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RESUMO

Introducao: A sindrome antifosfolipidica (SAF) é uma trombofilia autoimune
caracterizada por trombose arterial e/ou venosa, morbidade gestacional e presenca de
anticorpos antifosfolipides. As células T reguladoras (Treg) CD4*CD25"FoxP3*
desempenham importante papel no controle supressivo da resposta imune, sendo sua
hipofungdo associada a autoimunidade. Por sua vez, os linfécitos B, além de se
comportarem como células autorreativas, podem deflagrar a producéo de células Treg.
Objetivo: Quantificar, originalmente, células Treg CD4"CD25'FoxP3* e linfocitos B
CD3CD19" em pacientes com SAF primaria e secundaria comparativamente a
controles sadios. Materiais e métodos: O estudo, transversal controlado, incluiu a
analise fenotipica de células mononucleares de sangue periférico nos trés grupos de
individuos 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
primaria, 25 com SAF secundaria a lUpus 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
primaria foi significativamente menor quando comparados a controles sadios (P<0,05).
No grupo com SAF secundaria, as células CD4"CD25"FoxP3* e CD3'CD19" também
estiveram significativamente diminuidas em relacdo aos controles (P<0,05). O teste de
Pearson revelou correlagdo negativa entre nimero de células CD4"CD25'FoxP3* e
SLEDAI em pacientes com SAF secundaria (rs=-0,75, P<0,05); ndo houve associacao
entre numero de células Treg e uso de azatioprina (P=0,23), glicocorticéides (P= 0,29)
e cloroquina (P=0,12). Conclusao: Pacientes com SAF primaria ou secundaria tiveram
definida deplegao de células Treg CD4"CD25*FoxP3*, o que pode ter contribuido para
os fenbmenos autoimunes vistos na doenga. A diminuicdo do numero 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 INTRODUCAO

1.1 Sindrome antifosfolipidica

A sindrome antifosfolipidica (SAF) é uma trombofilia sistémica autoimune
caracterizada por trombose arterial e/ou venosa, morbidade gestacional e titulos
elevados de anticorpos antifosfolipidicos (AAF); os ultimos incluem o anticoagulante
lupico (AL), anticorpos anticardiolipina (aCL) e anticorpos dirigidos contra cofatores

fosfolipidicos, principalmente beta-2-glicoproteina | (B2GPI) (1-2).

A SAF foi descrita originariamente em pacientes com IUpus eritematoso sistémico

(LES) e, nos ultimos 20 anos, o envolvimento multiorganico tem sido reconhecido (3).

Os anticorpos antifosfolipidicos, e raramente a SAF, podem ser induzidos por
drogas e por infeccoes (4). A SAF ocorre em pacientes sem outros diagnésticos (SAF
primaria) e em pacientes que também apresentam LES ou outras doencas reuméaticas
(SAF secundéria). Resultados anormais (positivos) para AAF podem preceder os

sintomas por muitos anos.

Tem sido relatada a associacao de AAF com doencgas autoimunes ou reumaticas,
malignidades, doencas hematoldgicas, infec¢des, doencas neuroldégicas e drogas (5). A

tabela 1 lista varias manifestagdes clinicas associadas a esses anticorpos.
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Tabela 1: Manifestacdes clinicas associadas aos anticorpos antifosfolipidicos

Doencas imunologicas Lupus eritematoso sistémico (25-50%), purpura

trombocitopénica idiopatica (30%), artrite
reumatoide (33%), artrite psoriatica (28%),
sindrome de Sjogren (42%), arterite de células
gigantes/polimialgia reumatica (20%), doenca
mista do tecido conjuntivo (22%), esclerose
sistémica (25%), doenca de Behcget (20%),
poliartritenodosa, dermatomiosite/polimiosite,
anemia hemolitica autoimune, hepatite cronica
ativa.
* As porcentagens entre parénteses
representam pacientes com AAFs, e nao
necessariamente a presenca de manifestacoes
clinicas da SAF.

Malignidade Tumores  sdélidos, leucemia, desordens
linfoproliferativas/ doenca de Hodgkin, mieloma
multiplo, micose fungoide.

Doencas hematoldgicas Mielofibrose, doenca de von Willebrand,
paraproteinemias.

Doencas infecciosas Sifilis, hanseniase, tuberculose, micoplasma,
doenca de Lyme, malaria, infecgdo pelo HIV,
hepatite A, hepatite C, HTLV-1, mononucleose,
adenovirose, parvovirose, sarampo, varicela,
caxumba, infeccdes bacterianas (endocardite e
sepse).

Doengas neuroldgicas Sindrome de Sneddon, miastenia gravis,
esclerose multipla, enxaqueca (hemicraniana)

Medicacoes Clorpromazina, fenitoina, hidralazina,
procainamida, quinidina, clozapina,
estreptomicina, fenotiazidas

Nahass GT (5)

1.2 Epidemiologia e Etiologia

Baixas concentracdes de aCL sdo mensuraveis em individuos normais. Baixos

titulos de aCL ocorrem entre 2 a 6,5% de doadores de sangue saudaveis e titulos
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moderados a altos de aCL ou AL sdo encontrados em 0,2 % da populagcdo. A
prevaléncia de testes positivos aumenta com a idade. De 60 a 80% dos pacientes com
SAF primaria sdo mulheres. A doenca familiar é frequente. A presenca do anticorpo
isotipo IgA em pacientes com antepassados africanos é mais provavel do que em

pacientes com antepassados europeus (6-7).

A frequéncia da SAF na populacdo em geral é desconhecida. H& uma
predominancia da doenga no sexo feminino principalmente na SAF secundaria.
Permanece a associacao de SAF com LES e outras doencas do tecido conjuntivo, onde
existe a predominancia do sexo feminino (8). Nao ha predominancia de raca na SAF (9).
Esta doenca ocorre comumente em jovens e adultos de meia-idade, mas pode se
manifestar em criancas e idosos. Existe relato de SAF em criangas com menos de oito

meses de idade (9).

Em estudo envolvendo médicos sadios acompanhados prospectivamente por
trés anos, aqueles com titulos moderados ou altos de anticorpos IgG aCL tém um risco
oito vezes maior para tromboflebites ou embolia pulmonar que os individuos com testes
negativos (10). Aproximadamente 10% das vitimas de um primeiro acidente vascular
cerebral (AVC) tém AAF, especialmente se s&o jovens, assim como 14% das mulheres
que tenham sofrido trés ou mais perdas fetais consecutivas (11). Polimorfismos da [3.-
GPI influenciam na geracao de AAF, mas pessoas com auséncia congénita da B»-GPI

parecem normais (12).
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Os mecanismos deflagradores de sintese de AAF e, como consequéncia, SAF,
ainda nado sao definidamente conhecidos. Em modelos animais, imunizagdo passiva ou
ativa com peptideos virais (13), heterélogos da B.-GPI (14), autoanticorpos anti-idiotipo
(15), induziram AAF, trombocitopenia e reabsorcdo fetal. A tabela 2 decreve a

especificidade de antigenos detectados no soro de pacientes com SAF.

Tabela 2: Especificidades dos antigenos detectados no soro de pacientes com

sindrome antifosfoliel'dica gSAFZ

Antigenos/ Complexos de antigenos

Fosfolipidios
Fosfolipidios aniénicos (cardiolipina, fosfaditilserina)
Fosfolipidios zwiteriénicos (fosfatidil etanolamina)

Componentes e reguladores da coagulacgao e fibrindlise
Boglicoproteina |
Protrombina
Trombina
Antitrombina Il / complexo antitrombina
Fator tecidual / complexo do fator Vlla
Cininogénicos de alto e baixo peso molecular
Pré-calicreina
Proteina Z / sistema de inibicao de protease da proteina Z
Proteina C
Proteina S
Trombomodulina
Tecido ativador de plasminogénio
Anexina V

Liproteinas
Lipoproteinas oxidadas de baixa densidade
Lipoproteinas de alta densidade
Apolipoproteina A-I

Mackworth-Young CG (16)

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

individuos jovens, bem como a ocorréncia de infarto do miocardio (17). Doenca
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cardiaca valvular pode ser mais agressiva, requerendo troca de valvula (18). Embolia

ou trombose pulmonar recorrente pode levar a hipertensédo pulmonar (18).

A SAF catastrofica € uma manifestacdo séria e comumente fatal, com indice de
mortalidade de aproximadamente 50%, caracterizada por infartos em varios érgaos em

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

Em relacdo a SAF obstétrica, abortamentos e perdas fetais sdo eventos bem
documentados (20). Uma associacdo entre presenca de anticorpos aCL em niveis
moderados a altos e ocorréncia de pré-eclampsia foi recentemente documentada em

estudo de revisao sistematica com metanalise (21).

1.3 Patogénese e Fisiopatologia

Considerando-se a ocorréncia persistente de altos titulos de AAF durante anos
em pessoas assintomaticas, € provavel que o dano vascular ou ativagdo celular
preceda imediatamente a trombose clinica. Este fato relaciona-se com a migracédo de
fosfatidilserina para o exterior da membrana celular durante a ativacéo ou apoptose de
plaquetas, células endoteliais e trofoblastos. A B.-GPI circulante liga-se a fosfatidilserina
e os AAF ligam-se a B»-GPI, induzindo a adesdo molecular e tromboses (22). AAF
“normais” podem induzir apoptoses e, a B>-GPI parece funcionar como parte de um
mecanismo normal para eliminacao de células apoptdticas (23). In vitro, AAF aumentam

a aderéncia de leucécitos em movimento ao endotélio (24); in vivo, causam tanto a
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reabsorcado fetal, como aumentam o tamanho e a duragdo do trauma induzido pelo
trombo arterial (25-26). Na placenta, AAF competem com um anticoagulante natural,
anexina V (anticoagulante placentario), em lugar dos fosfolipidios, permitindo, desse

modo, que ocorra a trombose intraplacentaria (27).

Deficiéncias hereditarias de proteina C, proteina S e antitrombina Ill ou, ainda,
presenga de mutacdo do fator V de Leiden podem aumentar o risco de trombose em
pacientes com AAF. AAF se ligam a lipoproteinas de baixa densidade oxidadas,
possivelmente contribuindo para o desenvolvimento de aterosclerose (28). Uma funcgao

de AAF “normal” parece envolver a remocao fisiologica de lipidios oxidados.

Entre os varios mecanismos propostos, dos quais os AAF podem ser produzidos
(24, 29-30), podemos citar:
1. Autoimunidade;
2. AAF representando resposta imune contra antigenos da membrana interna
(como a fosfatidilserina) expostos por células em apoptose;
3. AAF funcionando como anticorpos de reacao cruzada contra antigenos virais ou

microbianos.

