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Resumo

Funcionais, Atividade Citotoxica, Reportorio Vy9Va2, Citocina.

A Esclerose Sistémica (SSc) ¢ uma doenca autoimune, caracterizada
por trés processos: dano vascular, reaccdo autoimune e fibrose.
Existem evidéncias crescentes da existéncia de alteracbes de células
imunes na SSc, principalmente de subtipos de células T, inclusive
células Tyd. Deste modo, este estudo avalia a frequéncia de células
Tyd, distribuicdo entre os compartimentos funcionais, reportorio
Vy9V42, atividade citotoxica e expressdo das citocinas IFNy, IL-2 e
TNFo. O presente estudo envolveu 20 controlos saudaveis e 43
doentes, divididos de acordo com: subtipo da SSc em limitada (SScl) e
difusa (SScd), presenca ou auséncia de fibrose pulmonar e Ulceras
digitais, e duracdo da doenca. A caraterizacdo fenotipica e funcional
das células Tyd foram avaliadas por citometria de fluxo. De maior
relevancia neste estudo, observou-se: menor frequéncia de células Tyd
no grupo SSc, do que no grupo controlo; aumento da frequéncia de
células Tyd com fenotipos naive e efetor no grupo de SSc,
principalmente em SScl; aumento da frequéncia de células Tyd naive e
memoria efetora associado a diminuicao de células Tyd memoria
central em doentes com fibrose pulmonar; maior frequéncia de células
Tyd com fenotipo efetor associadas a uma diminui¢ao de células Tyo
mem©ria central em doentes com SSc hd mais de 10 anos, quando
comparado com o grupo hd menos de 1 ano; aumento do reportério
Vy9'Vé2" em doentes com SSc hd mais de 10 anos, quando
comparado com h& menos de 1 ano, cujo reportério €
preferencialmente Vy9*V32'e Vy9'Vs2*; maior frequéncia de células
Tyd a expressar granzima B e perforina no grupo SSc, particularmente
em SScl, e em doentes com a doencga ha mais de 10 anos; aumento da
frequéncia de células Tyd a expressar IL-2 em doentes com SScl.
Deste modo, os resultados sugerem que as células Tyo parecem ter um

papel importante na fisiopatologia da SSc.
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Systemic Sclerosis (SSc) is an autoimmune disease characterized by
three processes: vascular damage, autoimmune reaction and fibrosis.
There are growing evidences that occurs immune cells alterations, mainly
in T cells subtypes, including yd T cells. Thus, this study evaluates the
frequency of & T cells, their distribution among functional
compartments, Vy9Vo62 repertoire, cytotoxic activity and cytokine
expression of IFNy, TNFa and IL-2. This study involved 20 healthy
controls and 43 patients, divided according to: limited subtype (SScl) and
diffuse subtype (SScd), presence or absence of pulmonary fibrosis and
digital ulcers, and time of disease after diagnosis. The phenotypic and
functional activity of Tyd cells was assessed by flow cytometry. The
most relevance results in this study were: a low frequency of yd T cells in
SSc group compared to the control group; increased frequency of yo T
cells with naive and effector phenotypes in SSc group, more evident in
SScl; increased frequency of naive and memory yé T cells associated to
the decrease of central memory cells; higher frequency of yd T cells with
effector phenotype associated with a decrease of central memory cells in
patients with SSc for more than 10 years when compared to patients with
less than 1 year; increase of Vy9'Va2™ repertoire in patients with SSc for
more than 10 years, when compared with less than 1 year, which exhibit
predominantly a Vy9'V82" and Vy9'V82" repertoire; higher frequency of
vo T cells expressing granzyme B and perforin in SSc group, particularly
in SScl and in patients with disease for more than 10 years; increased
frequency of yd T cells expressing IL-2 in patients with SScl. Thus, it
seems that yo T cells play an important role on SSc physiopathology.
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A. O Sistema Imune: Consideracdes gerais

A palavra imunidade provem do latim immunis e significa “pessoa privilegiada”.
Este termo teve origem ap6s Edward Jenner, em 1798 ter observado individuos, que apos
recuperarem de uma determinada doenca infeciosa ficavam protegidos da mesma aquando
um segundo contacto com 0 mesmo agente patogénico [1]. Este facto constituiu o
desencadear de inumeros estudos que se perpetuaram até a atualidade. Atualmente sabe-se
que 0 nosso organismo dispde de um sistema imune, e que este consiste num sistema de
defesa notavelmente adaptado, e que foi desenvolvido nos vertebrados de forma a protege-
los contra microrganismos patogénicos invasores [1, 2]. Pode assim definir-se o termo
imunidade como o somatorio de todos os mecanismos de defesa que 0 nosso organismo
dispde para nos proteger das agressdes que o ameagcam. Os mecanismos de defesa resultam
de um conjunto de diferentes 6rgdos, tecidos, células e factores sollveis (citocinas) que de
forma coletiva e coordenada sdo capazes de converter o reconhecimento inicial do agente

patogénico em diferentes respostas imunoldgicas [1-3].

A.l. A resposta imunologica

Cada resposta imunoldgica resume-se a um processo complexo envolvendo varios
componentes, desde as barreiras anatomicas (pele e superficie das membranas das
mucosas) até as células especializadas. Funcionalmente, uma resposta imune pode ser
dividida em duas atividades relacionadas, sendo estas o0 reconhecimento e a resposta [1,
3]. O reconhecimento imune € caracterizado pela sua elevada especificidade, sendo que o
sistema imune tem a capacidade de reconhecer as diferengas quimicas que distinguem um
agente patogénico estranho de um outro, bem como discriminar entre as moléculas
estranhas e as células e proteinas do préprio organismo [1]. Uma vez reconhecido o agente
patogénico, o sistema imune recruta a participacdo de uma variedade de células e
moléculas a fim de desenvolver uma resposta apropriada, denominada de resposta efetora
para neutralizar ou eliminar o agente estranho[1, 2]. Assim sendo, 0 nosso sistema imune
tem a capacidade de converter um reconhecimento inicial numa variedade de diferentes
respostas efetoras, sendo que cada uma delas estd confinada a um agente patogénico

especifico [1-4]. Uma futura exposi¢cdo ao mesmo agente patogénico (mesmo antigénio)
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induz uma resposta de memaria que ocorre com maior rapidez que a resposta anterior,
sendo que esta resposta de memoria é assim mais potente e frequentemente mais eficaz na
neutralizacdo ou eliminacdo do mesmo [1, 3]. Este processo de reacdo do sistema
imunologico pode sistematizar-se em dois tipos de respostas, inter-relacionadas na defesa
contra 0s organismos patogénicos (bactérias, virus, parasitas e fungos), sendo estas
definidas por imunidade inata ou natural que medeia as reagOes iniciais, e por resposta
adquirida ou adaptativa que medeia as respostas tardias [1-3]. Estes dois tipos de

imunidade encontram-se sinteticamente apresentados na figura 1.

Imunidade adquirida

Microorganismo

‘*\

Linfocito B

[" ﬁ_) Barreiras : Anticorpos
epiteliais '
g ﬁ fw
Fagdcitos Células T efetoras
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% D( ? M"
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T : »Horvas ﬂ/{ i . Dlas‘

0 6 12 1 4 7
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Figura 1- Imunidade inata e imunidade adquirida. Os mecanismos da imunidade inata sdo
responsaveis por fornecer a defesa inicial contra as infegdes. A imunidade adquirida consiste na
ativacdo dos linfocitos, e ocorre posteriormente a imunidade inata. O periodo ap6s a infecéo

consiste numa estimativa e pode variar consoante a mesma. Imagem adaptada de [3].

A.1.1. Imunidade inata ou natural
A imunidade inata consiste numa primeira linha de defesa inicial e resume-se a
resposta imediata a um estimulo agressor, constituida por quatro tipos de barreiras de

defesa (anatémica, fisioldgica, fagocitica e inflamatdria) e por mecanismos de defesa
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celulares (através de células fagociticas) e bioquimicos ja existentes, que sdo programados
para responder rapidamente a infe¢Ges virais, a tumores e na rejeicao de transplantes. Estes
mecanismos sdo inespecificos, pois ndo respondem de forma especifica a um determinado
antigénio, mas respondem antes a estruturas que sao comuns a grupos de microrganismos
semelhantes, uma vez que ndo tém a capacidade de distinguir ligeiras diferencas entre
estes. Assim, de um modo geral 0s mecanismos subjacentes a resposta imunoldgica inata
ocorrem essencialmente da mesma maneira a sucessivas infecoes, independentemente do
nlmero de vezes que 0 agente invasor contacta com o organismo[2, 3].

Em forma de resumo, a imunidade inata consiste na acdo combinada de diferentes
componentes: barreiras fisicas e quimicas, tais como o epitélio e substancias
antibacterianas na superficie deste; células fagociticas e células NK (do inglés, natural
Killer); proteinas efetoras no sangue, incluindo fracdes do sistema complemento e outros
mediadores da inflamac&o, e citocinas que séo responsaveis pela coordenacao de diversas
atividades celulares [3].

Além disto, a imunidade inata tem também um papel fundamental no desencadear e
no controlo da imunidade adquirida. Se a imunidade inata ndo foi suficiente na eliminacao
ou neutralizacdo dos antigénios estranhos, entdo desencadeia-se uma resposta imune
adquirida [1, 2].

A.1.2. Imunidade adquirida ou adaptativa

A imunidade adquirida (ou adaptativa) consiste numa resposta imunoldgica também
estimulada pela exposicdo a antigénios, mas cuja capacidade defensiva aumenta apds
exposicdes posteriores [2, 3]. Em oposi¢do as respostas imunes inatas, as respostas imunes
adquiridas consistem em reacdes a antigénios especificos, que usufruem de determinadas
caracteristicas, nomeadamente especificidade antigénica, diversidade, memoria
imunolégica e reconhecimento do proprio/reconhecimento do ndo proprio [1, 3]. A
especificidade antigénica é a caracteristica que permite aos anticorpos reconhecer
diferentes antigénios, mesmo quando eles apresentam ligeiras diferencas entre si, como por
exemplo, diferirem em apenas um aminoacido. Esta caracteristica esta relacionada com o
facto do sistema imune possuir uma capacidade extraordinaria na produgdo de uma enorme
diversidade de moléculas envolvidas no reconhecimento, e que estas possuem a capacidade

de reconhecer bilides de diferentes estruturas, apenas presentes nos antigénios estranhos.
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A memdria imunologica é a caracteristica que permite ao sistema imune “lembrar”
e responder com maior intensidade a exposi¢des subsequentes a0 mesmo organismo. Esta
caracteristica é responsavel pelo facto do sistema imune conferir imunidade por toda a vida
a muitos agentes infeciosos, ap6s um encontro inicial. Por fim, o sistema imune
normalmente responde apenas aos antigénios estranhos, o que indica que este possui a
capacidade de reconhecimento do proprio e do ndo proprio[1, 3].

Os linfécitos constituem as principais células envolvidas na imunidade adquirida,
podendo esta ser subdividida em imunidade celular e imunidade humoral, consoante o tipo
de linfécitos (B ou T) que medeiam a resposta celular. Os linfocitos T constituem os
principais efetores da imunidade celular, possuindo a capacidade de atraves da
intervencdo com outras células e por libertacdo de citocinas, que levam a ativacdo de
células fagociticas, reconhecer e lisar as células portadoras dos antigénios estranhos ao
nosso organismo. Por outro lado, os linfocitos B sdo os principais efetores da imunidade
humoral, uma vez que ap6s estas células estabelecerem contacto com o antigénio,
diferenciam-se em plasmadcitos, e estes por sua vez libertam anticorpos dirigidos contra o
antigénio do microrganismo, facilitando a eliminacdo e neutralizacdo do mesmo [3, 5].

