by human immunodeficiency vírus or Treponema pallidum. The control 



108 
 

  

group comprised healthy individuals aged more than 16 years-old, matched by age and 

sex, and with no APS, connective tissue disorders, neoplasms and current infections. 

Clinical and demographic data were obtained from a chart review and interview with 

patients or family after informed consent. The study was approved by the local ethics 

committee. 

Cell subtypes were immunophenotyped using the specific monoclonal antibodies 

anti-CD3 CY5, anti-CD4 FITC, anti-CD25, anti-Foxp3 and anti-CD19 PE ((Biosciences – 

San Jose, CA, USA) and identified by multicolor flow cytometry (8).  

Quantitative statistical analysis was performed using SPSS 17.0 software (SPSS 

Inc, Chicago, IL, USA). The significance level was set at α = 0.05 (two-tailed). The 

results were shown as means and standard deviation or by absolute and relative 

frequencies. The statistical analysis included Student’s t test and the Mann-Whitney test 

for the continuous variables, and chi-square or Fisher’s exact test for categorical 

variables. The Pearson test was utilized to correlate circulating Treg cells with the 

SLEDAI. Analysis of covariance (ANCOVA) was performed to evaluate relationships 

between variables. 

 

3.Results 

 

Twenty-five patients with secondary APS and 25 healthy controls entered the 

study. Middle-aged (mean age 43.5 years) females (96%) highly predominated. Mean 

duration of disease was 9.87 years. The average SLEDAI score was 10±5.77. Moderate 

or high levels of anticardiolipin (aCL) antibodies were detected in 21 patients (84%), 

whereas the lupus anticoagulant was present in 9 patients (36%). As to clinical features, 

deep vein thrombosis (DVT) was seen in 15 patients (60%), while fetal losses occurred 

in 6 patients (24%). Optic neuritis was seen in 4 cases (16%). Stroke and miscarriages 

were each diagnosed in 3 cases (12%). Fourteen patients (56%) were on oral 

anticoagulation with warfarin, and the remaining were on low-dose aspirin. Chloroquine, 
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azathioprine and corticosteroids were being utilized by 9 patients (36%), 5 patients (20%) 

and 16 patients (64%), respectively. 

Table 1 compares demographic aspects and lymphocyte subsets of secondary 

APS patients and controls. Both groups were homogenous regarding age and gender. 

The mean number of CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells and CD3–CD19+ B cells were 

significantly lower in secondary APS patients as compared to controls (p<0.05). The 

mean number of total lymphocytes, CD3+CD19– T cells and CD4+CD25+ lymphocytes did 

not differ between groups. The secondary APS patients had significantly lower Treg cells 

after controlling (ANCOVA) for percentage of lymphocytes (F=28.50, p<0.0001) . The 

FoxP3 expression in CD4+CD25+ cells, as estimated by mean fluorescence intensity 

(MFI), did not vary between APS patients and controls (2660.55 ± 1044.06 vs 2470,65 

±1732.87, p=0.67, respectively).  

Figure 1 shows the distribution of total lymphocytes, CD4+CD25+Foxp3+ Treg 

cells and CD3–CD19+ B in secondary APS patients as compared to controls. The 

Pearson test for correlation of circulating Treg cells with the SLEDAI is shown in figure 2. 

A significant negative correlation (r=-0.75, p<0.0001) was noted, indicating that 

decreasing numbers of Treg lymphocytes were linked to increasing scores of lupus 

activity. Levels of circulating Treg cells did not significantly vary among users or 

nonusers of chloroquine, azathioprine and corticosteroids (p=0.90, p=0.76 and p=0.29 in 

the Chi-squared test, respectively) 

 
 
Discussion 

      A number of reports have accounted for depletion of Treg cells in patients with SLE 

(9-11). As far as we are aware, this study is the first addressing circulating Treg and B 

cells in patients with APS secondary to SLE. Our survey included predominantly middle-

aged females. DVT was the predominant clinical feature, and aCL the most frequent 

autoantibody.  

We have found a decreased number of circulating CD3–CD19+ B cells in our 

patients as compared to controls. The reasons for this B cell depletion are nebulous, but 

might include autoantibodies to B lymphocytes or intrinsic defects of B cell subsets. Of 
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note, competent B cells seem important to trigger Treg activity, as shown in patients with 

common variable immunodeficiency (12). 