A figura 1 ilustra os provaveis mecanismos patogénicos da sindrome

antifosfolipidica.
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Figura 1: Mecanismos patogénicos da sindrome antifosfolipidica
Adaptado de Hanly,2003 (30)

1.4 Critérios diagnésticos

O diagnéstico da SAF é dependente de alta suspeicao clinica e confirmacao por
meio de parametros laboratoriais. Quando tromboses arteriais ou venosas ocorrem em
pacientes que nao possuem fatores de risco dbvios para trombose ou quando eventos
trombéticos sédo recorrentes, deve-se considerar SAF (31). Entretanto, o diagnéstico
pode ser dificil devido a grande variedade de manifestacées clinicas e dificuldades
laboratoriais referentes a técnicas de deteccdo e padronizacado de resultados. Além
disso, os niveis de AAF podem aumentar, diminuir ou eventualmente desaparecer no

decurso da doenca (32).

O diagndstico desta doenca esta baseado em critérios clinicos (eventos

trombéticos e morbidade gestacional) e laboratoriais. Este ultimo critério inclui titulos
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moderados ou altos de aCL ou anti- Bo-GPl ou presenca de AL, em duas ou mais

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

2006 para a classificacao da SAF.

Tabela 3: Critérios de classificagédo revisados para sindrome antifosfolipidica (SAF)

Critérios clinicos (um ou mais)

1. Trombose vascular: um ou mais episddios clinicos de trombose arterial, venosa ou de
pequenos vasos, ocorrendo em qualquer tecido ou 6rgado confirmado por Doppler ou exame
histopatolégico. 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-eclampsia, eclampsia ou retardo no crescimento uterino.

C) Trés ou mais abortamentos espontaneos antes de 10 semanas de idade gestacional,

excluidas causas cromossomiais ou maternas.

Critérios laboratorias (um ou mais)

1. Anticorpo anticardiolipina: anticorpo anticardiolipina IgG e/ou IgM em titulos moderados a
altos ( > 20 unidades), em duas ou mais ocasiées, com intervalo de no minimo seis semanas. O
teste deve ser ELISA padronizado.

2. Anticorpo anticoagulante lUpico: anticoagulante lUpico presente no plasma, detectado de
acordo com as recomendacdes da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia.

3. Anticorpo anti-B2 glicoproteina: anticorpo anti-B2 glicoproteina IgG e/ou IgM no soro ou
plasma em titulos superiores ao 999 percentil, presentes em duas ou mais ocasiées, com intervalo de

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

Miyakis S et at (2)

O diagnéstico definitivo da SAF requer pelo menos um critério clinico e um

laboratorial, ndo havendo limites de intervalo entre o evento clinico e o achado

laboratorial.
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1.5 Manifestacdes Clinicas

As principais manifestacdes clinicas da SAF sdo 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 hepéticas (33). A trombose arterial envolve o cérebro em mais
de 50% dos casos, causando acidentes isquémicos transitorios (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
coracéo, olhos, rins e artérias periféricas (34-35). Na SAF, os episddios de trombose
podem ocorrer em leitos vasculares infrequentemente afetados por outros estados pro-

tromboticos (34).

Complicacbes obstétricas podem estar associadas a SAF, incluindo
abortamentos (principalmente no final do primeiro trimestre), morte fetal (no segundo e
no terceiro trimestres de gestacao), pré-eclampsia, retardo do crescimento intrauterino e
sindrome de HELLP. A perda fetal ap6s 10 semanas de gestacdo é caracteristica de
portadores de SAF, contrastando com a que se verifica na populacdo em geral, em que
os abortos sdo mais frequentes durantes as nove primeiras semanas de gestacao (35)

e associados a diferentes causas (36).

O espectro de manifestagdes clinicas da SAF € bastante amplo; ha predominio

de microangiopatia tromboética ou isquemia secundaria a eventos tromboembdlicos (37).



A tabela 4 descreve as manifestacdes clinicas da SAF.

Tabela 4:

Sistema organico

Arterial

Cardiaco

Cutaneo

Enddcrino ou reprodutivo

Gastrointestinal

Hematoldgico

Neurolégico

Obstétrico

Processo patogénico primario*

Tromboembolismo de grandes+¢
vasos
Trombose de aorta ou artérias:
carétida, axilar, hepatica, ileofemoral,
mesentérica, pancredtica, poplitea,
esplénica ou subclavia

Angina, infarto agudo do miocardio
vegetagbes de valvulas cardiacas,
anormalidades valvulares, trombo
intracardiaco, endocardite trombotica
nao bacteriana (Libman-Sacks),
embolizagéo periférica ou
aterosclerose

Tromboflebite superficial, hemorragias
em estilhaco (splinter), Ulceras de
perna, isquemia cutanea distal,
infartos da pele, sindrome do dedo
azul ou acrocianose

Infarto ou faléncia adrenal, infarto
testicular, infarto da préstata, necrose
ou faléncia da glandula pituitaria

Sindrome de Budd-Chiari, infarto
hepético, intestinal ou esplénico,
perfuragdo esofégica, colite isquémica,
infarto da vesicula biliar ndo atribuido
a calculos, pancreatite ou ascite

Trombocitopenia, anemia hemolitica,
sindrome  hemolitico-urémica  ou
purpura trombocitopénica trombdtica

Ataque isquémico transitério, acidente
vascular cerebral (trombético ou
embdlico), coreia,

convulsées, deméncia por multiplos

infartos, mielite transversa,
encefalopatias, enxaqueca,
pseudotumor  cerebral, trombose

venosa cerebral, amaurose fugaz ou
mononeurite multipla

Aborto ou morte fetal, crescimento
intrauterino retardado, sindrome de
HELLP, oligodramnio, pré-eclampsia

Manifestagdes clinicas da sindrome antifosfolipidica

Microangiopatia
trombética

Infarto do miocéardio,

miocardite ou
anormalidades
valvulares

Livedo reticular,
gangrena superficial,

plrpura, equimoses ou
nédulos subcutaneos

Infarto ou gangrena do

intestino, figado,
pancreas ou baco
Coagulacao vascular
disseminada
Microtrombos ou

microinfartos
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Oftalmolégico

Pulmonar

Renal

Venoso

Miscelanea

ou insuficiéncia uteroplacentaria

Trombose da artéria ou veia retiniana,
ou amaurose fugaz

Embolia pulmonar, hipertenséao
pulmonar, hemorragia alveolar ou
trombose arterial pulmonar

Trombose da artéria ou veia renal,
infarto renal, hipertenséao, insuficiéncia
renal aguda ou crdnica, proteinuria,
hematuria ou sindrome nefrética

Trombose venosa profunda, trombose
de veias adrenal, hepatica,
mesentérica, porta, esplénica ou cava
inferior

Perfuragdo do septo nasal ou necrose
avascular de 0ssos

Levine et al (37)

Retinite

Hemorragia alveolar ou
sindrome da angustia
respiratéria

Insuficiéncia renal
aguda, microangiopatia
trombética ou

hipertenséao
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* Muitas manisfestacdes clinicas da sindrome antifosfolipidica podem resultar de tromboembolismo de grandes vasos,
microangiopatia trombética ou de ambos. Por conveniéncia, apenas aquelas resultantes exclusivamente de microangiopatia
trombética ou que constitua a caracteristica principal sdo listadas na coluna microangiopatia trombética.
+ Manifestagdes da sindrome antifosfolipidica cuja patogenia é incerta (por exemplo, trombocitopenia) sédo listadas na coluna de

tromboembolismo de grandes vasos.

1.6 Sindrome antifosfolipidica catastréfica

A SAF catastrofica € uma manifestacao rara da SAF ocorrendo em menos de

1% dos casos (38); caracteriza-se pela trombose de trés sitios distintos num periodo de

até uma semana, na presenca de anticorpos antifosfolipides. Caso seja possivel obter

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

diagnéstico de SAF catastréfica, pois tende a acometer a microcirculacdo de 6rgaos

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

casos.
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A principal manifestacdo clinica é a insuficiéncia renal, que em 78% dos casos,
pode-se apresentar com quadro de hipertensdo arterial maligna, onde os pacientes
necessitam de dialise em 25% dos casos. Em seguida, a sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA) € a manifestacdo mais prevalente, ocorrendo em 66% dos
casos, bem como o AVC (56%) e a necrose cutanea (50%); disfungdo miocardica
ocorre também em 50% dos casos (19). A mortalidade na SAF catastréfica chega a
50%, mas gracas a terapéutica combinada com anticoagulacao, corticosteréides em
forma de pulsoterapia e plasmaférese ou imunoglobulina intravenosa, a taxa de

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

Entre os fatores precipitantes da SAF catastréfica, destacam-se infecgdes,
retirada da anticoagulacdo, procedimentos endovasculares e cirurgias, sendo aqueles

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

1.7 Lupus eritematoso sistémico

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune do tecido
conjuntivo, crénica, que pode afetar virtualmente qualquer 6rgdo. Como ocorre em
outras doencgas autoimunes, a resposta imune se volta contra células e tecidos préprios,

resultando em inflamacéo e dano tecidual (42-43)

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

as idades de 16 e 55 anos. Ocorre com maior frequéncia entre mulheres, numa
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proporcao, nesta faixa etaria, de nove a dez mulheres para cada homem, com uma
prevaléncia variando 14 a 50/100.000 habitantes em estudos norte-americanos. Com
relacdo a etnias, entre os grupos estudados, verificou-se uma maior prevaléncia entre
afroamericanos. As mulheres afro-americanas e hispanicas sao afetadas com maior
frequéncia do que as brancas e geralmente apresentam a doencga na forma mais grave
(44-45). Estudos apontam uma incidéncia entre 0,36 e 0,53 por 100.000 casos/ano
variavel de acordo com as regides e grupos étnicos. Alguns estudos demonstram que o
LES corresponde a 1% das doencas reumatoldgicas em pediatria no Reino Unido, 1,5%

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

No Brasil, um estudo realizado por Vilar, Rodrigues e Sato estimou a incidéncia
de 8,7/100.000 habitantes na cidade de Natal (RN) no ano 2000. A doencga parece ser

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

O LES é uma doenca 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 infancia (47). Em 65 % dos pacientes com LES, a
doenca teve inicio antes dos 16 anos, 55,2% apds os 16 anos e 15 % antes dos 55

anos (49).

Devido a sua natureza sistémica, as manifestacoes clinicas do LES sao diversas,
sendo principalmente envolvidos pele, articulagdes, rins, serosas, sistema nervoso e

sangue. Estas manifestagcbes ocorrem em variada extensdo nos pacientes e, podem
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mudar no decorrer do tempo. Os sintomas da doenca geralmente séo inespecificos e
incluem artralgias, mialgias, nauseas, vémitos, cefaleia, depressdo, emagrecimento e
febre, variavelmente combinados. Podem se apresentar de forma leve ou grave,

intermitente ou persistente (43, 50).