Em suma, a resposta inata e a resposta adquirida ndo atuam totalmente independentes
uma da outra, mas antes cooperam em vias importantes a fim de produzir uma imunidade
mais eficaz [1].

Uma vez ja definido o que é o sistema imune e qual o tipo de respostas imunoldgicas
que este sistema descreve ap0s 0 reconhecimento do agente patogénico, torna-se

importante perceber a origem das células que medeiam estas respostas.

A.2. As células do sistema imune

Todas as células do sistema imune tém origem na medula 6ssea por um processo
designado por hematopoiese (Figura 2). A hematopoiese consiste num processo de
geracdo de células sanguineas a partir de um unico tipo de células denominadas por células
tronco hematopoiéticas (do inglés, hematopoietic stem cells - HSCs), que séo
autorrenovaveis e pluripotentes e por isso mantém o nivel populacional de todas as
linhagens de células sanguineas (eritrocitos, granuldcitos, mondcitos, mastécitos, linfécitos
e megacariocitos) através de sucessivas divisdes celulares [1, 6]. No inicio da

hematopoiese as HSCs na presenca de células do estroma, de componentes da matriz
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extracelular e sob a acdo de vérios factores de crescimento e citocinas, diferenciam-se ao
longo de duas vias, dando origem a duas classes, as células progenitoras linfoides (do
inglés, lymphoid progenitor cells - CLP) e as células progenitoras mieloides (do inglés,
myeloid progenitor cells - CMP) [1, 7, 8]. Estas células progenitoras perderam a
capacidade de autorrenovacdo, ficando comprometidas com uma linhagem celular
particular. As CLP d&o origem as células B, T, NK, e a células dendriticas plasmacitdides,
ao passo que as CMP ddo origem aos eritrocitos, neutrofilos, eosindéfilos, basofilos,
monocitos, células dendriticas mieloides, mastdcitos e plaquetas [1, 6, 8].

O comprometimento de um progenitor linfoide e mieloide a uma determinada via de
diferenciacdo esta relacionado com a expressdo dos recetores a superficie das células, que
sdo especificos para determinadas citocinas. Na presenca das citocinas corretas, as células
conseguem proliferar e diferenciarem-se nos tipos celulares correspondentes [3].

No contexto deste trabalho serdo abordadas as células Tyd, e portanto para uma
melhor compreensdo desta subpopulacdo de células, torna-se importante perceber a
populacdo de células em que estas se inserem. Deste modo, o proximo capitulo centra-se

numa descricdo generalizada dos linfocitos T.

@ ....... @ oo Macrofago
c 0 """ @ Granulécito

gl o ....... .. Plaquetas
: o ------- ‘ Eritrocito

Células tronco Células progenitoras Células sanguineas maduras
hematopoiéticas

Figura 2 - Revisdo simplificada da hematopoiese. Na hematopoiese as HSC (células tronco
hematopoiéticas) diferenciam-se e ddo origem a duas classes de ceélulas, as CLP (células

progenitoras linfoides) e as CMP (células progenitoras mieloides). Imagem adaptada de [8].
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B. Linfocitos T

Os Linfocitos T, como vimos anteriormente, sdo células mediadoras da imunidade
celular. Tem origem na medula 6ssea e correspondem a cerca de 70 a 80% de todos os
linfocitos que circulam no sangue periférico. Apesar de terem origem na medula dssea,
estes migram desta para a glandula do timo, onde sofrem maturacdo. O nome dos linfécitos
T deriva assim do seu local de maturacdo, ou seja, o timo [1, 3]. Ao longo das inUmeras
fases da sua maturacdo, os linfocitos T passam a expressar varios recetores membranares
especificos, entre os quais o recetor das células T (do inglés, T cell receptor - TCR), 0
sistema CD3 e os recetores CD4 e CD8 [1].

O reconhecimento do antigénio por parte das células T, s € possivel devido ao TCR
expresso a superficie destas células. Contudo, o TCR dos linfécitos T s6 é capaz de
reconhecer os antigénios apresentados pelas células apresentadoras de antigénios (do
inglés, Antigen-Presenting Cells - APCs), e apenas quando estes se encontram ligados as
proteinas do complexo major de histocompatibilidade (do inglés, Major
Histocompatibility Complex - MHC). As APCs consistem em células especializadas,
incluindo os macrofagos, linfocitos B e células dendriticas, que inicialmente internalizam o
antigénio por fagocitose ou endocitose, apresentado posteriormente parte desse antigénio
ligado as moléculas MHC na sua superficie [2, 3].

Existem dois tipos principais de moléculas do MHC, as de classe | e as de classe II.
Quando uma célula T naive encontra um antigénio combinado com uma molécula MHC a
superficie de uma APC, a célula T naive liga-se ao antigénio, prolifera e diferencia-se em
células T memoria ou em células T efetoras [1-3].

As células T podem ser subdivididas em duas subpopulacdes, nomeadamente as
células T citotoxicas (Tc) e as células T helper (Th), que se distinguem uma da outra pela
presenca de uma glicoproteina de membrana, o CD8 ou o CD4, respetivamente. Quando
uma célula Th interage com o complexo antigénio-MHC classe |1, esta célula é ativada e
torna-se numa célula T efetora secretora de determinadas citocinas que irdo favorecer a
proliferacédo e diferenciacdo das células Tc, em células Tc efetoras com a capacidade de
eliminacgdo de células infetadas por virus, células tumorais e células de tecidos estranhos
[1, 9]
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Embora existam diferentes classes de linfocitos T, todos eles partilham de um
processo de maturacdo ao longo do timo, que é seguidamente abordado.

B.1. Maturacé&o dos linfécitos T

No timo os linfécitos T passam por diversas fases de proliferacéo e diferenciagdo que
estdo relacionadas com o rearranjo dos genes do TCR e com a expressao de outras
glicoproteinas a superficie da membrana destas células, que estdo envolvidas no
reconhecimento destes e das suas respetivas fungdes efetoras [1, 10, 11].

Os linfécitos T quando chegam ao timo entram em contacto com as células do
estroma timico, que geram sinais indutivos para o comprometimento celular dos mesmos, e
fornecem os estimulos necessarios para que se dé a proliferacdo e o inicio da maturagédo
destas células, que passam agora a designar-se por timaécitos[1, 3, 10]. Este processo de
maturacgdo esta confinado a trés estadios (I, Il, e 111) baseados na expressao das moléculas
CD4, CD8 e do complexo TCR-CD3 ao nivel da superficie membranar destas células [9,
11].

J& no timo, os linfocitos T sofrem modificagdes fenotipicas durante a sua migracéo
desde a zona subcapsular (zona mais externa do cértex), passando pelo interior do cortex e
terminando na medula onde apenas os linfocitos T maduros abandonam o timo, através da
corrente sanguinea para alcancarem os tecidos periféricos. Este processo de maturacdo
ocorre enquanto houver timdcitos que continuam a migrar desde a regido subcapsular até a
regido do cortex [1, 9, 11].

Na zona subcapsular os timdcitos iniciais (estadio I) sdo caracterizados por nao
expressarem quer o complexo TCR-CD3, quer os coreceptores CD4 e CD8, sendo
denominados por duplos negativos (DN). De facto, os timdcitos iniciais ainda ndo sofreram
o rearranjo dos genes do TCR e portanto ndo expressam proteinas como a RAG-1 e a
RAG-2, que sdo necessarias para que o rearranjo ocorra [1, 12]. As células DN constituem
uma populacdo minoritaria (2-5% dos timacitos) com intensa atividade proliferativa, que
sdo capazes de se autorrenovarem e de originarem todas as outras populagdes de linfdcitos
T [12]. As células DN podem ainda ser subdivididas em quatro subpopulagdes
(DN1,DN2,DN3 e DN4) consoante a presenca ou auséncia das moléculas CD44 (molécula
de adesao) e CD25 (cadeia a do recetor da interleucina 2, IL-2Ra) [13]. No estado DN1, as

células expressam a molécula CD44 mas ndo expressam a molécula CD25. Quando estas
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mesmas células mantém a expressdo do CD44 mas comegam a expressar o CD25, passam
a fase DN2. Durante a fase DN2, da-se o inicio do rearranjo dos genes para as cadeias y , 6
e B, mas ndo ocorre o rearranjo da cadeia o do TCR. Entretanto, as células progridem para
a fase DN3 onde mantém a expressdao da molécula CD25, mas a expressdo do CD44 ¢
interrompida. Nesta fase o rearranjo das cadeias y , 6 e B do TCR permanece. As células
que fizeram os rearranjos produtivos de ambos os genes da cadeia y e & divergem na
transicdo entre DN2 e DN3 e tornam-se células Tyd maturas, que constituem apenas uma
percentagem inferior a 5% dos timdcitos [1, 13]. Contudo, a maioria dos timdcitos duplo
negativos evoluem numa via diferente, em direcdo a forma DN4. Ao longo desta via, a
cadeia B recém-sintetizada combina-se com uma glicoproteina conhecida como cadeia pré-
Ta, associam-se a0 CD3, e juntamente formam um novo complexo denominado por
recetor da célula pré-T (pré-TCR). Apo0s isto, as células na fase DN3 que tiveram um
rearranjo produtivo da cadeia B, sofrem intensa proliferacdo e perdem a expressao do
CD25, passando a fase DN4 [1, 12, 14]. Nesta fase de proliferacdo, inicia-se a expressdo
dos corecetores CD4 e CD8, e os timocitos passam de duplos negativos (DN) a duplos
positivos (DP).

Uma vez no cortex, os timaocitos (estadio 1) perdem a sua atividade proliferativa,
ocorre 0 aumento dos niveis da proteina RAG-2 e da-se o inicio do rearranjo da cadeia a
do TCR, passando os timdcitos a expressar niveis baixos ou intermédios complexo CD3-
TCRap. Os timdcitos que possuem um inadequado TCR, isto €, que ndo conseguem
reconhecer os antigénios-préprios que sdo apresentados pelas moléculas do MHC, sofrem
morte por negligéncia, e os restantes sao sujeitos a uma selecdo positiva e negativa [1, 15].

Seguidamente, os timocitos DP que foram selecionados positivamente, continuam a
sua migracdo ao longo do timo e quando ultrapassam a juncdo cortico-medular (estadio
I11) passam a expressar niveis elevados do complexo TCRafB-CD3 e assumem um fendtipo
single positive, CD4" ou CD8". Estes timocitos constituem cerca de 5 a 10% do total de
timdcitos na medula do timo, que podem agora através da corrente sanguinea abandonar a
medula e passarem a colonizar os tecidos linfoides periféricos [9, 11, 16].

Todo o processo de desenvolvimento das células T encontra-se esquematizado na
figura 3.

No ambito deste trabalho, serdo focados em maior detalhe o subtipo de linfocitos T

em estudo, denominado por linfocitos Tys.
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Figura 3 — Esquema geral do desenvolvimento da célula T no timo. Imagem adaptada de [9].

B.2. Um subtipo de linfécitos T — Linfocitos Tyé

Em 1986 foi descoberto um subtipo de linfécitos T, que expressava o CD3, porém
nao marcava para com um anticorpo monoclonal especifico para o recetor das células Tap,
0 que demonstrava a inexisténcia do heterodimero af. Posteriormente, estas células foram
identificadas e verificou-se que apresentavam um recetor TCR composto por uma cadeia y

eoutra d [1, 17].