Reduced numbers of circulating CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells were seen in our 

APS patients as compared to controls. Of interest, decreasing levels of circulating Treg 

cells correlated with higher scores of disease activity. Reduced levels of Treg cells have 

been associated with active SLE (13,14), but other reports (15,16) questioned this 

finding. In our study, Treg depletion could be connected either to current SLE activity or 

previous APS, and this is hardly distinguishable. Worthy of note, Treg decrease did not 

appear to relate to chloroquine, azathioprine or steroid intake. 

Our group recently reported low levels of circulating Treg and also of CD3–CD19+ 

B cells in patients with primary APS (17). These data may imply that depletion of both 

cell subsets is uniform in APS populations, but this is only hypothetical. If confirmed, 

Treg depletion may comprise one of the immune mechanism leading to pathogenic aPL 

responses in primary or secondary APS. 

Our APS patients were quantified for Treg cells in a post-thrombotic phase, and 

this is a limitation of our study. Newer studies should investigate the biological function 

of Treg cells during the thrombotic event and longitudinally. Given the small sample, we 

could not subgroup APS patients by clinical features (obstetric, type of vascular event).   

Recently, it has been reported that peripheral blood mononuclear cells from 

healthy donors when incubated with aPL antibodies show a significant decrease in Treg 

frequencies and a Th17 upregulation (18). Also of interest, tolerogenic dendritic cells 

(tDC) inhibited APS derived autoreactive CD4+T cell responses to β2-glycoprotein I by 

promoting Treg activity (19).  

To date, APS therapy has been based rather more on anticoagulation than in 

immunomodulatory interventions. A direct approach shifting the balance to favor Tregs is 

being tried with autologous Treg cell therapy in type 1 diabetes (20), and such 

intervention might be also promising in APS. While many questions concerning the 

pathogenesis of APS remain undefined, it is possible that the progression to disease 

results from a breakdown in Treg-dependent peripheral self-tolerance.  

In summary, this preliminary study demonstrated impaired numbers of 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells in patients with APS secondary to SLE. Future studies 
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shall address if reduced Treg levels are related to the abnormal aPL response of APS 

patients. The reduction of CD3–CD19+ B cells seen in these patients, potentially linked to 

Treg dysfunction, also warrants clarification. 

 

We declare no conflict of interest. 
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Table 1. Demographic data and lymphocyte subsets in 25 patients with secondary 
antiphospholipid syndrome (APS) and 25 healthy controls. 
 

Secondary APS Controls 
  (n=25) (n=25) 

P 

Mean Age ( years±SD)  43.5 ± 12.84  43.80 ± 8,45  0.93* 

Females  24 (96%) 24 (96%) 1.00* 

Total Lymphocytes 29.42 ± 4.57%   2227.86±528.83 cells/µL 32.2 ± 2.49%   2523.60±528.83 cells/µL 0.131** 

CD3+CD19–  T lymphocytes  73.72 ± 8.34%   1522.52±527.20 cells/µL 73.64 ± 7.70%   858.38±194.32 cells/µL 0,100** 

CD4+CD25+ T lymphocytes 1.28 ± 0.89%     20.50±9.35 cells/µL 1.81 ± 0.80%    45.68±20.19 cells/µL 0,81** 

CD4+CD25+Foxp3+ 
T lymphocytes

  0.74 ± 0.34%     21.61±12.70 cells/µL 1.83 ± 0.77%    46.18±19.43 cells/µL <0.0001** 

CD3–CD19+ B lymphocytes    5.71 ± 2.66 % 136.34±92.68 cells/µL 9.25 ± 3.00% 233.43±75.71 cells/µL 0.006** 

SD: standard deviation; *Chi-squared test; **Student t test 
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Figure 1. Graphical distribution of total lymphocytes (A), CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells (B) and 
CD3–CD19+ B cells (C) in controls and patients with secondary antiphospholipid syndrome 
(APS).  
*Student t test 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Pearson correlation of circulating Treg cells with lupus activity assessed by the 
systemic lupus erythematosus disease activity index (SLEDAI).  