A morbidade da doenca é potencialmente alta e pode ser representada,
sobretudo, pelo comprometimento renal, que ocorre em um percentual consideravel de
pacientes durante o curso da doenca. A nefrite lUpica e o envolvimento neuroldgico

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

A sobrevida tem aumentado significativamente e a principal causa de morte é
aterosclerose prematura, com risco 50 vezes maior de infarto do miocardio do que a
populacdo sadia. Os pacientes com LES apresentam acelerada aterosclerose com
sequelas clinicas (52-55). A dislipidemia é comumente associada com o LES e pode se
situar como um importante fator na progressao da aterosclerose. Da mesma maneira, o
uso de esteroides pode afetar o perfil lipidico e ter um efeito similar na aterosclerose

(56-57).

O curso clinico € caracterizado por periodos de remissdes e de recaidas agudas
ou cronicas. Anormalidades imunes caracteristicas, especialmente anticorpos dirigidos
a varios antigenos nucleares e a outros antigenos celulares, se desenvolvem em

pacientes com LES. O diagnéstico é efetuado pela presenca de quatro dos onze
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critérios clinicos 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 observacao.

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

Lesao discéide

Fotossensibilidade

Ulceras Orais

Artrite ndo erosiva, de duas ou mais articulacoes

Serosite: pleurite, pericardite

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

Neurol6dgico: convulsdo, psicose

Hematoldgico: anemia hemolitica, leucopenia < 4.000/mm3, linfopenia <1.500/mm3,
plaguetopenia < 100.000/mm3

Alteracoes imunoldgicas: anticorpos antifosfolipides, anticorpos AntiSm, falso VDRL
positivo

Anticorpos antinucleares

Hahn BH, 2008(44)

1.8 indices de atividade da doenca

Tao importante quanto o diagndstico é a definicao da atividade da doenca. Para
a quantificacéo da atividade da doenca, deve ser utilizado um instrumento padronizado,
validado, fiavel e sensivel as mudangas. Para mensurar a atividade da doenga e medir
a efetividade das diversas modalidades terapéuticas, varios indices foram elaborados.

Sao 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 indices, o mais utilizado € o SLEDAI, um indice quantitativo de
pratica aplicacdo, baseado na presenca ou auséncia de 24 itens de anormalidades em
9 sistemas organicos. Cada item recebe pontos, cuja soma pode variar de zero a 105.
Este indice deve ser aplicado considerando as anormalidades ocorridas nos ultimos dez
dias. Assim, este método € mais sensivel as mudancas clinico-laboratoriais de atividade
da doenca. Considera-se doenca ativa uma soma maior ou igual a 4, e doenca severa
uma soma maior que 12. O SLEDAI foi objeto de atualizacdo no ano de 2000 (SLEDAI
2K) (63). A tabela 6 se refere ao conjunto de manifestacbes observadas no SLEDAI

com as respectivas pontuagdes.

Tabela 6: indice de atividade da doenca no lupus eritematoso sistémico 2000

(SLEDAI 2K)
Manifestacao
Pontuacao Observada Definicao
8 Convulsoes Inicio recente. Excluir causa metabdlica, infecciosa ou

relacionada com farmacos

8 Psicose Perturbacdo grave da percepcao da realidade. Inclui
alucinagdes, incoeréncia, perda marcada das
associagdes, pensamento pobre, il6gico; comportamento
bizarro, desorganizado ou cataténico. Exclui uremia ou
causa relacionada a farmacos

8 Sindrome cerebral FuncbGes mentais alteradas de inicio subito e carater
organica flutuante, com dificuldade na orientacdo, memoria ou

outras funcdes intelectuais. Inclui reducao da vigilidade

com diminuicdo ou incapacidade da atencdo e pelo

menos mais de dois dos seguintes: perturbacdo da

percepcao, discurso incoerente, insbnia ou sonoléncia

diurna, aumento ou diminuicdo da atividade psicomotora.



Disturbios visuais

Disturbios dos
nervos cranianos

Cefaleia lupica

AVC

Vasculite

Artrite

Miosite

Cilindros urinarios

Hematuria

Proteindria
Pilria
Eritema malar
Alopecia
Mucosas

Pleurisia

Pericardite

Hipocomplementemia

Anti-ADNds
Febre

Trombicitopenia
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Excluir causas metabdlicas infecciosas ou relacionadas
com farmacos

Alteragbes retinianas do LES: corpos citoides,
hemorragias  retinianas, exsudatos serosos ou
hemorragias da coroideia ou neurite Optica (ndo causada
por HTA, farmacos ou infecgéo)

Neuropatia sensitiva ou motora de novo envolvendo pares
cranianos

Cefaleia severa, persistente, pode ter caracteristicas de
enxaqueca; resistente aos analgésicos narcéticos

Acidente vascular cerebral. Excluir aterosclerose
Ulceragdo, gangrena, nédulos digitais dolorosos, enfartes
periunguenais, hemorragias subungueais lineares ou

vasculite confirmada por biopsia ou angiografia.

Dor e sinais inflamatorios (palpacao dolorosa, tumefagcao
ou derrame articular) em mais de 2 articulagcées

Dor ou fraqueza muscular proximal associada a elevagao
do CK/aldolase, alteragbes eletromiograficas ou biopsia
compativel com miosite

Hematicos, granulosos ou eritrocitarios

> 5 eritrécitos / campo. Excluir outras causas (litiase,
infecgao).

> 0,5 g/ 24horas

> 5 leucocitos / campo na auséncia de infecgao
Erupgdes cutaneas inflamatérias

Queda de cabelo excessiva, difusa ou localizada
Ulceras orais ou nasais

Dor pleuritica com atrito, derrame ou espessamento
pleural

Dor pericardica com mais um dos seguintes: atrito,
derrame, confirmacao por ECG ou ecocardiograma

C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia

Acima dos valores de referéncia do laboratério

Temperatura > 38°C na auséncia de infecgéo

Plaquetas < 100.000/mm3

farmacolégicas)

(excluidas  causas
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1 Leucopenia Leucécitos < 3.000/mms3 (excluidas causas
farmacolégicas)

Gladman, 2002(63)

1. 9 Tolerancia e autoimunidade

A tolerancia imunologica € definida como a nao-responsividade a um antigeno,
quando da exposicao prévia a este. Quando linfécitos especificos se deparam com

antigenos, ocorre ativacéo ou eventualmente anergia, a Ultima caracterizando tolerancia.

Diferentes configuracbes do mesmo antigeno podem induzir ativacao linfocitica
ou tolerancia (64). Antigenos que tém a capacidade de induzir tolerancia sdo chamados
de tolerégenos, ou antigenos tolerogénicos, para distingui-los dos imunégenos, que
geram imunidade (65). Um unico antigeno pode ser um imunégeno ou um tolerégeno,
dependendo das condicbes em que € exposto a linfocitos especificos (por exemplo, na
presenca ou auséncia, respectivamente, de inflamacgédo e respostas imunes inatas). A
tolerdncia a autoantigenos, também chamada de autotolerancia, € uma propriedade
fundamental do sistema imune normal, e uma falha na autotolerancia resulta em
reagdes imunes contra antigenos proprios (autélogos). Esse tipo de reagdo € chamado
de autoimunidade, e as doencas que ela pode causar sdo conhecidas como doencgas

autoimunes (66-67).
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A tolerancia central € induzida nos 6rgaos linfoides primarios (timo e medula
0ssea), quando linfécitos imaturos se deparam com antigenos proprios presentes

nestes 6rgaos (68).

Em relacao aos linfocitos T, a tolerancia central (sele¢cdo negativa) ocorre quando
timécitos imaturos com receptores de alta afinidade reconhecem esses antigenos no
timo. Algumas células T imaturas que encontram antigenos préprios no timo morrem e
outras se desenvolvem como linfécitos T reguladores FoxP3", que funcionam para

controlar respostas a antigenos préprios em tecidos periféricos (68).

Em linfécitos B, a tolerancia central é induzida quando células B imaturas
reconhecem antigenos préprios multivalentes na medula 6ssea. O resultado comum € a
aquisicao de uma nova especificidade, chamada de edicdo de receptor, ou morte

apoptética das células B imaturas (69).

A tolerancia periférica, por sua vez, ocorre quando linfécitos autorreativos
maduros de tecidos periféricos sdo eliminados ou inativados ao interagir com antigenos
préprios sob condicbes especificas; tornam-se incapazes de responder
subsequentemente a esses antigenos devido a supressdao por células T. Os
mecanismos de tolerancia periférica podem ser responsaveis pela tolerancia das
células T aos antigenos préprios dos tecidos especificos, especialmente aqueles que
ndo sao abundantes no timo. Os mesmos mecanismos podem induzir a nao
responsividade a formas tolerogénicas aos antigenos estranhos. Os mecanismos de

tolerancia periférica sdo anergia (ndo responsividade funcional) (70), supresséo (71) e



delecédo (morte da célula) (72).

antigenos proprios € mantida por um ou outro mecanismo, ou se todos estes

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

Células B maduras, que reconhecem antigenos préprios na periferia na auséncia
de células T auxiliares, podem se tornar anérgicas e finalmente morrer por apoptose ou

ficar funcionalmente irresponsivas devido a ativacao de receptores inibitérios (74).

A figura 2 mostra como a autotolerdncia pode ser induzida em linfécitos

autorreativos imaturos nos o6rgdos linféides primarios (tolerancia central) ou em

Nao se sabe, ainda, se a tolerancia a diferentes

linfécitos maduros em locais periféricos (tolerancia periférica).
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Figura 2: Tolerancia central e periférica a antigenos proprios. Abbas(75)
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1.10 Células T reg CD4* CD25" FoxP3*

O termo “células T reguladoras” (Treg) se refere a uma populag¢ao da familia de
linfécitos T com propriedades supressoras/regulatérias associadas a manutencdo da
tolerancia antigeno-especifica. Pelo menos trés subconjuntos de células Treg CD4"
com mecanismos supressivos distintos sao diferenciados por seus fenétipos, secrecao
de citocinas e tecidos de origem (76). Estes sao células Treg do tipo | (Trl), células T
auxiliares-3 (Th3) e células Treg CD4'CD25". Cada uma destas células tem a
capacidade caracteristica de inibir ativamente a proliferacdo e a funcédo 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 sdo caracterizadas pela sua

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

Apesar das exclusivas caracteristicas supressoras das células Treg comparadas
com outros linfocitos, suas caracteristicas celulares sdo pouco conhecidas. As células
Treg sdo geralmente identificadas com base na expressdo de seus marcadores de
superficie, incluindo o receptor de IL-2 (CD25) (81), receptor fator de necrose tumoral
(TNF) induzido por glicocorticoides (GITR) (82), linfocito T citotoxico associado a
proteina 4 (CTLA-4) (83), junto com alta expressdo de CD95 e, em humanos, baixa
expressao de CD45RB e CD127 (84-85). Entretanto, cada um desses marcadores pode

estar dinamicamente expresso em outras subpopulagcdes celulares (74); assim, ainda
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ha notdrias dificuldades em identificar um definitivo marcador de superficie para

distinguir as células Treg de outras células T.