B.2.1. Estrutura do recetor dos linfocitos Tyo -TCR yo

A estrutura dos dominios do TCR nos linfdcitos Tyd, tal como nos linfocitos Taf é
semelhante a das imunoglobulinas, sendo formada por um dominio variavel (V) e um
constante (C) [18].A estrutura do TCR encontra-se exemplificada na figura 4 ndo sé para

os linfdcitos Tyd como também para os linfécitos Taf.
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Figura 4 - Estrutura do TCR. Abreviag@es: C, constante; V, varidvel; TCR, recetor da célula T;
pTa, cadeia pré-TCRa. Imagem adaptada de [19].

A porcéo constante das cadeias encontra-se ligada a membrana celular, exercendo
funcBes sinalizadoras e efetoras, ao passo que a porcao varidvel fica totalmente exposta ao
meio extracelular, e é responsavel pela ligagdo com o complexo MHC-antigénio.
Relativamente a porcao variavel do TCR, esta exibe uma grande diversidade, o que garante
o0 reconhecimento do maior numero possivel de antigénios, uma vez que a cada estrutura
antigénica diferente, estad confinada apenas uma molécula de TCR capaz de a reconhecer
[3, 18].

A extensa diversidade estrutural do recetor dos linfocitos Tyd ocorre ao longo da
maturagdo dos linfdcitos T, aquando as células T duplamente negativas, sdo cometidas a
um destino yd, através da recombinacdo somatica dos segmentos de genes V (varidvel), D
(diversidade) e J (juncdo) de forma a formarem genes funcionais que codifiguem o TCR
consoante o resultado do rearranjo inicial dos segmentos de genes para a cadeia 3 ou y do
TCR[1, 18, 19].

Linfocitos T portadores de um TCRyd apresentam frequéncias relativas diferentes, de
acordo com os diferentes tecidos onde estas residem. Seguidamente abordar-se-4 a

distribuicédo destas células.

B.2.2. Distribuicio dos linfécitos Tyo
A frequéncia relativa das células Tyd, varia de acordo com a sua localizagdo no

organismo, mas também a idade de um individuo e a sua histéria imunologica (por
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exemplo, episodios infeciosos), afetam criticamente a frequéncia destas células num
determinado tecido. Estas células representam apenas uma pequena porcéao entre 1 e 5% de
todos os linfécitos T que circulam no sangue periférico de individuos saudaveis. No
entanto, a sua percentagem é maior ao nivel dos tecidos epiteliais, tal como a pele, epitélio
intestinal, pulmonar e genital, denominando-se por linfécitos Tyd intraepiteliais (do
inglés, intraepithelial lymphocytes - IELs) [20]. Estes podem compreender até pelo menos
10% da populacdo de células T, e a sua topografia sugere que estas células funcionam
como uma espécie de barreira imunologica inicial contra 0s organismos invasores, e que a
sua relevancia patologica em doencas autoimunes deve-se a sua acumula¢do nos 6rgaos
afetados e a capacidade de produzir citocinas pro-inflamatdrias como é o caso da IL-17
[21].

Para além do conhecimento inerente a distribui¢do das células Tyd, sabe-Se que estas
celulas expressam determinados recetores intimamente relacionados com diversas fungdes.

Os seguintes pontos irdo abordar os recetores e as fungdes expressas pelos linfocitos Tyd.

B.2.3. Recetores expressos pelos linfécitos Tyo

Relativamente as caracteristicas fenotipicas inerentes a este subtipo celular, estas
facultam de uma correta identificacdo e se necessario o isolamento das mesmas. Para tal, e
por defini¢do, os marcadores mais fiaveis correspondem as cadeias y ¢ 8 do TCR, sendo
que contudo existe a superficie destas células um grande conjunto de moléculas cuja
expressao pode ser detetada por citometria de fluxo, utilizando uma ampla variedade de
anticorpos monoclonais para sua marcagdo. Apesar de alguns destes marcadores serem
compartilhados pelas células Taf}, e com outras células hematopoiéticas, existem outros
marcadores que sao preferencialmente expressos hum ou noutro subconjunto de células T
[19].

A auséncia dos corecetores CD4 e CD8 que ocorre na maioria das células Tyd,
reflete provavelmente a sua reatividade contra ligandos que ndo estdo associados a
moléculas do MHC. Na verdade, as células Tyd ndo se restringem ao reconhecimento
antigénico por parte das moléculas do MHC. Evidenciou-se que clones de células Tyd
ligavam-se diretamente ao virus do herpes sem necessidade de apresentacdo do antigénio

pelas moléculas do MHC. Além disto, células Tyo também se ligam a alguns antigénios
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ndo peptidicos de micobactérias (isopentenil pirofosfacto), o que sugere que algumas
células Tyd ligam-se aos epitopos da mesma forma que os anticorpos [22].

Para além da presenca de um TCRYd e da auséncia dos recetores CD4 e CD8 nas
células Tyd, sabe-se que estas exibem um conjunto de recetores a sua superficie, e que
esses recetores sdo especializados na detecdo de stresse e infecdo celular (figura 5). Esta
detecdo, de moléculas que sdo induzidas em situacfes de stresse é obtida ndo s6 atraves do
TCR, como também é alcancada através de moléculas denominadas por moléculas nao-
TCR, como é o caso dos recetores Toll like (TLRs) e dos recetores natural killer (NKRs)
que podem atuar de forma cooperada ou adicional com o TCR, na ativagcdo de
determinadas fungoes efetoras por parte das células Tyd. Um exemplo de NKRs é o
NKG2D (do inglés, receptor natural killer group 2 member D), responsavel por
desencadear respostas citotoxicas. Contudo os mecanismos subjacentes a ativacdo deste
recetor ainda se encontram por clarificar, presumindo-se no entanto que a sua ativagao
depende provavelmente do contexto tecidual onde ocorre a ativacdo das células Tyd, bem
como da exposicdo prévia por parte destas células a citocinas inflamatorias [23, 24]. Tais
recetores NKRs reconhecem ligandos induzidos em situagdes de stresse, como € 0 caso de
MICA (do inglés, MHC class | polypeptide-related sequence A), MICB (do inglés, MHC
class | polypeptide-related sequence B), em humanos [25].

Relativamente aos TLRs, estes juntamente com outros recetores de reconhecimento
padrdo (do inglés, Molecular Pattern Recognition Receptors - PPRS), nomeadamente a
Dectina-1, possuem a capacidade de reconhecer moléculas patogénicas, mas distintas das
moléculas do hospedeiro, as PAMPs (do inglés, pathogen-associated molecular patterns)
e as DAMPs (do ingés, danger-associated molecular pattern molecules). Por sua vez, o
reconhecimento destes padr6es moleculares, por células dendriticas conduz a libertacdo de
citocinas, momeadamente a IL-12 e a IL-23, que consequentemente conduzem a ativagdo
indireta das células Tyd e que resulta na producdo das citocinas pro-inflamatérias IFNy e
IL-17, respetivamente [26-28].

Para além dos ligandos ja mencionados, existem outros que interagem com o TCR, e
gue estdo relacionados ou ndo com as moléculas do MHC. Entre estes, destaca-se a
molécula CD1 e fostoantigénios endogenos e microbianos [29].

A seguinte figura ilustra os ja referidos recetores expressos a superficie de células

Tyd e respetivos ligandos, envolvidos na detecédo de stresse celular e infecao.
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Figura 5 — Dete¢ao de stresse celular e infeciio por parte das células Tyd. As células Tyd podem
reconhecer separadamente, adicionalmente ou sinergicamente trés conjuntos de ligandos induzidos
em stresse: ligandos do TCR (CD1c e fostoantigénios enddgenos e microbianos); ligandos do
NKG2D (MICA e MICB); PAMPS e DAMPs reconhecidos por TLRs e Dectina-1. Imagem
adaptada de [30].

B.2.4. Func¢oes desempenhadas pelos linfocitos Tyo

N&o se pode considerar que as células Tyd sejam especializadas em cumprir uma
unica funcdo. Na verdade, diferentes subtipos destas células apresentam diferentes funcdes
consoante a distribuicdo ao nivel dos tecidos, a estrutura do TCR e o estadio da resposta
imune em que estas células se tornam ativadas. Estes factos tornam estas células
pertencentes a uma populacdo linfoide heterogénea [31].

Relativamente aos IELs, existem estudos que demostram o desempenho de um papel
homeostatico por parte destas células, evidenciando a ativacdo destas células por
queratindcitos em stresse, bem como a libertacdo do factor de crescimento dos
queratindcitos (do inglés, keratinocyte growth factor - KGF), por parte deste subtipo de
células Tyd. Estes dados suportam a implicacdo dos IELs no controlo da integridade
epitelial ao nivel intestinal, através do reconhecimento de antigénios proprios epiteliais
conservados [32, 33]. Deste modo, e uma vez que o factor de crescimento de
queratindcitos atua ao nivel da regeneracdo de tecidos, é sugerido que as células Tyd
possuem um papel na manutengdo da homeostasia epitelial [34].

Existe um outro subtipo de células Tyd, denominado por células T epidérmicas

dendriticas (do inglés, dendritic epidermal T cells - DETCs), que constitui mais de 90%
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das células T epidérmicas, cuja fungdo consiste em promover a cicatrizacao de feridas, a
reparacdo dos tecidos, e proteger eficazmente o epitélio da invasdo microbiana e posterior
disseminacéo pelo organismo [35].

A maior caracteristica das células Tyd consiste no facto destas células atuarem na
interface entre a imunidade inata e a imunidade adquirida. Um estudo de Brandes et
al. fornece novas informagdes acerca da categorizagdo das células Tyd, pois se por um
lado, estas células exibem caracteristicas da imunidade inata, por outro, exibem
caracteristicas da imunidade adaptativa [36, 37]. Entre as caracteristicas que tornam as
celulas Tyd pertencentes ao sistema imune inato, destacam-se as seguintes: respondem
rapidamente; apresentam um uso limitado dos genes do TCR; expressam TCRs que atuam
como recetores de reconhecimento padrdo para precursores isoprenoides fosforilados e
alquilaminas; demonstram ser células apresentadoras de antigénios profissionais as células
Tof, in vitro [36, 37]. Tal como j& se referiu, as células Tyd também podem ser
classificadas como parte do sistema imune adaptativo, e as seguintes caracteristicas apoiam
esta afirmacdo: expressam recetores de superficie que geram memdria imunoldgica;
induzem a maturacdo de células dendriticas; possuem funcgdes efetoras semelhantes as
exercidas pelas células Tap [36]. As fungdes das células Tyd nas respostas imunes inata e
adaptativa, encontram-se ilustradas na figura 6.

Assim sendo, suspeita-se que ao contrario da maioria das células do sistema imune,
que pertencem a um ou outro sistema, as células Tyd pertencem a ambos os sistemas

imunes, inato e adaptativo (Figura 7) [38].
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Figura 6 — Fung¢io das células Tyd nas respostas imune inata e adaptativa. As células Tyd
exibem fungdes consistentes com ambos os tipos de imunidade. Tal como as células dendritica,
estas células também sdo capazes de apresentar antigénios as células Tof. Imagem adaptada de

[36].
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Figura 7 - Células correspondentes a resposta imune inata ou a resposta imune adaptativa, e
celulas que se localizam na interface de ambas as respostas imunes. Imagem adaptada de [38].

Uma outra fung¢do das células Tyd que tem sido alvo de estudo nos ultimos tempos, €
a sua capacidade de imunovigilancia anti-tumoral, sugerindo, que subtipos de células
Tyd exibem importantes fungdes anti-cancerigenas que podem ser potenciadas apds a sua
ativacdo com fosfoantigénios sintéticos. Uma vez ativas estas células possuem capacidade
de ligacdo a superficie de celulas anapléasicas pela proteina hsp70, e libertam para o seu
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interior granulos de perforina citotdxicos, 0 que conduz a apoptose das mesmas. Como
estes fosfoantigénios sintéticos sdo potenciais drogas imunoestimulatérias, atualmente
aceites na imunoterapia do cancro, varios sdo 0s ensaios clinicos atualmente em curso, que
usam esta nova familia de células, como imunoterapia em linfomas e tumores solidos [38,
39].