 

 

 

 

 



115 
 

  

15 APÊNDICE 

15.1 Termo de Aprovação do Comitê Científico  
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15.2 Termo de Aprovação do Comitê de Ética 
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15.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

   TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

 

PROJETO 
 

Perfil de células CD4 CD25 Foxp3 e células B CD19 em pacientes com síndrome 
antifoslipídica primária e secundária (SAF) 

 

Por que este estudo está sendo realizado? 

   O ambulatório de Reumatologia do Hospital São Lucas da PUCRS atende centenas de 
pacientes portadores de diversas doenças reumáticas, entre elas, a Síndrome antifosfolipídica 
(SAF). 

   Este estudo está sendo realizado com o objetivo de estabelecer uma relação entre a 
quantidade de um tipo de células, as células T reguladoras e as células B, envolvidas na defesa 
do nosso organismo. Esses dados servirão como dados adicionais para a compreensão da 
doença. 

De que consta o estudo? 

  O estudo será feito pela análise do prontuário do paciente para verificar o estágio (nível da 
doença) e de exames de sangue em pacientes com Síndrome antifosfolipídica e pacientes 
saudáveis .  

 

Quais as vantagens em participar deste estudo? 

1. Contribuir para o avanço e progresso do conhecimento sobre a Síndrome 
antifosfolipídica; 

2. A coleta dos dados será realizada durante consulta de rotina no ambulatório de 
Reumatologia, o que não implica em comparecimento adicional para participar da 
pesquisa. 

 

Quais as desvantagens em participar deste estudo? 

1. Tempo maior de permanência no ambulatório para coleta de dados. 
2.  Realizar punção venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporária e 

coleção de sangue na pele (equimose ou hematoma). 
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Dados relativos à proteção do paciente? 

A. Os dados coletados neste estudo são confidenciais, e não serão revelados os 
dados que permitam identificar os pacientes em hipótese alguma; 

B. A adesão ao estudo é voluntária, ou seja, cada pacientes é livre para decidir não 
participar; 

C. A decisão de não participar não irá interferir no acompanhamento e tratamento 
normal dos pacientes no Ambulatório, na Emergência e nem na internação do 
Hospital São Lucas da PUCRS; 

D. O paciente é livre para desistir do estudo em qualquer momento, sem 
necessidade de fornecer justificativa. 

Compreensão e Autorização. 

   Tendo compreendido as informações do presente termo de consentimento e concordado com 
elas, autorizo a revisão do prontuário e coleta de sangue para doação à pesquisa e 
armazenamento pelo Serviço de Reumatologia do Hospital São Lucas da PUCRS. 

   Caso tiver dúvidas sobre este estudo, posso chamar Dr. Henrique Staub ou Ester Rosári R. 
Dal Ben nos telefones abaixo citados para qualquer pergunta sobre meus direitos como 
participante deste estudo. Declaro que recebi cópia do presente Termo de Consentimento. 

Paciente:___________________________________________ Registro:_________ 
Assinatura:___________________________________________________________ 

Pesquisador:  Ester Rosári Raphaelli Dal Ben 

Assinatura do pesquisador:____________________________________________  

Porto Alegre, ______ de____________________ de 2012. 

 

Pesquisadores responsáveis:  

Dr Henrique Luiz Staub – Tel( 51) 3339-1622 ou (51) 3320-3000 – Ramal: 2368 

Farm. Bioq. Ester Rosári Raphaelli Dal Ben – Tel : (51) 3656-1260 

Comitê de Ética e Pesquisa – Tel (51) 3320-3345 
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15.4 Questionário aplicado aos controles 

               FICHA DE PACIENTES CONTROLES  

 

Nome: ................................................................................................................... 

Sexo :  M □      F □ 

Idade: ............  anos 

Peso: ......................... Altura:..........................     I.M.C.:.............................. 

Doenças reumáticas :   S □            N □  

Doenças autoimunes (outras): S □        N □  

Diabetes :             S □            N □  

Hipertensão :           S □            N □  

Aterosclerose:          S □            N □  

Neoplasia :             S □            N □  

Infecções recentes:       S □            N □    Quando?.................. 

Medicação de uso crônico : S □            N □    Qual (ais)?................ 

Fator antinuclear :        P □            N □    Título:.................... 

                        

 

F = feminino  

M = masculino 

S = sim 

P = positivo 

N = não, negativo 

 

            

 
 

 

 



120 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