A busca por um marcador especifico para células Treg foi determinada pela
identificacdo de uma mutacdo no gene que resulta na grave doenca intitulada
“desregulacdo imune: poliendocrinopatia e enteropatia”, uma sindrome ligada ao
cromossomo X (IPEX) e doengas andlogas em ratos mutantes conhecidos como ratos
“scurfy”. A mutacdo responsavel foi localizada no gene que codifica o fator de
transcricdo, da familia forkhead, conhecido como FoxP3. Mutacdo nesse gene leva a
um defeito funcional na proteina resultante e consequentemente aparecimento precoce
de graves afeccoes linfoproliferativas/autoimunes (86). A ligagao entre a expressao de
FoxP3 e o desenvolvimento e fungéo das células Treg foi demostrada, pela primeira vez,
por Fontenot et al, que documentaram hiper-expressdo de FoxP3 mRNA na populagao

de linfécitos CD4"CD25" supressores (87).

Apesar de numerosas populagdes de células T terem sido descritas como
supressoras, o tipo de célula cuja funcdo reguladora foi melhor estabelecida foi a
CD4*CD25%"°FoxP3*. Ambos, FoxP3 e CD25, sdo essenciais para a geragao,
manutencdo e funcionamento destas células (87). Células reguladoras geralmente
expressam baixos niveis de receptores IL-7 (CD127) e utilizam IL-2, mas nao IL-7 como
seu fator de crescimento e sobrevivéncia. Células T de memoria, diferentemente, séo
CD127%" e CD25°#° ¢ dependem da IL-7 para sua manutencdo. As células T
reguladoras FoxP3" expressam, também, altos niveis de CTLA-4 necessarios 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  Localizagdo ~ Nivelde Especificidade =~ Expressdo por outras
exeresséo para células Treg Iinhagens

'CD25  Superficie ~ Ato  ++  Efetora/célulaT meméria
CD95 Superficie Alto ++ Efetora/célula T memoria
GITR Superficie Alto ++ Efetora/célula T memoria
CTLA-4 Superficie Alto ++ Efetora/célula T memoria
CD45RB Superficie Baixo ++ Efetora /célula T meméria
FoxP3 Intranuclear Alto +++++ Células gigantes trofoblasticas
Nrp Superficie Alto +++ Neurdnios
LAG-3 Superficie Alto +++ Células B
cbh127* Superficie Baixo ++++ Células T recentemente

ativadas

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

Células Treg desempenham um importante papel na homeostase celular e sdo

reguladores criticos da tolerancia imune. Deficiéncias quantitativas e/ou qualitativas nas

células Treg tém sido apontadas no desenvolvimento de doencas autoimunes (77, 81,

89-91)

1.11 Dinamica de diferenciacéo de células T CD4" em células T CD4" FoxP3*

Ap6s ativacéo via RCT (receptor de células T), as células CD45RA+FoxP3%¥*°

(com baixa expressdao de FoxP3) timicas, naive ou em repouso, proliferam e se

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

expressdo de FoxP3 (FoxP3%™) e auséncia do receptor CD45RA (CD45RA") (88). As
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células Treg FoxP3*°CD45RA" advém principalmente de células Treg originadas do
timo, mas também podem se diferenciar a partir de outras subpopulacdes de células T
CD4*, como células T CD4" naive, células T CD4 "CD45RA™ ativadas e células nao-

Treg FoxP3CD45RA".

Células Treg efetoras sao responsaveis por suprimir/controlar a proliferacao
celular, assim como a funcdo efetora das células T. Além disso, controlam a
proliferacdo e a ativagdo de outras células Treg em repouso por meio de
retroalimentagédo (88). A figura 3 mostra a dindmica de diferenciagdo das células T

CD4" a partir do timo.

Timo

Periferia

2lulas™Treg
latentes/naive

Ativagéo

Proliferacéo Células Treg ativadas

Foxp3*
(Células n&oTreg)

Células Treg efetoras ativadas e ulas Treg polarizadas ativadas

Figura 3: Dinamica de diferenciagdo de células T CD4+ em células T CD4" FoxP3®. Miyara (88)
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1.12 Mecanismos de acao de células T reguladoras

As células Treg parecem suprimir respostas imunolégicas em multiplas etapas,
incluindo inibicdo da funcdo da célula T em 6rgéos linféides e na etapa efetora destas
respostas em tecidos. Apesar de outros mecanismos de supressao terem sido descritos,
0s mais citados envolvem a agdo de citocinas inibitérias e um efeito mediado por

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

As células Treg produzem IL-10 e TGF-B, que inibem respostas imunoldgicas.
Estas citocinas estdo envolvidas tanto na geracao quanto no funcionamento de células
Treg. Além de serem produzidas por muitos outros subtipos celulares, também atuam

em outras que néo as células reguladoras (92).

Outro mecanismo proposto para a acao 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 necessaria para seu funcionamento. E
concebivel que o CTLA-4 de moléculas reguladoras se ligue a moléculas B7 nas CAA.
Uma menor disponibilidade de B7 resulta em diminuicdo da co-estimulacdo para

respostas celulares (93-96).

Outros mecanismos supressores atribuiveis as células T reguladoras incluem o
consumo de IL-2, o que diminui a resposta de proliferacéo de células T (96). Ainda nao
esta estabelecido se todas as células reguladoras funcionam através de todos estes

mecanismos ou se ha sub-populagbes que usam mecanismos diferentes para controlar



39

respostas imunoldgicas (96). Existem, no entanto, evidéncias de que duas populagdes
diferentes de células Treg em humanos podem ser distinguidas pela expressdao de

FoxP3 ou pela producéo de IL-10 (96).

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

a- Contato célula-célula h- Fatores de supressao c- Competicio

Trag cilula alvo clula alvo lTrn-g clula alvo
v Treg

W

Mediadores

CTLA=-4/B7 =TG-

=Receplor de cadeia

Lay3d =IL=10 y para citodnas
AMPC =IL=35 =CTLA=4/B7
Granzima B =Adenosing

Figura 4: Modelos de mecanismos de acao das Treg: (a) Contato célula-célula — supressdo da célula-alvo com
liberacdo de fatores de supressao, incluindo o monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), citocinas supressivas como
o TGF-B, citolise direta ou sinalizagdo negativa através da molécula CTLA-4; (b) Fatores de supressao sollveis como
citocinas IL-10, TGF-B e IL-35 ou secrecdo de fatores supressivos pelas CAA como adenosina; ¢) Competicdo —

Competigao por citocinas que sinalizam através de receptores da cadeia Y comum (IL-2, IL-4 e IL-7 (Adaptado de
Sojka et al.)(97)

1.13 Células T reguladoras e doencgas autoimunes

A elucidacdo da base genética da doenca IPEX e da doencga similar em

camundongos, causada por mutacées no gene FoxP3 (86), é prova convincente da
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importancia das células Treg na manutencdo da autotolerdncia e da homeostase do
sistema imunologico. Inimeras tentativas estdo sendo efetuadas para identificar
defeitos no desenvolvimento ou funcionamento das células Treg nas doencgas
autoimunes (98-99). Parece provavel que defeitos na geragéo ou no funcionamento de
células Treg ou a resisténcia de células efetoras a supressdao contribuam
significativamente para a patogénese de muitas doencas autoimunes (100), incluindo
psoriase, miastenia gravis e artrite reumatoide (AR) (101). Em adigcdo, defeitos de
células Treg desempenham um papel cada vez mais reconhecido em uma grande
variedade de doencas tumorais e infecciosas (102-103). O uso de células Treg como
terapia imunomoduladora podera se constituir, no futuro, fato consumado para doencgas
autoimunes, neoplasicas e infec¢cdes (104). Nos préximos toépicos, destacamos a

relacao entre células Treg e algumas doencas autoimunes.

Artrite reumatoide

Existem inumeros trabalhos com populacdes de células Treg na AR com
variadas conclusdes a respeito da frequéncia das células Treg circulantes. Alguns
estudos relatam propor¢des diminuidas (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 niveis circulantes destas células.

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

estagios precoces da doenca (112). Entretanto, sabe-se que um nimero aumentado de
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células Treg esta presente em articulagées inflamadas (105-106, 113-117) ou outros
sitios inflamatérios. A definicdo fenotipica das células Treg é fundamental para
interpretar estas observacdes, uma vez que as expressoes de FoxP3 e CD25 podem
ser moduladas por inflamacao e ativacao de células T. Entretanto, as células Treg em
pacientes com AR, ao menos as periféricas, ndo parecem secretar uma maior
quantidade de IL-2 ou IFN-Y em comparacédo a individuos saudaveis, sugerindo que a

expressao de FoxP3 é mais indicativa de fungéo Treg (118).

Uma contradicdo desafiadora na AR advém do fato de que, enquanto as células
Treg podem ser disfuncionais, células Treg do liquido sinovial parecem ser totalmente
supressoras in vitro (106, 113, 115). Entretanto, in vivo, a atividade das células Treg

parece estar prejudicada pelo ambiente altamente inflamatério do liquido sinovial (116).

Ldpus eritematoso sistémico

O fendtipo e a funcao das células Treg no LES tém sido foco de intensa pesquisa.
Muitos estudos recentes apontam para uma diminuicdo na propor¢cdo de qualquer
célula T CD4+CD25alto ou de células Treg CD4+CD25+FoxP3+ na doenga lupica ativa
(119-121). Varios grupos tém demonstrado que tal diminuicdo foi negativamente
correlacionada a atividade da doenca ou as concentracées de anticorpos anti-dsDNA

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

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

Essas discrepancias podem ser explicadas pela ocorréncia, em populacdes
lUpicas, de subpopulacbes de células T efetoras CD4" que expressam FoxP3;
eventualmente, estas células, virtualmente ausentes em doadores saudaveis,
expressam CD25 em niveis baixos na doenca ativa (122, 124, 127). Além disso,
aparentemente células T CD4" efetoras acentuam a presenca de FoxP3 em sitios

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

Entretanto, outras andlises quantitativas da expressao de FoxP3 por PCR ou
imunohistoquimica indicam que as células Treg estdo pouco presentes nos principais

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

Sindrome de Sjégren primaria

A sindrome de Sjogren primaria (SSp) € uma exocrinopatia autoimune com
varias nuances sistémicas. Deficiéncia em numero ou funcdo das células Treg foi
reportada em pacientes com sindrome de SSp. De forma similar a descrita para
pacientes com LES, o papel das células Treg na SSp é controverso: de acordo com

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

células Treg in vitro se mostrou adequada.