As células Tyd podem assim refor¢ar uma resposta imune contra células tumorais
através da secrecdo de quimiocinas, tais como proteina inflamatoria de macrofagos la
(Mip-1a), proteina inflamatoria de macrofagos 1B (Mip-1p) e RANTES (do inglés
“Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted” atraindo células
apresentadoras de antigénios e neutrdfilos, que conjuntamente combatem as células
tumorais [39].

Os linfocitos Tyd podem também ser classificados de acordo com as suas atividades

funcionais apds ativacdo: producdo de citocinas e quimiocinas; citotoxicidade[31, 33].

B.2.4.1. Citocinas e recetores de quimiocinas expressos pelos linfocitos Tyo

Relativamente a producdo de citocinas, estudos demostram que subtipos de células
Tyd exibem maior atividade citotdxica do que outros. Por exemplo, células T V82 em
humanos, geralmente apresentam uma maior atividade citotoxica, e produzem elevados
niveis de IFNy e TNFa, enquanto as células Tél, também em humanos, tém menos
potencial citotoxico, e produzem um amplo conjunto de citocinas, incluindo a IL-4 e a IL-
17 [40]. A producgéo de IFNy pelas células Tyd é controlada pelos factores de transmissao
T-bet e “eomesodermin”, enquanto a producdo de IL-4 esta correlacionada com 0 GATA
ligacdo proteina 3 (do inglés, Gata-binding protein 3 - GATA 3). Por ultimo, a produgéo
de IL-17 é regulada pelo recetor do &cido retindico relacionado ao recetor 6rfdo-yt (do
inglés, acid receptor-related orphan receptor-y - RORyt)[40-42]. Sabe-se também que a
aquisicdo das fun¢des reguladoras por parte das células Tyd, ndo requer o factor de
transcricdo FOXP3 (do inglés, forkhead box P3), e que as citocinas IL-5 e IL-13 sé&o
produzidas pelas células Tof} em resposta a IL-4 produzida pelas células Tyd, por sua vez,
em resposta a IL-2 [43].

Estudos recentes tém demonstrado a producdo de citocinas pelas células Tyd, entre
estas encontra-se o TNFa, o IFNy, a IL-2 e a IL-17. A libertagdo destas citocinas esta

intimamente ligada com o desenlace da resposta imune, uma vez que estas atuam de forma
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enddcrina e os seus efeitos sdo mediados por recetores especificos que sdo expressos a
superficie de outras celulas do sistema imune, e que atuam mediante a ativacdo de
diferentes vias de sinalizacéo intracelular [2, 21, 44].

Na tentativa de um aprimorado conhecimento fenotipico das células Tyd descobriu-
se que nesta populacdo de células pode-se distinguir dois subtipos celulares com base na
expressdo do recetor CD27 (Ty8CD27" e TydSCD27). Num estudo realizado ao nivel dos
tecidos periféricos em ratos, verificou-se que aproximadamente 10-30% das células Tyd
ndo expressam o CD27 (Ty8CD27’) enquanto 70-90% expressam (TySCD27"). Denota-se
também que a subpopulagdo de TySCD27" expande mais rapidamente em resposta a uma
infecdo com P.berghei em ratos do que a subpopulagdo TydCD27". Contudo, ao 6° dia apos
a infeg¢@o, o numero de LTydCD27" aumentou em numero cerca de 5 vezes, representando
aproximadamente 40% das células, denotando-se uma aproximagdo em numero de
LTy3CD27" e LTy8CD27 com o avangar da inflamago [44].

O estudo continuado das células Tyd em ratos permitiu verificar que apds 4 horas de
ativacdo in vitro, a populacio CD27" adquire caracteristicas tipicas das células Th;
particularmente, uma abundante producdo de IFNy e TNFa, contudo uma producao
diminuta de IL-17. No entanto, na andlise da populacdo CD27 verificou-se exatamente o
oposto, ocorrendo baixa secre¢do de IFNy e TNFa e elevada secrecéo de IL-17 [44].

Para além da expressdo de citocinas, as células Tyd também expressam recetores de
quimiocinas a sua superficie, tais como o recetor 5 das quimiocinas-CC do (do inglés CC-
chemokine receptor 5 - CCR5) e o recetor 6 das quimiocinas-CC (do inglés CC-chemokine
receptor 6 - CCR6) [40, 45].

B.2.4.2. Citotoxicidade mediada pelas células Tyd

Entre as moléculas citotoxicas expressas pelas células Tyd destaca-se a presenga de
moléculas citoplasmaéticas, denominadas por granzima B e perforina, que sugerem que 0s
linfocitos Tyd possuem um papel similar a0 desempenhado pelas células NK [44].

Um estudo de Ribot et al. demonstra que as células Tyd CD27" (efetoras) possuem
uma maior capacidade de expressarem no citoplasma granzima B e perforina, sendo que a
sua frequéncia aumenta diretamente com o desenvolvimento inflamatorio. Isto leva-nos a
pensar que o0 aumento de granzima B e perforina podera estar diretamente relacionado com

a atividade de uma doenca autoimune. Isto verificou-se num estudo feito em LuUpus
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Eritematoso Sistémico, em que a frequéncia de células Tyd a produzir estas moléculas é
maior no grupo de pacientes com a patologia do que no grupo controlo [44].

Para além da existéncia destas moléculas citotoxicas, as células Tyd também
produzem moléculas liticas ou bacteriostaticas, tais como granulisinas e defensinas, e por
outro lado, contribuem indiretamente para a remocdo do agente patogénico induzindo
outras células imunes efetoras a desempenharem fun¢des antibacterianas [46, 47].

Para além das moléculas citotoxicas, as células Tyd possuem a sua superficie o
recetor NKG2D, que possui reatividade contra ligandos conservados relacionados com o
MHC, e que se encontram expressos em células transformadas ou infetadas. Este recetor
geralmente funciona sinergicamente com o TCRyd como um co-estimulador, contudo pode
também desencadear respostas citotoxicas [25].

As células Tyo para além de expressarem as moléculas citotoxicas possuem vias que
envolvem recetores que podem induzir a morte de células infetadas ou transformadas,
nomeadamente via FAS/FAS Ligando e TRAIL / TRAILR (do inglés, TNF-related
apoptosis-inducing ligand/ TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor) [48].

B.2.5. Reportoério dos linfocitos Tyo

O reportorio altamente restrito do TCR das células Tyd, certamente constitui uma das
maiores caracteristicas exibidas por este subtipo de células T, e que as distingue das células
T convencionais, as Taf. Adicionalmente, pode-se afirmar que estas células Tyd possuem
uma caracteristica muito marcante, que é o facto de expressarem diferentes regides
variaveis (V) em distintos locais ao nivel dos tecidos, 0 que sugere que o reconhecimento
de um conjunto restrito de antigénios num dado local do corpo pode diferir de um tecido
para outro [33].

Atualmente sdo conhecidos dois subtipos de células Tyd em humanos,
nomeadamente as células Vol e as Vy9Vd2. Relativamente ao subtipo de células Tyd, que
usam uma cadeia V41 (emparelhada com varias cadeias Vy), estas constituem o primeiro
subtipo a surgir no timo do feto humano. Este subtipo localiza-se principalmente ao nivel
dos tecidos epiteliais (bago e intestino), constituindo assim a populacdo mais frequente
entre os linfocitos Tyd intraepiteliais, tendo sido encontrados em elevada propor¢cdo em
varios tumores epiteliais humanos e linfomas [49, 50]. O reconhecimento por parte deste

subtipo de células ocorre via CD1 ou através de recetores NKG2D.
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Quanto as células Tyd que expressam um TCR que compreende os segmentos
variaveis Y9 ¢ 82 (TCR Vy9V62) e por isso designam-se por células T Vy9Va2, estas séo
raras no timo e na circulacdo sanguinea apds o nascimento, mas durante a infancia a sua
frequéncia aumenta, pelo que se acredita que surgem de uma selecdo positiva no sangue
periférico como resultado da estimulacdo antigénica [51]. Por sua vez, ao contrario das
células T V&1, as células T Vy9V42 compreendem, na idade adulta, cerca de 80 a 90% do
total de células Tyd no sangue periférico, constituindo assim o subtipo de células Tyd mais
comum [52, 53]. Esta elevada proporcdo por parte das células T Vy9Vo2 podera estar
relacionada com o facto destas, durante a infancia, sofrerem uma expansdo continua e
adquirirem um fendtipo de memoria, provavelmente devido a recorrente exposicdo a
agentes estranhos. Este subtipo de células Tyd reconhece, expande e liberta citocinas em
resposta a compostos nao peptidicos, nomeadamente o isopentenil pirofosfacto e outros
intermediérios da via do mevalonato, também a alquilaminas e compostos ndo-fosfacto
encontrados em plantas e bactérias[54]. Este tipo de compostos sdo normalmente
intitulados por fosfoantigenios, e tem-se verificado a sua expressdo em células tumorais
humanas [55]. De facto, as células T Vy9Va2 possuem a capacidade de responderem
antecipadamente a estados de infecdo ou de desregulacéo celular, exercendo a sua fungéo
citotoxica ou alterando o meio em citocinas e quimiocinas, podendo estimular fungdes
efetoras em células NK e células Tap [36].

Existem, também, estudos que demonstram a existéncia de uma elevada expansao de
células T Vy9V52 no sangue periférico de pacientes infetados com maléria, salmonela,
meningite bacteriana, entre outras doencas [56]. Tal como acontece em células tumorais, a
resposta das células T Vy9V32 aos agentes infeciosos, resulta do reconhecimento de
fostoantigénios [57]. De facto, existem evidéncias da expansdao do subtipo V&l em
pacientes com HIV (do inglés, Human Immunodeficiency Virus), e pensa-se que o papel
antiviral das células Tyo estd relacionado com a producdo de IFNy por subtipos destas
celulas [58].

E de salientar ainda que, o reconhecimento de fosfoantigénios pelas células T
Vy9Vé2 ocorre de modo dependente do TCR, mas como isto ocorre, ainda ndo é bem
conhecido. Pensa-se que o contacto célula-celula, necessario para sua ativacao, implica que
ou os fosfoantigénios induzam uma modificacdo estrutural do TCR, ou que moléculas que

se desconhece atualmente os apresentem [57].
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Para além de todos estes conhecimentos acerca do repertério T Vy9Va2, descobriu-
se também que a expressdo de determinados recetores a superficie destas células, esta
correlacionada com a capacidade destas células desenvolverem caracteristicas de memoria
[59].

B.2.5.1. Memdria imunoldgica do reportério T Vy9Vo2

A expressao de NKRs (do inglés, NK cell receptors) a superficie de células T tem
sido correlacionada com a aquisi¢cdo de marcadores de memdria por parte destas células, e
pode refletir os diferentes estados de memoria/funcdo na populagdo de linfocitos T
Vy9Vs2. Contudo, a capacidade destas celulas em desenvolver memoria imunoldgica,
permanece sob debate. No entanto, um estudo em macacos verificou que as células T
Vy9V52 expandiram em resposta a uma tuberculose induzida, e apos a indugdo de uma
segunda tuberculose, a resposta destas células foi muito mais acelerada. Este facto vem a
suportar a ideia de que células T Vy9Va2 realmente possuem esta caracteristica adaptativa,
a memoria imunologica [59]. Pensa-se, contudo, que o desenvolvimento de memaria por
parte destas células seja diferente daquele exercido por células T convencionais, isto
porque células T Vy9Vé2 respondem a fosfoantigénios, ao passo que as celulas
convencionais sdo programadas para responder a antigénios peptidicos estranhos. No
entanto verificou-se que células T Vy9Va2 e células T CD8 expostas aos mesmos
antigénios sofrem exatamente as mesmas variagoes.

Com base na expressdo dos marcadores CD45RA e CD27 a superficie das células T
Vy9V82, é possivel subdividi-las em quatro subtipos: naive; memdria central; memoria
efetora; efetoras. Assim, denomina-se por subpopulacdo naive o conjunto de células T
Vy9V52 cujo fenotipo € CD27*/CD45RA, e por subpopulagido memodria central quando o
fendtipo é CD27/CD45RA". Estas duas subpopulacBes sdo caracterizadas por
apresentarem elevada capacidade de proliferacdo e fungdes efetoras diminuidas. As
restantes correspondem as subpopulacbes memoria efetora (CD27/CD45RA) e efetoras
(CD27/CD45RA"), que possuem baixa atividade proliferativa, apresentando contudo
inimeras funcgdes efetoras [52, 60].

Estudos acerca destas subpopulacfes evidenciaram uma maior frequéncia de células

CD27" (memoria efetora e efetoras terminais) em pacientes que desenvolveram doencas
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autoimunes, podendo este aumento estar correlacionado com um aumento da ativacdo das
células CD27" que consequentemente se diferenciam em células CD27 efetoras [61, 62].
Relativamente & localizagdo das células Tys CD27" e Tyd CD27, as primeiras
abundam ao nivel dos ganglios linfaticos, ao passo que as ultimas predominam
preferencialmente nos locais de inflamacéo apesar de também estarem presentes, mas em
menor frequéncia, nos ganglios linfaticos [63]. Segundo Casseti et al.[64], todas as células
Tyd CD27" pertencem & imunidade adaptativa, ao passo que as Tyds CD27 fazem parte da

imunidade inata.

C. Autoimunidade

Paul Ehrlich percebeu no inicio do século XX, especialmente apds a identificacdo de
algumas situagdes patologicas, que o sistema imune poderia sofrer um “desvio” e atacar 0s
antigénios do proprio organismo em vez de reagir contra os antigénios estranhos [1, 2]. Foi
deste modo que surgiu o termo “autoimunidade”, que consiste numa falha dos mecanismos
normais de autotoleréncia, resultando numa resposta inadequada do sistema imune contra
0S seus proprios componentes [1, 3]. Esta resposta conduziu a identificacdo de
autoanticorpos, responsaveis por danos ao nivel das células e dos 6rgaos do sistema imune.
Estes danos sugeriram que o sistema imune pode ser “autoagressivo”, e portanto pode
desencadear diversas doencas autoimunes causadas pelo fendmeno de autoimunidade [1-
3].

C.1. Doencas autoimunes

Designa-se por doencgas autoimunes um conjunto de patologias em que ocorre 0
fenémeno de autoimunidade. O conjunto destas patologias tem aumentado nos Gltimos
anos e atualmente atinge aproximadamente entre 5 a 7% da populacdo humana, e
maioritariamente o sexo feminino, causando muitas vezes enfermidades cronicas
debilitantes [1, 2, 65].

A etiologia destas doencas € multifactorial e resulta de uma combinacdo de factores
genéticos e ambientais. Atualmente sabe-se que embora os diversos factores genéticos
possam influenciar fortemente a suscetibilidade para o desenvolvimento de doencas
autoimunes, é necessario a existéncia de um indicador ambiental para que ocorra o

estabelecimento destas[2].
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As diversas doencas autoimunes podem ser classificadas em 2 amplas categorias:
orgdo-especifica e sistémica. Este trabalho foca especialmente uma doenga autoimune

sistémica, denominada por esclerose sistémica [1, 2].

C.1.1. Esclerose sistémica

A esclerose sistémica (do inglés, Systemic Sclerosis - SSc) é uma doenca reumatica e
autoimune do tecido conjuntivo. Esta é caracterizada pelo menos por trés processos
patogénicos: dano vascular, autoimunidade/ativacdo imune, e excessiva deposicao de
colagénio na pele e numa série de 6rgaos internos, nomeadamente pulmdes, coracao, trato
gastrointestinal e rins [66, 67].

A prevaléncia e incidéncia da SSc é bastante variavel consoante a localizacdo
geografica e a etnia dos doentes. Esta, tal como a maioria das doencas autoimunes,
predomina no sexo feminino, tipicamente entre 0s 40 e os 60 anos de idade, e em relacfes
percentuais que podem variar desde 4:1 a 14:1 quando comparado com doentes do sexo
masculino [67, 68].

As manifestacdes clinicas da SSc variam desde um envolvimento limitado da pele e
dos érgdos internos a um envolvimento difuso da pele ocorrendo fibrose ao nivel dos
0rgdos internos, o que resulta no comprometimento ou falha dos mesmos . A maior taxa de
mortalidade dos individuos com SSc ocorre quando estes possuem um envolvimento
pulmonar, e embora a SSc seja uma patologia menos comum quando comparada com

outras doencas reumaticas, possui uma das maiores taxas de mortalidade[69, 70].

C.1.1.1. Classificacao dos diferentes subtipos de Esclerose Sistémica

Embora estudos realizados recentemente tenham revelado a existéncia de outros
subtipos de SSc, é frequente categorizar esta doenca em dois subtipos, consoante o0 grau de
envolvimento da pele [69, 71]. Em ambos os subtipos de SSc os pacientes desenvolvem
episddios do fendmeno de Raynaud. O fenémeno de Raynaud foi inicialmente descrito
por Maurice Raynaud em 1986 e trata-se da ocorréncia de vasoconstri¢do nas extremidades
do corpo, principalmente nos dedos das médos e dos pés, quando submetidos ao frio. A
vasoconstricdo em resposta ao frio & normalmente um mecanismo de prote¢do mediado
pelo sistema nervoso simpatico, para prevenir a perda de calor [72]. Uma resposta

exagerada ao frio nestes pacientes é responsavel pela diminuicdo do fornecimento de
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oxigénio, tornando a coloracdo da pele branca, empalidecida, além de fria e por vezes
dormente. Ap6s o consumo total de oxigénio pelas células, este esgota-se e a pele adquire
uma coloracdo azulada, 0 que se designa por cianose, seguindo-se uma coloracédo
avermelhada devido ao retorno do fluxo sanguineo [73]. Deste modo, o fendmeno de
Raynaud é um dos sintomas mais precoces da SSc, estimando-se que mais de 95% dos
pacientes com esta doenga sofrem do mesmo, e destes 30% acabam por desenvolver
Ulceras digitais [73, 74]. Para além do fendmeno de Raynaud, uma das principais
manifestacdes da SSc € a presenca de anticorpos antinucleares no soro dos doentes.

Como j& referenciado, a SSc é classificada por dois subtipos, sendo estas a forma
limitada e a forma difusa da patologia.

A SSc cutanea limitada (do inglés, limited cutaneous Systemic Sclerosis - SScl) é o
subtipo mais comum, em que ocorre um envolvimento limitado da pele, e um
envolvimento minimo dos 6rgdos internos. Relativamente a pele ocorre o espessamento
desta, confinado a face, aos lados do pescogo, e das extremidades distais até aos cotovelos
e joelhos, ou apenas até aos pulsos e tornozelos. A SScl possui um progndstico
significativamente melhor quando comparado com o progndstico da SSc cutanea difusa, no
entanto a mortalidade é elevada em ambos os subtipos. Tipicamente na SScl existe uma
antecedente e prolongado histérico de fendmeno de Raynaud, por vezes severo e
normalmente associado a ulceracdes digitais e enfarte. Alem disto, existem outras
manifestacGes deste subtipo, incluindo disfuncdo esofagica, calcinose subcuténea,
esclerodactilia que corresponde a deformacgbes ao nivel dos dedos, que futuramente
acabam por adquirir uma contractura fixa em flexdo, e telangiectasia cutanea que
geralmente esta confinada as palmas das méos e ao redor da boca. O conjunto destas cinco
manifestaces sdo normalmente denominados por sindrome de CREST (do inglés,
Cancinosis — Raynaud’s Phenomenon — Esophageal dysfunction — Sclerodactyly —
Telangiectasias). Normalmente sdo necessarios dois dos cinco sintomas para ser
diagnosticada a doenga [75, 76].

A SSc cuténea difusa (do ingés, diffuse cutaneous Systemic Sclerosis - SScd) inicia-
se geralmente com um inchaco simétrico das mdos e dos dedos, que se difunde para os
antebracos, bracos, tronco e extremidades. Numa grande parte dos pacientes o inicio de
edema ocorre logo apds o primeiro episodio do fendmeno de Raynaud, ao contrario do que

acontece na SScl onde o edema tem inicio aquando o fendmeno de Raynaud e tipicamente
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antes do inicio de outros sintomas por varios anos. Dentre estes sintomas, a fibrose cutanea
é menos extensiva na SScl do que na SScd, na qual ocorre apenas o espessamento da pele
nas extremidades distais [71, 75].

Uma vez ja conhecendo os sintomas caracteristicos de ambos os tipos de SSc, torna-
se importante perceber quais as possiveis origens destes sintomas, e € neste sentido que o
proximo ponto aborda a etiologia desta doenga.

C.1.1.2. Etiologia da doenga

Apesar das intensas investigacoes que se tem realizado, as causas que desencadeiam
a SSc prevalecem pouco conhecidas e algumas delas s&o mesmo controversas [77]. No
entanto pensa-se que para o estabelecimento desta doenca é necessario um conjunto de
factores genéticos, factores ambientais e fun¢des imunes anormais [78]. Um estudo
realizado recentemente em individuos do Utah veio a concluir que os factores genéticos
tém um importante papel na SSc, uma vez que a presenca da doenca numa familia confere
um risco significativo a parentes em primeiro grau [79]. No entanto um estudo realizado
em gémeos monozigoticos e dizigoticos veio comprovar que apesar dos factores genéticos
constituirem um componente importante na producdo de autoanticorpos, sdo os factores
ambientais que possuem o papel mais contributivo na doenga [80] . Atualmente aceita-se
que para o estabelecimento da SSc é necessario ocorrer uma interacdo entre os factores
genéticos e os factores ambientais, tendo estes Gltimos um papel crucial e mais importante
[78, 80, 81].

Entre os factores ambientais que parecem potenciar o risco de SSc, constam 0sS
agentes infeciosos (bactérias e virus) e 0s agentes quimicos.

Relativamente aos virus, tem sido abordados com maior detalhe o parvovirus B19 e o
citomegalovirus humano (CMVH). ObservacGes indicaram que a producdo de
autoanticorpos especificos na SSc pode ser devido a uma homologia entre os virus e 0s
alvos dos autoanticorpos (antigénios proprios) que possuem epitopos que partilham
estruturas similares as proteinas de origem viral ou bacteriana, 0 que sugere que este
processo de mimetizacdo molecular pode ter um papel importante na iniciagéo da resposta
dos autoanticorpos a disturbios caracteristicos da SSc [78, 82]. Em favor desta hipotese um
estudo de Dang et al. demostrou que anticorpos contra certas proteinas retrovirais séo

encontrados no plasma de pacientes com SSc [83].
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Num outro estudo, realizado por Ferri et al. verificou-se que o parvovirus B19 estava
presente no plasma de pacientes com SSc, numa percentagem de 4%, ao passo que nos
controlos normais esta percentagem ndo excedia os 0,6% [84]. Os mesmos autores
verificaram posteriormente a presenca de uma elevada percentagem (57%) deste virus na
medula 6ssea de pacientes com SSc, estando porém ausente no sangue, 0 que sugere que a
medula 6ssea desempenha um papel de reservatorio, a partir da qual os parvovirus B19 se
alastram para os tecidos [85]. Evidenciou-se também, em biopsias da pele e em culturas de
fibroblastos da pele, que pacientes infetados com parvovirus B19 exibiam les6es
endoteliais mais severas e mais ativas. Estes achados permitem formular a hipétese de que
existe uma correlacdo direta entre o grau de alteracGes degenerativas de células endoteliais
e 0 grau de expressdo viral, sugerindo que o parvovirus B19 possa desempenhar o papel de
propagar a disfuncao das células endoteliais [86].