A localizacéo de células Treg em glandulas salivares é também conflitante. Tanto
auséncia de células Treg (136) como presenca das mesmas (134) foram relatados na

sialoadenite linfocitica tipica da SSp.

Outras doencgas autoimunes

De forma andloga a AR e ao LES, as vasculites sdo caracterizadas por um
ambiente altamente inflamatério, onde a funcao supressiva das células Treg pode estar
prejudicada. Varios grupos estudaram o comportamento de células Treg em vasculites
associadas ao ANCA (anticorpos anticitoplasma de neutréfilos). Na granulomatose de
Wegener, foram relatados tanto a diminuigdo de células CD4" CD25* (137-139), como o

aumento de células Treg CD4" em fases de exacerbacgdo da doencga (140).

Em vasculites associadas ao anticorpo anti-PR3 e na crioglobulinemia, a fungéo
supressora das células T CD4" CD25" se mostrou deficiente (141), o que ndo ocorreu
em pacientes com vasculite anti-MPO (mieloperoxidase)-positivos, onde a funcao Treg
se encontrava normal (142). Entretanto, relatos recentes apontam para uma expressao

diminuida de células Treg nas vasculites associadas a anti-MPO e anti-PR3 (143).
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Estudos acerca da funcdo Treg em miopatias sdo escassos. Células Treg
parecem proteger camundongos propensos a miopatias autoimunes (144), estudos em
subpopulacées de Treg em miosites sdo escassos. Células T CD4" CD25" estado
presentes em quantidades normais no sangue periférico de pacientes com miopatia
inflamatéria (120). De interesse, o numero de células FoxP3" pareceu estar relacionado

com o grau de infiltragdo muscular por linfocitos CD3 (145).

Estudos recentes indicam que uma alta frequéncia de células Treg em doadores
de medula 6ssea esta associada a um menor risco doencga 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 doenca EVH (146). Estes achados

demonstram que células Treg sédo instrumentos no controle da doenca EVH (147).

Na esclerose sistémica (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 inativagdo distorcida do
cromossomo X (149). Um aumento do numero de células Treg circulantes em pacientes
esclerodérmicos foi também observado em outro estudo, porém a contagem celular se
fundamentou na mera expressao de CD25 (147). Diferentemente, uma diminuicdo das
células expressando FoxP3 foi documentada no sangue periférico e na pele de

pacientes com ES (150).
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E possivel que defeitos de nimero e/ou funcdo de células Treg estejam
envolvidos na patogénese da ES (151), mas os dados acumulados até o momento

(148-152) sdao motivos de polémica, necessitando elucidacdo em estudos futuros.

1.14 Células B

Os linfécitos B representam 5% a 15% da populagédo de linfécitos circulantes e
sdo classicamente definidos pela presenca de imunoglobulinas de membrana. Os
linfécitos B sdo as Unicas células capazes de produzir anticorpos (75). Uma vez
ativados, os linfécitos B se diferenciam em células que secretam diferentes classes de
anticorpos, com funcdes distintas. A resposta das células B a antigenos proteicos exige
sinais ativadores das células T CD4". As células B podem responder a numerosos

antigenos nao proteicos sem a participacao de outras células.

O desenvolvimento de células B em humanos e roedores ocorre em dois
estagios: no primeiro, anatomicamente visto em orgao linféide primario (medula éssea),
recombinacées génicas VDJ nas cadeias da imunoglobulina geram expressao de
receptores antigeno-especificos em células B (RCB) imaturas; com a migracao de
linfécitos B para tecidos linféides periféricos, estas imunoglobulinas de superficie

podem reconhecer antigenos conformacionais na periferia (153-155).
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O segundo estagio ocorre em grande parte em linfécitos B de centros
germinativos (CG). Neste contexto, imunoglobulinas que passam por hipermutagdes
somaticas sdo positivamente selecionadas para aumentar a afinidade para antigenos
microbianos, e negativamente selecionadas para respostas contra antigenos préprios
(156). Entretanto, a natureza deste processo é aleatdrio, e linfécitos B autorreativos
podem passar a produzir autoanticorpos patogénicos. Consequentemente, células B
necessitam de controles reguladores em seus varios estagios de diferenciacdo (153,

155).

Tem-se tornado claro, nos ultimos anos, que as células B, como as células T,
sao providas de ampla variacao de recursos funcionais. Nao somente elas produzem
anticorpos, mas podem, também, transferir antigenos para tecidos linfoides periféricos
(157), atuar como CAA e secretam citocinas e quimiocinas pré e anti-inflamatérias.
Assim, dependendo das circunstancias, elas se comportam como células efetoras ou

reguladoras (158-160).

De importancia, tanto em modelos murinos (161) quanto em humanos (162)
admite-se a existéncia de uma subpopulacdo de células B secretoras de IL-10, com
propriedades reguladoras (Bregs); estas poderiam controlar respostas imunes de
linfécitos B e também da rede de linfocitos T. Os efeitos indiretos da supressao de
células T por células Bregs incluem delecao, indugéo de anergia e, interessantemente,
expansao seletiva de células Treg (161). Esta variedade de funcbes dos linfécitos B

provavelvemente sera explorada do ponto de vista terapéutico em anos futuros (163).
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1.15 Papel das células B em doengas autoimunes

O aparecimento de fendmenos de autoimunidade esta relacionado a falhas de
mecanismos que controlam a tolerancia para autoantigenos; como decorréncia, células
B autorreativas podem gerar sintese de autoanticorpos e imunocomplexos.
Perturbacdées dos genes que afetam a ativacao 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 patogénese das doencas 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 doenca se depletados de células B. A deplecéao de células B,
neste caso, reduz a ativacdo de células T autorreativas (166). Também de interesse,
em camundongos deficientes para AIRE (gene regulador autoimune), a infiltracdo
multiorganica 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 patogénico, apresentando autoantigenos para receptores de células

T e sintetizando citocinas expansoras da imunidade celular (156).
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O segundo modelo acerca do papel de linfécitos B em doencgas autoimunes diz
respeito a estudos em neonatos humanos. Autoanticorpos patogénicos de classe IgG,
capazes de atravessar o tecido placentario, podem desencadear fendmenos
autoimunes neonatais, muitas vezes ftransitérios. Exemplos incluem a doenca de
Graves, a miastenia gravis, a purpura trombocitoénica idiopéatica e o lupus eritematoso
sistémico anti-Ro/SSA positivo (168). Em algumas outras instancias, autoanticorpos,
mesmo nao diretamente patogénicos, podem fucionar como marcadores de
autoimunidade neonatal, como no caso dos anticorpos contra ilhotas no diabetes tipo 1

e contra mitocondrias ou musculo liso na hepatite autoimune (156, 169).

Por outro lado, o papel das células B como CAA é notério em afecgdes como a
esclerose multipla, neuropatia desmielinizante e AR. Como visto, em diferentes
circunstancias o papel patogénico dos linfocitos B difere, tornando bastante complexa a
compreensao do papel bioldgico destas células no dano multiorganico visto em

doencas autoimunes (156).

2 JUSTIFICATIVA

Esta claramente estabelecido que as células Treg séo instrumentos de controle
nos processos autoimunes. Numerosos estudos relatam alteracées quantitativas e/ou

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

ao deflagramento destes distarbios.

Embora o papel das células Treg ja tenha sido investigado em uma série de
doencas autoimunes do tecido conjuntivo (88, 151, 170-171), pouco se conhece sobre o

papel regulatério destas células em pacientes com SAF.

Sabidamente, pacientes com SAF e LES apresentam uma interface clinica por
vezes nebulosa. Individuos com SAF nao raramente apresentam achados de LES;
alternativamente, alguns pacientes com LES apresentam AAF circulantes e, por vezes,
SAF secundaria definida (172). A quantificacdo de células Treg é ainda desconhecida
em pacientes com SAF primaria ou secundaria, o que justifica o interesse atual no tema.
Potenciais disfungbes quantitativas de células Treg poderiam contribuir para uma

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

O comportamento dos linfécitos B em doencgas autoimunes € ainda motivo de
polémica. Atualmente, as células B constituem alvo definido para anticorpos
monoclonais no tratamento de algumas afecc¢des autoimunes (173). O recente achado
que aponta um papel para células B na diferenciacdo de populacdées Treg (174)

despertou nosso interesse paralelo na quantificacao destas células neste estudo.
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3 HIPOTESES

Hipbtese operacional:

O numero de células Treg CD4"CD25"Foxp3* e de linfécitos B CD3'CD19*
circulantes ndo se encontra alterado em pacientes com SAF primaria e/ou secundaria

comparativamente a controles sadios.

Hipbtese conceitual:

O numero de células Treg CD4"CD25'Foxp3* e de linfécitos B CD3'CD19*

circulantes se encontra alterado em pacientes com SAF primaria e/ou secundaria

comparativamente a controles sadios.

4 OBJETIVO

Quantificar as células Treg CD4"CD25'Foxp3* e linfécitos B CD3'CD19" em

pacientes com SAF primaria e/ou secundaria comparativamente a controles sadios.
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5 MATERIAIS E METODOS

Delineamento:

Estudo transversal, controlado.

Tamanho da amostra:

Para detectar uma diferenga entre os valores médios das células T
CD4*CD25"FoxP3" e células B CD3'CD19" com magnitude maior ou igual a 1 desvio
padrao, estimou-se que seriam necessarios 25 pacientes por grupo (25 pacientes com
SAF primaria, 25 com SAF secundaria ao LES e 25 controles saudaveis) para um a =

0,05 e poder estatistico de 90%.

Sujeitos:

Casos:

Pacientes com SAF primaria classificados de acordo com os critérios do
Consenso Internacional de Classificacao da SAF de 2006(2). Pacientes com LES e SAF
selecionados através dos critérios de classificacdo proposta pelo American College of

Rheumatology para LES(58) e pelo Consenso Internacional de Classificacdo da SAF(2).
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Individuos com LES e SAF secundaria foram, ainda, categorizados quanto a atividade
da doenca llpica através do SLEDAI (/ndice de atividade da doenca no lupus

eritematosos sistémico)(59).

Em ambos os grupos de casos, foram observados os seguintes critérios de
exclusdo: idade menor que 16 anos, endocardite infecciosa, neoplasia (corrente ou
passada), diabetes mellitus tipo 1, e infeccdo pelo virus da imunodeficiécnia adquirida

(HIV) ou Treponema pallidum.

Em todos os pacientes foram avaliados os seguintes critérios: idade, sexo, tempo
de doenca, manifestagdes clinicas e laboratoriais, medicacdes utilizadas e

comorbidades.