O virus CMVH também tem sido correlacionado com a SSc, supondo-se que este
possa desempenhar um papel na patogénese desta doenca, devido a sua capacidade de
infetar células endoteliais, mondcitos/macréfagos e através de citocinas que induzem uma
desregulacdo imune [87]. Num estudo de Ferri et al. foi relatado um caso, no qual uma
mulher apds sofrer uma exposicdo acidental as dguas de esgoto desenvolveu mal-estar,
febre alta, mialgias, linfadenopatias e erupcdes cutaneas. Nas analises detetou-se a
presenca de anticorpos anti-CMVH, o que levou a sugerir que o CMVH poderia ser um
possivel factor desencadeante da infecdo. Ap6s 2 meses a mesma paciente desenvolveu
fraqueza, fendmeno de Raynaud, poliatralgias e lesdes isquémicas na ponta dos dedos,
sendo diagnosticado a paciente SScl. Durante os dois anos seguintes a condi¢éo clinica da
paciente piorou progressivamente devido a Ulceras recorrentes da pele e dos dedos. Assim
sendo, o aparecimento de SSc logo apds um episodio agudo de uma infecdo viral, levou a
sugerir que o CMVH poderia ser um possivel factor desencadeante da doenca [88]. O
papel deste virus na SSc também foi apoiado pelo facto de que os produtos do gene do
CMVH estédo envolvidos na indugdo de fibrose nos fibroblastos dérmicos humanos [87].

N&o sdo apenas as infecBes virais que podem estar na origem da SSc, mas também
como ja foi dito, infe¢Bes bacterianas constituem potenciais desencadeadores desta doenca.
A presenca da Helicobacter pylori tem sido encontrada em aproximadamente 78% dos
pacientes com SSc [89]. Verificou-se que esta bactéria liberta produtos extracelulares

provocando uma resposta imune sistémica e local, que se pensa ser responsavel pelos
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danos ao nivel dos tecidos [90]. A persisténcia de infecdes bacterianas em pacientes com
SSc pode conduzir a lesGes endoteliais e consequentemente a uma microvasculopatia tipica
da doenca [91].

Quanto aos fatores ambientais, atualmente pensa-se que a exposi¢do ao po de silica e
solventes organicos poderé constituir um desencadear da SSc [92, 93].

Concluimos assim, que sdo varias as causas que podem conduzir ao desenvolvimento
desta patologia, contudo é necessario ainda mais conhecimento em termos da etiologia,
mas principalmente ao nivel da patologia. Seguidamente serdo abordadas as varias
hipoteses patoldgicas que estabelecem a ligacdo entre as infe¢des e o desenvolvimento

desta doenga.

C.1.1.3. Hipoteses patologicas

Embora os mecanismos exatos que estdo envolvidos na patologia da SSc ainda nédo
se encontram bem definidos, existem varias hipoteses que tentam elucidar os processos
pelos quais esta doenca se desenvolve. Entre as hipoteses que se conhecem, este capitulo
ird focar o “mimetismo molecular” e 0 microquimerismo.

Tal como ja foi brevemente descrito no ponto anterior, 0 “mimetismo molecular”
consiste num dos mecanismos que conduz a autoimunidade através de anticorpos que séo
autoreativos. Os anticorpos autoreativos, como o proprio nome indica, atacam o hospedeiro
devido a uma homologia existente entre os virus e os alvos dos anticorpos [94]. Por sua
vez, esta homologia pode resultar na apoptose das células endoteliais devido a uma
interacdo destes anticorpos com integrinas a superficie destas células [95]. De facto, as
lesBes das células endoteliais representam o primeiro episédio na patogénese da SSc, e por
sua vez estas normalmente conduzem ao desenvolvimento de placas ateroscleroticas, o que
resulta na diminuicdo do fluxo sanguineo, explicando os sintomas referentes ao fenémeno
de Raynaud [96, 97]. O fendbmeno de Raynaud e a microangiopatia apontam para que
juntamente com as lesGes das células endoteliais, ocorra uma elevada deposicdo de
proteinas da matriz extracelular, principalmente o colagénio, quer a nivel cutdneo ou
visceral. Com o agravamento desta patologia ocorre assim o acometimento de varios
orgdos, frequentemente rins, pulmdes e coracdo, mas também o trato gastrointestinal [97,
98] .
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Por sua vez, o microquimerismo consiste num fenémeno no qual um individuo
possui um baixo nivel de células derivadas de um outro individuo. Estas células
microquiméricas podem permanecer no organismo do hospedeiro por muito tempo e
passarem a residir nos seus tecidos [71]. Dado que a SSc prevalece tal como a maioria das
doengas autoimunes no sexo feminino, estudos tém sido feitos em mulheres. Um desses
estudos demonstra que mulheres ap6s gravidez possuem no seu sangue periférico células
do feto, e que estas células podem permanecer nestas durante muitos anos [99, 100]. Tendo
em conta que células maternas também podem passar para o feto, esta hipotese explicaria a
existéncia da doenca em mulheres ap6s gravidez e em homens. Uma vez presentes num
dado organismo células de um outro organismo, é possivel que devido a factores
ambientais, estas células sejam ativadas e manifestacdes de SSc passem a ser observadas
[77, 78]. Esta ainda descrito que as células Tyd podem intervir contra as células

microquimericas residentes induzindo o seu ataque imunoldgico [101].

C.1.1.4. A fisiopatologia da Esclerose Sistémica

A SSc € caracterizada pelo menos por trés processos patogénicos: dano vascular,
desregulacdo imune, e excessiva deposi¢cdo de colagénio e outras proteinas da matriz
extracelular, na pele e numa série de 6rgdos internos, resultando na fibrose dos mesmos
(figura 8) [66, 67].
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Figura 8 — Esquema geral da fisiopatologia da SSc. A fisiopatologia da SSc pode resultar de
uma predisposicdo genética juntamente com factores ambientais desconhecidos, conduzindo a

alteracdes na via vascular, imunoldgica e fibrotica. Imagem adaptada de [71].

C.1.1.4.1. Danos vasculares

Estudos suportam a hipotese de que alteragdes na vasculatura podem ser o primeiro
alvo na SSc, procedendo a ocorréncia de fibrose em meses ou anos [77]. Normalmente a
primeira manifestacdo ocorre pelo fenémeno de Raynaud, prevendo-se a sua presenca em
cerca de 95% dos pacientes com SSc [73]. O aumento das lesdes vasculares deve-se a um
conjunto de factores (citocinas, toxinas, anticorpos direcionados a células endoteliais, entre
outros) que conduzem a ativacdo da apoptose das células endoteliais, sendo que a nao
reposicéo destas células acarreta danos persistentes ao nivel dos vasos [102]. Por sua vez, a
disfungdo das células endoteliais, conduz ao aumento da permeabilidade vascular devido
ao aumento da expressdo das moléculas VCAM-1 (do inglés, Vascular cell adhesion
protein 1) e ELAM-1 (Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule 1) nestas células,
permitindo a ocorréncia da infiltracdo de células inflamatorias, resultando em danos ao
nivel do endotélio dos vasos [71, 103]. Entre estes danos, destaca-se uma diminui¢do do
limen dos vasos sanguineos e a perda de elasticidade dos mesmos, devido ao
espessamento da camada intima e adventicia que se tornam fibroticas, e que resulta da
ativacdo das células endoteliais, ocorrendo um aumento dos factores de vasoconstricdo em

detrimento dos factores de vasodilatagédo [77, 102]. Por sua vez, o estreitamento dos vasos
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reflete-se em episodios de isquemia tecidual, fibrose, culminando na disfuncdo dos 6rgéos
[104].

Para além do que ja foi referido, estudos reportam o comprometimento da
angiogénese em doentes com SSc. Processo este de formacao de novos vasos sanguineos,
essencial em doentes com SSc, por forma a garantir o fornecimento de oxigénio aos
tecidos [105, 106].

C.1.1.4.2. Desregulacao imune

Embora a ocorréncia de danos vasculares e fibrose sejam as grandes marcas da SSc,
a desregulacdo imune também constitui um factor que contribui para a fisiopatologia da
doenca [107]. De facto, a SSc constitui uma doenca autoimune, na qual ocorre a ativacdo
de linfdcitos e por sua vez a producdo de autoanticorpos, bem como a producéo exacerbada
de citocinas e quimiocinas. Relativamente a producdo de autoanticorpos, verifica a
presenca de 75 a 90% de autoanticorpos antinucleares no sangue periférico de doentes com
esta patologia [99]. Entre estes, encontram-se 0s anti-topoisomerase | (Scl-70), anti-
centromero e anti-RNA polimerase 111, sendo que cada um identifica diferentes subtipos
clinicos da doenca [108]. Os autoanticorpos anti-centromero sdo normalmente mais
associados ao subtipo limitado da doenca, ao passo que 0s autoanticorpos anti-
topoisomerase | e anti-RNA polimerase I1l, normalmente estdo associados ao subtipo
difuso, com pior prognostico da doenca e grande probabilidade de os doentes
desenvolverem fibrose pulmonar e crise renal [102].

Alguns estudos sugerem a presenca de infiltrados de células T, maioritariamente
células T CD4 (T helper) na pele e no sangue periférico de doentes com SSc [109, 110] .
H& mesmo quem defenda que as células T representam o maior componente de células
infiltradas na pele de doentes com SSc, incluindo os subtipos Tap e Tyd que acumulam-se
precocemente na pele e nos tecidos intersticiais dos drgdos alvo, em doentes de SSc,
mesmo antes de qualquer evidéncia de danos vasculares e fibrose tecidular [111-113].

Estudos sugerem que o infiltrado de células T na pele ou no sangue periférico, de
doentes com SSc, exibem predominantemente um perfil tipico das células Th2 [114]. Em
concordancia de uma polarizacdo Th2 no sangue periférico de doentes com SSc, um estudo
com microarrays demonstrou a elevada expressdo de GATA-3, um factor importante de

transcrigdo que conduz a polarizacdo Th2 [114]. Entre as citocinas do tipo Th2, encontram-
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se a interleucina-13 (IL-13) e a interleucina-4 (IL-4), que contribuem para a fibrose via
ativacdo do TGF-B como também por mecanismos independentes deste [115, 116]. A IL-
13 demonstra, em estudos in vitro, potenciar a proliferacdo dos fibroblastos, bem como a
producdo de colagénio [116]. Por sua vez, a IL-4 também potencia a proliferacdo dos
fibroblastos, mas além do colagénio esta estimula a producao de outras proteinas da matriz
extracelular. A IL-4 contribui também para o aumento na infiltracdo de células
mononucleares através do aumento da expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais [117]. E importante referir que embora varias citocinas e quimiocinas estejam
implicadas na indugéo da inflamacgéo e fibrose, ainda néo foi estabelecida nenhuma relagéo
definitiva entre determinadas citocinas e drgéos envolvidos [71] .