Os pacientes foram recrutados consecutivamente do ambulatério de
Reumatologia/LES do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio

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

Controles:

Voluntérios saudaveis pareados por sexo e idade que aceitaram participar do
estudo, e adequados aos critérios de inclusdo: idade maior que 16 anos, auséncia de

doenca reumatica ou outras doencas autoimunes, diabetes, neoplasia (corrente ou
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passada), hipertensédo, e infecgcdes bacterianas ou virais recentes. Foram excluidos
individuos sob uso de farmacos que induzissem alteragdes imunoldgicas, como anti-
inflamatoérios ou imunossupressores, tanto no dia da coleta do sangue como nos ultimos

trés meses.

O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada paciente e
voluntario saudavel. O estudo foi aprovado pelos Comités Cientifico e de Etica do

Hospital Sdo 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 (acido etileno
diaminotetracético) como anticoagulante. Uma aliquota (5 ml) foi reservada para a
realizacdo de hemograma. Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram
separadas do sangue total por gradiente de densidade, usando-se Ficoll-Paque™ PLUS
(SteamCell) através de centrifugacédo durante 35 min a 400g. A interface, contendo as
CMSP, foi coletada e lavada com PBS. Apdés uma nova centrifugacdo, 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 2.10° células por tubo para marcacédo de células B e 1.10°

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 marcagao das células T reguladoras e CD3
CY5 e CD19 PE (BD Biosciences — San Jose, CA, EUA) para a marcagao de células B.
Em todos os experimentos, anticorpos controles (compensacdo) dos respectivos

isotipos IgG foram incluidos.

Imunofenotipagem

As subpopulacdes de linfécitos foram identificadas por citometria de fluxo
multicolor. CMSP foram lavadas com tampao de citometria (PBS contendo FCS e 0,01
% de azida sédica) e tratadas com solucédo de Fc block durante 20 minutos no escuro,
para bloquear receptores Fc e evitar ligacbes de anticorpos inespecificos. As células
foram marcadas com combinag¢des dos seguintes anticorpos monoclonais (2 uL): CD3
CY5, CD19 PE, para células B e CD4 FITC, CD25 APC, para células T. Na marcacgao
intracelular para FoxP3, foi utlizado 20 yL de anticorpo monoclonal FoxP3 PE segundo
instrucdes do fabricante (BD Biosciences). Imediatamente a marcacgéo, as células foram

lavadas, ressuspendidas e analisadas por citometria de fluxo. Um minimo de 20.000
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eventos foram identificados por tamanho (FSC) e granulometria (SSC) e adquiridos por
um citémetro de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences); os valores foram determinados
pelo software FACSDiva v5.0.2 e analisados pelo software FlowJo (TreeStar US,
Ashland, OR). A fluorescéncia de fundo foi avaliada usando como controle anticorpos

monoclonais isotipo e fluorocromo correspondentes.

6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi efetuada usando-se média + desvio-padrao, teste t de
Student e teste de Mann-Whitney para variaveis continuas, e chi-quadrado ou exato de
Fischer para variaveis categoricas. As relagbes entre as variaveis foram avaliadas
através de covariancia (ANCOVA). A correlagdo entre células CD4"CD25'FoxP3" e
SLEDAI foi avaliada através do teste de Pearson. As analises estatisticas foram
realizadas usando-se o software Statistical Package for Social Sciences, SPSS 17.0
Statistics (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), enquanto os gréaficos foram gerados pelo
software Prisma 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Valores de P<0,05

foram considerados de significancia estatistica.
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7 RESULTADOS

Foram estudados 50 pacientes com SAF (25 com forma primaria, 25 com SAF
secundaria a LES) e 25 controles. Em relacdo a populacao global de pacientes com
SAF primaria e secundaria, a média de idade foi de 44,8 anos + 13,7 (variando de 17 a
76 anos); houve predominio do sexo feminino (92 %) e da cor branca (93,9 %). Nenhum
destes achados diferiu significativamente em relagdo aos controles (P>0,05). A duracéo

média da doenca em pacientes com SAF foi 9,38 £ 7,39 anos.

Quando as populagcbdes de SAF primaria e secundaria foram comparadas entre si,
ndo houve diferenga significativa para nenhuma das variaveis demograficas, clinicas e
laboratoriais. Trombose venosa profunda foi a caracteristica clinica mais frequente de
pacientes com SAF primaria e secundaria. Os dados demograficos, clinicos e

laboratoriais de pacientes com SAF primaria e secundaria podem ser vistos na tabela 8.
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Tabela 8: Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais entre pacientes
com sindrome antifosfolipidica (SAF) primaria e secundaria

SAF primaria SAF P
n=25 secundaria
n=25
" Sexo femininon(%)  22(88)  24(9%) 0615

Cor branca n(%) 22 (88) 24 (96) 0,615*
Idade n(%) 46,00 £ 14,75 43,5+ 12,84 0,732**
Duracédo da doenca (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 isquémico n(%) 6 (24) 3(12) 0,379*
Abortos espontaneos n(%) 4 (16) 3(12) 0,825*
Obitos fetais n(%) 9 (36) 6 (24) 0,331*
Neurite éptica 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: numero amostral DP: desvio padrao *Teste Qui-quadrado ou exato de Fischer e **Teste t de student
SLEDAL: indice de atividade de doenca Lipus Eritematoso Sistémico (Doenca ativa SLEDAI > 4)
aCL: anticorpo anticardiolipina AL : anticoagulante lupico AVC: acidente vascular cerebral

As células marcadas obtidas pela citometria de fluxo foram quantificadas em
percentuais através da andlise pelo software FlowJo. Os pacientes foram divididos em
dois grupos: um com SAF priméria e outro com SAF secundaria ao LES. Estes grupos

foram comparados com o grupo controle.
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Analisando-se comparativamente pacientes com SAF primaria e controles,
observamos que o numero de linfécitos totais, células T CD4*CD25"Foxp3* e células B

CD3'CD19* foi significativamente menor em pacientes com SAF primaria.

Estes dados estao apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Imunofenotipagem de subpopulacées de linfocitos na sindrome

antifosfoliel'dica Eriméria gSAFZ e controles

SAF* (n = 25) Controles* (n = 25)
Células Valor Valor absoluto Valor Valor absoluto p**
percentual (células/ L) percentual (células/ L)
(%) (%)
LinfécitosTotais 29,42 + 4,57 2311,65+395,62 32,22 +2,49 2523,60+528,83 0,020
Linfécitos T CD3"CD19~ 73,72 + 8,34 1704,15+192,79 73,64 + 8,34 858,38+194,32 0,984
Linfécitos CD4"CD25" 1,28 + 0,89 29,59+20,57 1,81 +0,80 45,68+20,19 0,061
Linfécitos CD4"CD25"FoxP3* 0,74 +0,34 17,11+7,86 1,83+0,77 46,18+19,43 <0,0001
Linfécitos 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 primaria apresentaram niveis significantemente baixos de
células Treg apéds verificacdo (ANCOVA) da percentagem de linfécitos (F=28,75,
P<0,0001). A expressdo de FoxP3 em células CD4*CD25", estimada pela média de
intensidade de fluorescéncia (MFI), ndo foi diferente em pacientes com SAF primaria

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

A figura 5 mostra a estratégia usada na separacdo das células T
CD4*CD25"FoxP3" a partir de linfécitos obtida de pacientes com SAF primaria e

controles.
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Figura 5: Estratégia de separagdo das células T CD4*CD25"FoxP3*

A figura 6 mostra a marcacgdo caracteristica das células T CD4"CD25"FoxP3",

comparando-se as populagdes controles e pacientes com SAF primaria.

Controles SAF primaria
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Figura 6: Marcagao de células T CD4"CD25"FoxP3" em pacientes com sindrome antifosfolipidica (SAF)
primaria e controles

A figura 7 ilustra uma representativa marcagdo de células CD3"CD19 em

pacientes com SAF primaria e controles.
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Figura 7: Representagdo da marcagéo de células B CD3'CD19" em pacientes com sindrome
antifosfolipidica (SAF) primaria e controles

A figura 8 mostra a distribuicdo percentual dos linfécitos totais, células

TCD4'CD25'FoxP3" e células B CD3'CD19" em controles e em pacientes com SAF

primaria.
™
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Figura 8: Distribuigao gréafica percentual de linfocitos totais(A), células TCD4"CD25"FoxP3*(B) e células
B CD3'CD19*(C) em controles e pacientes com sindrome antifosfolipidica (SAF) primaria *Diferengas
avaliadas pelo teste t de student

Efetuando-se a mesma analise para pacientes com SAF secundaria e controles
sadios, observou-se que nao houve diferenca significativa na contagem de linfocitos

totais entre os grupos.
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De forma similar a populacdo com SAF priméaria, os pacientes com SAF
secundaria apresentaram diminuicdo significativa de linfécitos CD4"CD25*FoxP3" e
linfécitos CD3'CD19" em relacdo aos controles. Os resultados desta andlise séo

apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Imunofenotipagem de subpopulacdes de linfocitos na sindrome

antifosfoliel'dica gSAFZ secundaria e controles

SAF* (n = 25) Controles* (n = 25)
Células Valor Valor absoluto Valor Valor absoluto p**
percentual (células/ pL) percentual (células/ pL)
(%) (%)

Linfécitos Totais 29,74 £6,79 2227,86+528,83 32,22 +2,49 2523,60+528,83 0,131
Linfécitos T CD3"CD19~ 68,34 +13,46 1522,52+527,20 73,64 + 8,34 858,38+194,32 0,100
Linfécitos CD4"CD25" 0,92 £0,42 20,5049,35 1,81 +0,80 45,68+20,19 0,081
Linfécitos CD4"CD25"FoxP3* 0,97 £ 0,57 21,61+£12,70 1,83+0,77 46,18+19,43 <0,0001
Linfécitos B CD3'CD19* 6,12+ 4,16 136,34+92,68 9,25 + 3,00 233,43+75,71 <0,006

*Média +DP ** Teste det de student

Os pacientes com SAF secundaria, de maneira semelhante aqueles com a
doenca primaria, apresentaram niveis significantemente baixos de células Treg apds
verificacdo (ANCOVA) da percentagem de linfécitos (F=28,50, P<0,001). Igualmente, a
expressdo de FoxP3 em células CD4'CD25", estimada pela média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) também ndo se alterou entre pacientes com SAF secundaria em
controles (2660,55 + 1044,06 vs 2470,65 £1732,87, P = 0,67).