C.1.1.4.3. Fibrose dos tecidos

A fibrose consiste na principal e Ultima etapa da SSc, e corresponde a caracteristica
que distingue esta doenca de outras doencas autoimunes. Esta ocorre devido a deposi¢do
excessiva de componentes da matriz extracelular, principalmente o colagénio, mas também
proteoglicanos, elastina e fibronectina. Esta especialmente confinada ao nivel da pele,
pulmdes, trato gastrointestinal e coracdo, aparecendo também em tenddes e ligamentos, o
que pode conduzir a uma significante disfuncdo dos 6rgaos, que esta intimamente ligada a
elevada mortalidade na SSc [77].

Os fibroblastos constituem os principais elementos na producdo e remodelacdo dos
componentes da matriz extracelular. Na SSc, observa-se que apds a ocorréncia de
ferimentos, os fibroblastos encontram-se altamente ativados e por isso produzem
quantidades exacerbadas de colagénio [71, 77]. Contudo, os fibroblastos ndo constituem a
unica fonte de fibrose na SSc. Os miofibroblastos, que se diferenciam a partir dos
fibroblastos, sdo também especializados a produzir componentes da matriz extracelular,
nomeadamente colagénio em grandes quantidades. Estas células, por sua vez sdo a maior
fonte de TGF-B que como ja foi referido possui um papel na inducdo de fibrose [118]. No
entanto, pensa-se que citocinas, quimiocinas (endotelina-1, por exemplo) e factores de
crescimento (factor de crescimento derivado de plaquetas e factor de crescimento do tecido
conjuntivo) possam ser responsaveis por manter continuamente os fibroblastos ativos,

conduzindo constantemente a fibrose tecidual [119].
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C.1.1.5. Relacéo entre a esclerose sistémica e as células Tyd

Alguns grupos de investigacdo relatam achados de células T ativadas, expressando
uma seletiva expansdao dos genes da cadeia V& do recetor das células Tyod, na pele e
pulmdes de doentes com SSc [113, 120]. Esta também descrito que este subtipo de células
T possui a capacidade de destruir células endoteliais, suportando assim o seu papel no
desenvolvimento e manutengdo da SSc [112].

Varios estudos evidenciaram um pequeno aumento no nimero de células Tyd na pele
de pacientes com SSc, quando comparado com a populacdo controlo, sendo no entanto as
diferencas observadas néo estatisticamente significativas [111, 120]. Existem poucos e
conflituosos dados acerca de um possivel envolvimento das células Tyd na SSc. Contudo
parece ser unanime que estas células habitam preferencialmente os locais de inflamacao,
especialmente a pele. Com o agravamento da SSc tudo indica que estas se acumulam com
maior frequéncia nos tecidos e em menor frequéncia no sangue periférico. Um estudo
realizado por Riccieri et al. veio a comprovar que pacientes com SSc possuem uma menor
frequéncia de células Tyd no sangue periférico (2,2%) quando comparado com individuos
controlo (3,5%). Isto pode sugerir que estas células possuem um papel na regulacdo dos
mecanismos de controlo subjacentes a uma resposta imune normal, e portanto a sua
diminuicdo deverd resultar no comprometimento destes mecanismos [121].

Existem evidéncias de que as células Tyd sdo ativadas e recrutadas via moléculas de
adesdo para os tecidos alvos em doentes com SSc e que a citotoxicidade endotelial
mediada por estas células no sangue periférico de doentes com SSc € estatisticamente
maior do que em controlos saudaveis [111, 112, 120]. De facto, as células Tyd possuem
uma morfologia linfoide granular, o que Ihes confere atividade citotoxica através da via
perforina/granzima [122].

A ideia de que as células Tyd podem estar envolvidas na fisiopatologia da SSc, foi
apoiada pelo facto destas células mostrarem induzir a proliferacéo de fibroblastos e sintese
de colagénio, na pele de doentes com SSc, bem como apresentarem efeitos supressivos em
células endoteliais [123].

Apesar das diferengas existentes entre células Tyd de individuos com SSc e controlos
saudaveis, ndo estarem muito bem definidas, sabe-se contudo que células V62" encontram-
se ativadas e aumentadas no sangue periférico de doentes com SSc, sugerindo um possivel

envolvimento na fisiopatologia da SSc [124, 125] .
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C.1.1.6. Expresséao de citocinas em Esclerose Sistémica

As células Taf diferenciam-se em dois subconjuntos principais, Thl e Th2, de acordo
com o perfil de secrecdo de citocinas. O grupo Thl é caracterizado pela producédo das
citocinas envolvidas na resposta imune celular (IL-1, IL-2, IL-12, IFNy e TNFa), ao passo
que o grupo Th2 produz maioritariamente as citocinas da resposta imune humoral (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13). As citocinas do tipo Th1l sdo conhecidas por serem citocinas
pré-inflamatorias, enquanto citocinas Th2 sdo pro-fibroticas [126].

Alguns estudos demonstram haver um desequilibrio entre as respostas Thl e Th2, e
que este desequilibrio pode de algum modo contribuir para a patogénese de doencas
autoimunes, facto este verificado no Lupus Eritematoso Sistémico [127]. Prevé-se que
existe um maior envolvimento da resposta Th2 do que da resposta Thl, e que este
preferencial envolvimento Th2 ¢ apoiado pelos baixos niveis de IFNy encontrados no soro
de pacientes com SSc [128].

O marcador CD27 tem sido correlacionado com a separacdo funcional de subtipos de
células Tyd. Como ja foi referido, prevé-se que cerca de 10 a 30 % das células Tyd ndo
expressam o CD27 e portanto sdo CD27°, enquanto uma percentagem entre 70 a 90% séo
CD27" [44]. Células Tyd CD27" quando ativadas exibem caracteristicas tipicas Thi,
nomeadamente a produgdo de IFNy e TNFa. Pelo contrario, células Tyd CD27" exibem
caracteristicas Th2, tendo sido demonstrado a produgdo de IL-17 por este subtipo. A
citocina IL-17 é conhecida por inibir a angiogénese, bem como promover a proliferacdo
dos fibroblastos, o que leva a considerar que a producdo desta citocina pelas células Tyd
CD27’, podera constituir um papel importante na patogénese da SSc, principalmente nos
primeiros estadios da doenga [129].

Existem assim varios estudos que suportam que a funcdo de diversas citocinas
produzidas pelas células Tyd pode estar intimamente relacionadas com a patogénese da
SSc. Contudo, dados claros ainda ndo sdo evidentes, e por isso novos estudos terdo de ser
feitos.
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Objetivos

Embora j& existam alguns estudos que evidenciam a existéncia de um papel ativo das
células Tyd na SSc, este ainda ndo ¢ totalmente bem compreendido, e resultados dos
diferentes estudos sdo controversos.

Este trabalho teve como principal objetivo, contribuir para um melhor conhecimento
da fisiopatologia da SSc, particularmente através do estudo das células Tyd do sangue
periférico de doentes com SSc.

De forma a alcancar este objetivo fomos:

(i) Quantificar a frequéncia e valor absoluto de células T e células Tyd do sangue
periférico de doentes com SSc e de uma populagéo controlo;

(i)  Quantificar a frequéncia de células Tyo a expressar granzima B e perforina, em
doentes com SSc e numa populacéo controlo;

(ili)  Quantificar a frequéncia de células Tyd nos diferentes compartimentos
funcionais (naive, memoria central, memoria efetora e efetor), em doentes com
SSc e numa populagédo controlo;

(iv)  Quantificar a frequéncia de células Tyd a expressar o reportorio Vy9Vo2, nos
diferentes compartimentos funcionais em doentes com SSc e numa populagédo
controlo;

(v)  Quantificar a frequéncia de células Tyd, a produzir as citocinas 1L-2, IFNy ¢
TNFa, bem como a expressao destas citocinas (dada pela média de intensidade

de fluorescéncia) em doentes com SSc e numa populacao controlo.

Para uma melhor compreenséo acerca do papel desempenhado pelas células Tyd na
SSc, fomos comparar os resultados obtidos, agrupando os doentes com SSc em limitada e
difusa, com base na presenca de fibrose pulmonar ou ulcera digitais e com base na duragédo

da doenca (menos de 1 ano; 1 a 10 anos e mais de 10 anos) desde que foi diagnosticada.
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Material e Métodos

A. Caracterizacao da populacdo em estudo

Neste trabalho, realizado entre Setembro de 2011 e Junho de 2012, foram estudados
dois grupos distintos de individuos: um grupo dos doentes com SSc e um grupo controlo.

O grupo dos doentes afetados pela patologia foi seguido no servi¢co de Reumatologia
do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, e as amostras do sangue periférico destes
doentes, foram recolhidas neste mesmo local. O diagndstico da doenca nos doentes foi
realizado de acordo com os critérios estabelecidos pelo American College of Rheumatology
[130] e a subdivisdo dos mesmos, com SScl ou SScd foi efetuada segundo Le Roy et al.
[131]. Este estudo envolveu 43 pacientes com SSc, dos quais 30 estavam na fase limitada
da doenca (6 do sexo masculino, com uma média de idades igual a 51,8+11,9 anos e 24 do
sexo feminino, com uma média de idades igual a 57,9+13,2 anos) e 13 estavam na fase
difusa da doenga (3 do sexo masculino, com uma média de idades igual a 60,3+11,0 anos,
e 10 do sexo feminino, com uma média de idades igual a 54,5+9,2). Para cada doente,
diversos dados clinicos (tabela 1) foram recolhidos pelo médico reumatologista
responsavel.

Relativamente ao parametro da duragdo da doenca ap6s o diagndstico, é importante
ainda referir que os doentes com SSc foram agrupados em 3 grupos, de acordo com
Corriveau, et al. [132]: 6 doentes inseriram-se no grupo daqueles que apresentam menos de
um ano de duracdo da doenca (inclusive), (Early-Stage) - Grupo 1; 21 doentes, entre 1 e
10 anos de duracdo da doenca (inclusive), (Mid-Stage) - Grupo 2; 16 doentes, com mais
de 10 anos de duracdo da doenca (Late-Stage) - Grupo 3.

Em relacdo ao grupo controlo, as amostras de sangue periférico destes individuos,
foram recolhidas no Centro do Sangue e da Transplantacdo de Coimbra | Instituto
Portugués do Sangue e da Transplantacdo, sendo constituido por 20 individuos (4 do sexo
masculino, com uma média de idades igual a 55,8+9,1anos, e 16 do sexo feminino, com
uma média de idades igual a 51,1+10,1 anos) que ndo apresentavam processo inflamatorio,
nem historia familiar e pessoal de doencas autoimunes, e que se voluntariaram para a
dadiva de sangue para este estudo.

O estudo foi aprovado pela comissdo de ética local e que todos os intervenientes

foram devidamente informados e assinaram o consentimento informado.
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Tabela 1 - Dados clinicos dos doentes com SSc.

Dados clinicos

Duracdo da doenca ap0s o diagndstico (anos) 9,848,1 8,5+9,0
Anticorpos
Anticorpos antinucleares isolados 30,0% (n=9) 0,0%
Anticorpo Scl-70 0,0% 100,0%
70,0%
Anticorpo anti-centrémero (n=21) 0,0%

Espessamento da pele
10,0+6,4 18,8+10,1
(Score de Rodnan modificado)

Ulceras ou histéria 33,3% 53,8%
(n=10) (n=7)
0
Hipertens&o pulmonar 6,7% (n=2) 1(i_42;°
0
Fibrose pulmonar 26,7% (n=8) 6(2_28?