As células T CD4"CD25"'FoxP3" em pacientes com SAF secundaria e controles
ilustradas na figura 9, foram obtidas através da mesma estratégia usada na separagao
das células T CD4"CD25"FoxP3" na SAF primaria.
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Figura 9: Marcacao caracteristica de células T CD4*CD25'FoxP3" em pacientes com sindrome
antifosfolipidica (SAF) secundaria e controles

A figura 10 ilustra uma marcagao caracteristica de células B CD3'CD19" obtida

de pacientes com SAF secundaria e controles.
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Figura 10: Marcacao de células B CD3'CD19" em pacientes com sindrome antifosfolipidica (SAF)
secundaria e controles

A figura 11 mostra a distribuicdo percentual dos linfécitos totais, linfécitos T
CD4*CD25"FoxP3" e linfécitos B CD3'CD19" em pacientes com SAF secundaria e em

controles sadios.
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Figura 11: Distribuicdo gréfica percentual de linfocitos totais(A), células T CD4*CD25'FoxP3*(B) e
células B CD3'CD19*(C) em controles e pacientes com sindrome antifosfolipidica secundaéria.
* Diferengas avaliadas pelo teste t de student

Analisou-se, também, a relagcao entre células CD4"CD25"FoxP3" e SLEDAI no

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

indica a existéncia de uma correlacdo negativa entre estas duas varidveis (quanto

menor o numero de células, maior o SLEDAI). Esta correlagdo é demonstrada na figura

12.
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Figura 12: Relagéo entre percentual de células CD4*CD25'FoxP3" e indice de atividade da doenga no

LES (SLEDAI)

* rs obtido pela correlagao de Pearson e P pelo teste t de student
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A relacao de farmacos utilizados pelos pacientes com SAF priméria e secundaria
foi também avaliada. A frequéncia de uso de anticoagulantes orais e/ou subcutaneos,
antiagregantes plaquetarios, metotrexato, hipocolesterolémicos, antihipertensivos,
antidepressivos, célcio e inibidores da reabsorcao éssea foi similar nos dois grupos. A
utilizacdo de cloroquina e/ou hidroxicloroquina, glicocorticbides e azatioprina foi
significativamente mais frequente no grupo de pacientes com SAF secundaria. A tabela

11 compara os medicamentos utilizados no pacientes com SAF primaria e secundaria.

Tabela 11: Distribuicdo de medicamentos em pacientes com sindrome antifosfolipidica

gSAFZ Eriméria e secundaria

SAF SAF P*
Medicamentos primaria secundaria

n=25 n=25
Anticoagulante oral n (%) 14 (56) 12 (48) 0,922
Antiagregante plaquetario n (%) 14 (56) 12 (48) 0,922
Enoxaparina n (%) 1(4) 2 (8) 0,129
Cloroquina/ hidroxicloroquina n (%) 1(4) 9 (36) 0,002
Glicocorticoides n (%) 8 (32) 16 (64) 0,002
Azatioprina n (%) 0 (0) 5 (20) 0,005
Antihipertensivo n (%) 5 (20) 4 (30) 0,711
Metotrexato n (%) 8 (32) 7 (28) 0,990
Hipocolesterolémico n (%) 3(12) 2 (8) 0,247
Antidepressivo n (%) 11 (44) 4 (16) 0,753
Célcio n (%) 10(40) 9 (36) 0,060
Inibidores da reabssorcéao 6ssea n(%) 7 (28) 6 (24) 0,951

n: nUmero amostral * Teste de t do qui-quadrado ou Exato de Fisher
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A associacao entre numero de células Treg circulantes e uso de azatioprina,
cloroquina e glicocorticéides em pacientes com SAF secundaria foi também avaliada.
Nao houve, para quaisquer destas andlises, associacdo estatisticamente significante:
P=0,23 para azatioprina, P=0,12 para cloroquina e P=0,29 para os glicocorticoides

(teste do qui-quadrado).

8 DISCUSSAO

Ha indicios suficientes do envolvimento das células Treg na regulacdo da
resposta imune. E provavel que defeitos na geragdo ou no funcionamento de células
Treg contribuam significativamente para a patogénese de muitas doengas autoimunes.

(175-178).

Entretanto, ndo ha, até o momento, dados de literatura que abordem a relagao
entre células Treg e SAF. Neste estudo avaliamos, pela primeira vez, os niveis de
linfécitos T CD4*CD25"FoxP3* e de linfécitos B CD3'CD19" no sangue periférico de
pacientes com SAF primaria e secundaria ao LES. Controles sadios pareados por sexo
e idade foram utilizados na comparacao das variaveis. A citometria de fluxo, através de

marcadores especificos, nos permitiu uma analise quantitativa destas células.
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Cinquenta pacientes com SAF (25 com SAF priméria e 25 com SAF secundaria
ao LES) e 25 controles compreenderam a casuistica do nosso estudo. Houve grande
predominancia do sexo feminino (92%) na populacdo com SAF, principalmente no
grupo com SAF secunddria ao LES. Este dado estd de acordo com diferentes estudos
que relataram a predominancia do sexo feminino, tanto na SAF priméaria, como na

secundaria (8, 179-180).

Na casuistica 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 doenga em adultos mais jovens (181-
182). Em termos laboratoriais, 0 anticorpo aCL foi 0 marcador mais prevalente (90%),
enquanto trombose venosa profunda de membros inferiores ou superiores (66%) e
Obitos fetais (15%) predominaram como achados clinicos, achados também
compativeis com a literatura (183-184). Na comparacao de pacientes com SAF primaria
e secundaria, ndo houve diferencas estatisticamente significantes quanto a achados

clinicos, demograficos e laboratoriais.

N&o foi realizada a andlise de subtipos celulares na populagéo global de SAF (50
pacientes), uma vez que tal anallise envolveria o dobro do numero de controles e
consideravel aumento do custo do estudo. Decidiu-se, assim, comparar separadamente

as populacoes de pacientes com SAF primaria e secundaria em relacao aos controles.
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Em pacientes com SAF priméria, a média dos valores de linfécitos 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 reducdo dos niveis circulantes de células
CD4*CD25"FoxP3" em pacientes com SAF primaria em relagdo aos controles, seja
percentualmente ou em numeros absolutos. Embora haja alguma controvérsia da
literatura em relacdo a quantificacao de linfécitos Treg em outras doencas autoimunes,
nossos dados corroboram os resultados de varios estudos, onde o numero de linfocitos
Treg circulantes se encontra diminuido em relacao a controles: € o caso de descri¢cdes
em doengas como o LES (185-186), AR (112), SSp (136), granulomatose de Wegener

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

A SAF secundaria ocorre em pacientes com morbidades autoimunes definidas,
como LES, AR, SS, EM e outras doencas (8, 187). A maioria dos pacientes com SAF
secundaria apresenta LES. E matéria de polémica se LES e SAF sdo duas doencas
concomitantes em um mesmo individuo, se o LES predispée a SAF por constitiur
vasculopatia sistémica ou, se ambos representam dois elementos de um mesmo
processo patogénico (188-189). Neste contexto, foi realizado o estudo dos subtipos
celulares em ambos os tipos de SAF, uma vez que possibilitaria comprender eventuais

diferencas de comportamento celular nas duas situacées clinicas.

Diferentemente do demonstrado em pacientes com SAF primaria, o numero de

linfécitos totais de pacientes com SAF secundaria ndo diferiu de forma significante em
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relacdo aos controles. O achado foi, de certa forma, inesperado uma vez que deplecao

linfocitaria global ndo é rara no LES (190).

Também em pacientes com SAF secundéria, foi demonstrada reducéo
percentual e numérica de células Treg em relagdo aos controles saudaveis. Estes
dados podem estar indicando um disturbio quantitativo uniforme para pacientes com
SAF como um todo. Entretanto, em pacientes com SAF secundaria a deplecdo de
linfécitos Treg é de mais complexa interpretacédo, jA que pode estar primordialmente

associada a atividade da doenga lupica.

Por questbes de numero amostral, ndo pudemos proceder a estratificacao
absoluta de pacientes com LES ativo e inativo na populagcdo com SAF secundaria.
Entretanto, a correlagdo de Pearson para niveis de células Teg circulantes e SLEDAI
evidenciou que pacientes com doenca mais ativa apresentavam um numero
significativamente mais baixo de linfécitos Treg. Este achado é concordante com a
descricdo de Mellor-Pita et al (191) e Cripin at al (192), que também demonstraram
deplecdo de células Treg e correlacao inversa entre atividade lupica € numero de
células Treg circulantes; outros estudos, entretanto, ndo confirmaram tais achados em

populacdes lupicas (193-194).

Nossos dados acerca de deplecao de células T CD4"CD25"FoxP3* em pacientes
com SAF primdria e secundaria nos permitem hipotetizar que falhas na regulacao da
imunotolerancia periférica por células supressoras estejam relacionadas, pelo menos

parcialmente, ao processo etiopatogénico da SAF. Se a deplecao de células Treg é
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evento desencadeador de doenca, ou apenas atua na perpertuacao e exacerbacao da

mesma, € assunto ainda nebuloso.

De interesse, e de maneira inesperada, observamos em ambas as populagcdes
com SAF uma reducéo de linfécitos B CD3'CD19" circulantes em relagdo a controles
sadios. O significado desta deplecdo de células B na populacdo com SAF,

principalmente na forma primaria, é enigmatico.

Linfécitos B derivados da medula 6ssea sdo células produtoras de anticorpos.
Sabe-se que alteracées no desenvolvimento de linfécitos B podem dar origem a certos
tipos de imunodeficiéncias primarias, mas também a neoplasias e doencas autoimunes,

as ultimas provavelmente decorrentes de escapes clonais (164).

Os mecanismos que levaram a deplecado de células B nos pacientes com SAF
primaria e secundaria podem incluir a acao de autoanticorpos dirigidos contra linfécitos
B ou defeitos intrinsecos de subpopulacdes de células B. Digno de nota, células B
competentes parecem desempenhar papel de importancia no funcionamento de células
Treg, como demonstram os achados obtidos em pacientes com imunodeficiéncia
comum variavel (195). De forma especulativa, pode-se inferir que a redug¢ao dos niveis
de células B compreenda um dos mecanismos que levaram a deplecéo de linfécitos

Treg nos pacientes com SAF.

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

antiagregantes plaquetarios. No grupo com SAF secunddria em particular, dois tergos
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dos pacientes estavam sob uso de corticoides, enquanto um ter¢co usava cloroquina e
um quinto dos pacientes utilizava azatioprina. Nao observamos, entretanto, associagéo
entre niveis circulantes de células Treg e uso destes farmacos. Similarmente, Zhang et
al (194) reportaram auséncia de associagdo entre niveis de células T

CD4*CD25"FoxP3™ e uso de glicocorticéides e ciclofosfamida em pacientes com LES.

Embora praticamente ndo haja estudos abordando a relagdo entre numero ou
funcdo Treg e SAF, ha um estudo recente demonstrando que células mononucleares
de sangue periférico de individuos normais, quando incubados com AAF, apresentam
significativa redugdo quantitativa de células Treg, além de regulagcéo positiva de células
Th17; os dados sugerem fortemente que um desequilibrio de populagdes Treg e Th17

possa estar associado a patogenicidade dos AAF (196).

Até o momento presente, a terapia-padrdo utilizada na SAF  tem-se
fundamentado muito mais em anticoagulacdo do que em intervengdes
imunomoduladoras. Uma abordagem direta, deslocando o equilibrio para favorecer
Tregs, esta sendo tentada através do uso de células Treg autélogas em pacientes com
diabetes mellitus tipo 1 (197); se esta abordagem se consumara também em pacientes
com SAF ou LES, apenas estudos futuros poderao responder. Também recentemente,
células dendriticas feitas tolerantes inibiram respostas T CD4" evocadas por B.GPI; o
bloqueio destas respostas foi mediado por células Treg. Assim, células dendriticas
tolerantes a autoantigenos poderdo constituir alternativa terapéutica para doencas

como a SAF através de modulagéo Treg (198).
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A SAF é uma entidade sui generis dentro do grande espectro de doencgas de
autoimunidade, uma vez que prima muito mais por obstrucdo vascular trombética do
que propriamente por vasculite por complexos imunes (199). Enquanto muitas questoes
acerca da patogénese da SAF permanecem sem respostas definidas, é possivel que a
progressdo para doenga resulte de uma avaria na autotolerdncia periférica Treg-

dependente.

Nosso estudo apresenta limitacbes que devem ser mencionadas. Embora
amparada pelo calculo amostral, uma casuistica maior traria beneficios adicionais na
analise estatistica. O numero amostral esteve, seguramente, restrito pelo alto custo dos
marcadores celulares e da citometria de fluxo. Dada a populagédo relativamente
pequena, nao foi possivel subdividir os pacientes com SAF por caracteristicas clinicas
(obstétrica, tipos de trombose), o que traria dados de interesse em termos de
subpopulacées celulares. Nao foi possivel, também, uma estratificacdo absoluta em
LES ativo e inativo em pacientes com SAF secundéria. Por fim, os pacientes com SAF
foram avaliados em fase po6s-trombdtica, 0 que restringe a interpretacdo de nossos
resultados. Futuros estudos, preferencialmente longitudinais, deverao avaliar com mais
detalhes o comportamento bioldgico das células Treg durante e apdés os eventos

trombodticos.

Em conclusao, este estudo originalmente demonstrou, de forma homogénea,
deplegéo de células Treg CD4"CD25"FoxP3" e de linfécitos B CD3-CD19" em pacientes
com SAF primaria e secundaria. Uma possivel relacdo destes achados com os

fendbmenos autoimunes vistos nesta afecccéo deve ser confirmada em estudos futuros.
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Abstract
INTRODUCTION: CD4(+)CD25(+)Foxp3(+) regulatory T (Treg) cell dysfunction has been documented in various autoimmune disorders, but not in
antiphosphalipid syndrome (APS) so far.

METHODS: In this cross-sectional study. we aim to investigate CD4(+)CD25(+)Foxp3(+) Treg cells. CO3(+)CD13(-) 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-Foxpd. 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.
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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.
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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 virus 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-Paque™ 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 1.10° cells per sample to Treg cells
analysis and 2.10° 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 pL): 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 pL 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 Il (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 o = 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 | 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) 475+14.8 423 +8.3 0.45*
Females 17 (85%) 17 (85%) 1.00*
Total lymphocytes (% + SD) 28.31+292 322+249 <0.0001**
CD3°CD19" T lymphocytes (% + SD) 7501783 20L* 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) 543+264 9.391+247 <0.0001**
SD: standard deviation; *Chi-squared test; **Student t test
o A P<0.0001 LBy Pt | 2. C P<0.0001
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Figure 1. Graphical distribution of total lymphocytes (A), CD4'CD25"Foxp3* Treg cells (B) and
CD37CD19" 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
1015.77) 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 virus or Treponema pallidum. The control
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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 o = 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 32-glycoprotein | 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

antiphospholipid syndrome (APS) and 25 healthy controls.

in 25 patients with secondary

Secondary APS Controls p
(n=25) (n=25)

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/uL | 32.2+249%  2523.60+528.83 cells/uL | 0.131**
CD3'CD19™ T lymphocytes 73.72 £8.34%  1522.524527.20 cells/uL | 73.64 +7.70%  858.38x194.32 cells/uL | 0,100**
CD4+CD25+ T lymphocytes 1.28 + 0.89% 20.50+9.35 cells/uL 1.81+0.80% 45.68+20.19 cells/uL 0,81**
CD4'CD25"Foxp3* T lymphocytes |  0.74 + 0.34% 21.61+12.70 cells/uL 1.83+0.77% 46.18+19.43 cells/uL | <0.0001**
CD3°CD19* B lymphocytes 5.71 +2.66 % 136.34+92.68 cells/uL 9.25 + 3.00% 233.43+75.71 cells/uL 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
CD3CD19" B cells (C) in controls and patients with secondary antiphospholipid syndrome

(APS).
*Student t test
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Figure 2. Pearson correlation of circulating Treg cells with lupus activity assessed by the

systemic lupus erythematosus disease activity index (SLEDAI).
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15 APENDICE

15.1 Termo de Aprovagéo do Comité Cientifico

,a‘ l FAMED  pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
N;L ] ‘ FACULDADE DE MEDICINA
oA PUCRS POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE

Of. 348/10-PG
Porto Alegre, 04 de outubro de 2010.

A Pos-Graduanda
Ester Rosari Raphaelli Dal Ben
N/Faculdade

Prezada Pés-Graduanda:

Comunicamos que a proposta de tese intitulada "Perfil de
células T CD4 CD25 Foxp3 e células B CD19 em pacientes com
sindrome antifosfolipidica primaria e secundaria” foi aprovada pela
Comissao Cientifica do Programa de Pés-Graduacao em Medicina e Ciéncias
da Saude. )

A mesma devera ser encaminhada ao Comité de Etica em
Pesquisa, através do setor de Pesquisas e Estagios, 2° andar do Hospital
S&o Lucas/PUCRS. Apos aprovacdo do CEP entregar copia na secretaria do
Programa. Em anexo, copia da avaliagdo.

Atenciosamente,

(e
AA
Profa. Dr. Magda Lahorgue Nunes
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagéo
em Medicina e Ciéncias da Saude

C/c: Prof. Dr. Henrique Luiz Staub

Campus Central

" Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 3° andar - CEP 90610-000
Pl I( Porto Alegre - RS - Brasil
Fone: (51) 3320-3318 - Fax (51) 3320-3316

E-mail: medicina-pg@pucrs.br
www.pucrs.br/famed/pos
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15.2 Termo de Aprovacédo do Comité de Etica

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF.CEP-486/11 Porto Alegre, 25 de margo de 2011.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 10/05310 intitulado “Perfil de
Células T CD4 CD25 Foxp3 e células B CD19 em pacientes com
sindrome antifosfolipidica primaria e secundaria (SAF)".

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatérios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente,
Prof. Dr. FLOMH&‘&;Q Schneider
Coordenador do CEP‘t—tPUCRS
' Minghelli Schan
prof@ Dr. Virginia gg dalms
em Pesquisa
C"“‘““%-p\m
Ilmo. Sr.
Dr. Henrique Luiz Staub
HSL

Nesta Universidade

Campus Central
PUC ) £_ |Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
- Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br

www.pucrs.br/prppa/cep
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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 sindrome
antifoslipidica primaria e secundaria (SAF)

Por que este estudo esta sendo realizado?

O ambulatério de Reumatologia do Hospital Sao Lucas da PUCRS atende centenas de
pacientes portadores de diversas doengas reumaticas, entre elas, a Sindrome antifosfolipidica
(SAF).

Este estudo estd sendo realizado com o objetivo de estabelecer uma relacdo entre a
quantidade de um tipo de células, as células T reguladoras e as células B, envolvidas na defesa
do nosso organismo. Esses dados servirdo como dados adicionais para a compreensao da
doenca.

De que consta o estudo?

O estudo sera feito pela andlise do prontuario do paciente para verificar o estagio (nivel da
doenca) e de exames de sangue em pacientes com Sindrome antifosfolipidica e pacientes
saudaveis .

Quais as vantagens em participar deste estudo?

1. Contribuir para o avanco e progresso do conhecimento sobre a Sindrome
antifosfolipidica;

2. A coleta dos dados sera realizada durante consulta de rotina no ambulatério de
Reumatologia, o que nao implica em comparecimento adicional para participar da
pesquisa.

Quais as desvantagens em participar deste estudo?

1. Tempo maior de permanéncia no ambulatério para coleta de dados.
2. Realizar puncédo venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e
colecao de sangue na pele (equimose ou hematoma).
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Dados relativos a protecao do paciente?

A. Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serdo revelados os
dados que permitam identificar os pacientes em hipdtese alguma;

B. A adesao ao estudo € voluntéria, ou seja, cada pacientes é livre para decidir ndo
participar;

C. A decisédo de nédo participar néo ird interferir no acompanhamento e tratamento
normal dos pacientes no Ambulatério, na Emergéncia e nem na internagdo do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS;

D. O paciente é livre para desistir do estudo em qualquer momento, sem
necessidade de fornecer justificativa.

Compreensao e Autorizacao.

Tendo compreendido as informagdes do presente termo de consentimento e concordado com
elas, autorizo a revisdo do prontudrio e coleta de sangue para doacdo a pesquisa e
armazenamento pelo Servico de Reumatologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Caso tiver duvidas sobre este estudo, posso chamar Dr. Henrique Staub ou Ester Rosari R.
Dal Ben nos telefones abaixo citados para qualquer pergunta sobre meus direitos como
participante deste estudo. Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Paciente: Registro:
Assinatura:

Pesquisador: Ester Roséari Raphaelli Dal Ben

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 2012.

Pesquisadores responsaveis:
Dr Henrique Luiz Staub — Tel( 51) 3339-1622 ou (51) 3320-3000 — Ramal: 2368
Farm. Bioqg. Ester Roséari Raphaelli Dal Ben — Tel : (51) 3656-1260

Comité de Etica e Pesquisa — Tel (51) 3320-3345
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15.4 Questionario aplicado aos controles

FICHA DE PACIENTES CONTROLES

[\ (o100 [T

Sexo: MO FO

Idade: ............ anos

Peso: .o, Altura:.....ocoeeeiieeceee MG
Doengas reumaticas : S [ N O

Doengas autoimunes (outras): S [ N O

Diabetes : s N[

Hipertensao : s N O

Aterosclerose: s N[

Neoplasia : s N O

Infeccdes recentes: s N O Quando?..................
Medicag&o de uso crénico : S [ N  Qual (ais)?....ccceue...
Fator antinuclear : PO N[O Titulor e

F = feminino

M = masculino

S =sim

P = positivo

N = ndo, negativo
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