Capacidade de difusédo pulmonar de monoxido de carbono 96.0+19.5 79.5¢19.9

(DLCO)
Proteinuria 0,0% 7,7% (n=1)
Crise renal 0,0% 7,7% (n=1)
Tratamento
Vasodilatadores 100% 100%
IECA 26,7% 30,8%
Corticoides 43,3% 46,2%
Imunosupressores 16,7% 0.0%

(Metotrexato e/ou azatioprina e/ou micofenolato mofetil)
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B. Colheita de amostras e Imunofenotipagem das células do

sangue periférico

No momento da avaliacdo clinica, foram colhidas amostras de sangue periférico de
todos os individuos correspondentes ao grupo dos pacientes com SSc e ao grupo controlo,
para tubos com &cido etilenodiaminotetracético (K3-EDTA) e tubos com heparina-litio.

Através da utilizacdo do sangue periférico em K3-EDTA, procedeu-se a:
caracterizacdo da frequéncia de células Tyd; avaliagdo da atividade citotoxica (granzima B
e perforina) nas células Tyd, e nas suas subpopulagdes TydCD27" e TydsCD27;
caracterizacdo da frequéncia dos compartimentos das células Tyd e expressao das cadeias
variaveis y9 e 82 do TCR (reportério Vy9V62) em cada compartimento (naive, memoria
central, memoria efetora e efetoras). Adicionalmente, o sangue periférico recolhido em
heparina, foi utilizado para a caracterizacdo funcional das células Tyd, avaliando a

producéo das citocinas IFN-y, TNF-a e 1L-2.

B.1. Caracterizacédo da frequéncia de células T e células Tyo

Num tubo de poliestireno, pipetou-se 100uL de sangue periférico, e procedeu-se
seguidamente a marcacdo fenotipica de superficie através do uso de anticorpos
monoclonais, combinados com os diferentes fluorocromos, e que se encontram

representados na tabela 2.

Tabela 2- Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados para
caracterizar a frequéncia de células Tyd e suas subpopulacdes. As quantidades de anticorpos

monoclonais adicionadas correspondem as recomendadas pelos fabricantes.

Anticorpo Monoclonal Fluorocromo Clone Marca Localizacdo

Anti-CD3 Azul do pacifico UCHT1 BD Pharmingen EUA

) Fluoresceina
Anti- y/dTCR o IMMU510  Beckman Coulter Franca
Isotiocianato

Seguidamente homogeneizou-se e o tubo foi colocado a incubar a temperatura

ambiente, durante 10 minutos no escuro (protegido da luz), de forma a criar condigdes
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6timas de ligacdo dos anticorpos a superficie das células, e evitar potenciais perdas de
fluorescéncias pelos fluorocromos conjugados a estes. Decorrido este tempo, adicionou-se
2 mL de solucdo lisante, FACS Lysing (BDBiosciences, Sdo José, EUA), com uma
diluicdo de 1:10 em &gua destilada. Apos agitar no vortex, incubou-se a solu¢cdo novamente
durante 10 minutos e sob as mesmas condi¢Oes, com a finalidade de se efetuar a lise dos
eritrécitos e ocorrer a fixagdo das membranas dos leucocitos. Adicionalmente 0s anticorpos
monoclonais que ndo se ligaram a superficie das células foram eliminados pela realizacao
de uma centrifugacdo (1500rpm, 5 min) na centrifuga Kubota-Corporation (modelo 5910,
Téquio, Japdo), seguindo-se a rejeicdo do sobrenadante e posterior lavagem através da
adicéo de solugdo tampéo salina de fosfacto (PBS, pH7,4, Gibco BRL-Life Techonologies,
Vienna, Austria), numa diluicdo de 1:10 em &gua destilada, centrifugacdo e aspiracdo do
sobrenadante (repetiu-se duas vezes a lavagem com PBS). Por fim, ressuspendeu-se as

celulas em 250 pL da mesma solugdo tampao.

B.2. Caracterizacdo da frequéncia das células Tyo e reportério Vy9Vvo2
nos diferentes compartimentos funcionais (naive, memoria e efetor)

Pipetou-se 250 pL de sangue periférico para um tubo de poliestireno e procedeu-se a
marcacdo com anti-TCRVS2 (tabela 3). Seguidamente, e apds agitar no vortex, a solugdo
foi incubada por 20 minutos, protegida da luz e a temperatura ambiente, por forma a
garantir as condicBes 6timas de ligacdo do anticorpo a superficie das células e evitando a
perda de fluorescéncia pelo fluorocromo conjugado ao anticorpo em questdo. Decorrido
este tempo lavou-se com PBS e pipetou-se anti-TCRVy9 (tabela 3), sendo que apds
agitacdo das células no vortex, a solucdo incubou novamente 20 minutos. Posteriormente
realizou-se uma nova lavagem das células através da adicdo de 2 mL de PBS,
centrifugacdo (1500rpm, 5 min) e aspiracdo do sobrenadante. Seguidamente foram
adicionados os restantes anticorpos monoclonais representados na tabela 3, agitou-se no
vortex e incubou-se por 10 minutos. Realizou-se duas lavagens das células, pela adicdo de
2 mL de PBS, centrifugacdo (1500rpm, 5 min) e aspiracdo do sobrenadante. Por fim as
celulas foram ressuspendidas em 250uL de PBS.
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Tabela 3 -Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados na
caracterizacido da frequéncia dos compartimentos funcionais das células Tyd e reportdrio
Vy9Vé2. As quantidades de anticorpos monoclonais adicionadas correspondem as recomendadas
pelos fabricantes.

Anticorpo Monoclonal Fluorocromo Localizacdo

Fluoresceina

anti-TCRV$2 o B6 BD Pharmingen EUA
Isotiocianato
anti-TCRVY9 Ficoeritrina B3 BD Pharmingen EUA
anti-CD3 Azul do pacifico UCHT1 BD Pharmingen EUA
Laranja do o
anti-CD8 ) RPA-T8 BD Bioscienses EUA
pacifico
Ficoeritrina Beckman
anti-CD27 o 1A4CD27 EUA
Cianina 5 Coulter
anti-CD45RA Aloficocianina HI1100 BD Pharmingen EUA
Aloficocianina o
anti-CD4 s SK3 BD Bioscienses EUA

B.3. Caracterizacéo da frequéncia de células Tyd, e suas subpopulagoes
(TydCD27" e TydCD27"), a expressar granzima B e perforina

Pipetou-se para um tubo de poliestireno 250 pL de sangue periférico e
adicionalmente foram adicionados os marcadores de superficie que se encontram
representados na tabela 4, a excecdo de anti-granzima B e de anti-perforina.

Ap6s homogeneizacdo no vortex, a incubou-se durante 15 minutos, protegido da luz
e a temperatura ambiente, por forma a garantir as condi¢des Otimas de ligacdo dos
anticorpos a superficie das células e evitando a perda de fluorescéncia pelos fluorocromos
conjugados a estes. Seguidamente adicionou-se 2 mL de solu¢do tampdo salina de fosfacto
(PBS, pH7,4, Gibco BRL-Life Techonologies, Vienna, Austria) numa diluicdo de 1:10 em
agua destilada, para lavagem e centrifugou-se (1500rpm, 5 min) na centrifuga Kubota-
Corporation (modelo 5910, Toquio, Japdo). Apos se descartar o sobrenadante, as células
foram fixadas e permeabilizadas com 200uL de solugdao 1 (Kit Intraprep, Beckman

Coulter, Brea, CA, EUA) e incubou-se novamente por 15 minutos. Findo este tempo, fez-
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se uma lavagem através da adi¢do de 2 mL de PBS, centrifugacdo (1500rpm, 5 min) e
aspiracdo do sobrenadante. Continuamente procedeu-se a adigdo de 200uL de solugdo 2
(Kit Intraprep, Beckman Coulter, Brea, CA, EUA), agitou-se intensamente no vortex e
apos incubacdo durante 2 minutos, adicionou-se 0s restantes anticorpos monoclonais da
tabela 4, anti-granzima B e anti-perforina.

ApoGs agitacdo no vortex, incubou-se durante 20 minutos e findo este tempo
adicionou-se 2 mL de PBS, centrifugou-se (1500rpm, 5 min) e aspirou-se o sobrenadante
(repetiu-se a lavagem por mais duas vezes). Por fim ressuspendeu-se a amostra em 250 puL
de PBS.

Tabela 4 - Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados para avaliar
a atividade citotéxica das células Tyd e suas subpopulacdes. As quantidades de anticorpos

monoclonais adicionadas correspondem as recomendadas pelos fabricantes.

Anticorpo Monoclonal Fluorocromo Localizacdo
anti-CD3 Azul do pacifico UCHT1 BD Pharmingen EUA
Laranja do o
anti-CD8 o RPA-T8 BD Bioscienses EUA
pacifico
Ficoeritrina Beckman
anti-CD27 o 1A4CD27 EUA
Cianina 5 Coulter
) Ficoeritrina Beckman
anti-CD56 o N901(NKH-1) Franca
Cianina 7 Coulter
anti-y/6TCR Aloficocianina Bl BD Pharmingen EUA
Aloficocianina o
anti-CD4 Ho SK3 BD Bioscienses EUA
Anti-Granzima B Ficoeritrina CLB-GB11 BD Pharmingen EUA
) ] Fluoresceina Beckman
Anti-Perforina o 8G9 Franca
Isotiocianato Coulter
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B.4. Caracterizacéo das células Tyo, produtoras de citocinas

B.4.1. Estimulacéo in vitro de linfocitos T

Para a quantificagdo das citocinas IFNy, IL-2 e TNFa, produzidas pelas células Tyo,
as células foram estimuladas in vitro, adicionando 500 pL de RPMI-1640 (Gibco;
Painactive SLEyY, Escdcia, Reino Unido) suplementado com 2 mM L-glutamina, a 500 pL
do sangue periférico. Seguidamente adicionou-se a este meio 10 pg/mL de Brefeldina A
(Sigma, Saint Louis, MO, EUA), 50 ng/mL de acetato de forbol de miristato (PMA,
phrobol 12-myristate 13-acetate) (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e 1 pg/mL de
lonomicina (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Incubou-se em ambiente humido e estéril

durante 4 horas, a uma temperatura de 37°C e a uma concentracao de 5% de CO..

B.4.2. Marcacao intracitoplasmatica das citocinas em estudo

Apbs as 4 horas de incubacado, seguiu-se a marcacao intracitoplasmatica das citocinas
a estudar nas células Tyd. Para tal, pipetou-se para 3 tubos de poliestireno 250 uL do
sangue periférico estimulado em B.4.1., tendo-se adicionado de seguida os anticorpos anti-
CD3 e anti-CD8 conjugados com os respetivos fluorocromos, listados na tabela 5.

Seguidamente, e apds homogeneizacao dos tubos no vortex, estes foram colocados a
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. Ap6s os 10
minutos de incubacéo, adicionou-se, a cada tubo, 200 pL da solugéo 1 do Kit de fixacdo e
permeabilizacdo Intraprep ((Kit Intraprep, Beckman Coulter, Brea, CA, EUA), de forma a
fixar os leucocitos. Depois disto, homogeneizou-se no voértex e os tubos foram novamente
a incubar por mais 10 minutos sob as condic¢des previamente ditas.

Posteriormente seguiu-se a lavagem da amostra em ambos os tubos, pela adigéo de 2
mL de tampéo fosfacto-salino (PBS, phosphate buffered saline) (Dulbecco 1x, Biochrom
Ag, Berlim, Alemanha), seguido de uma centrifugacdo (1500rpm, 5 min) na centrifuga
Kubota-Corporation (modelo 5910, Téquio, Japdo). Rejeitou-se o sobrenadante, por forma
a eliminar os anticorpos monoclonais que ndo marcaram. A cada tubo foi adicionado 200
ML da solucéo 2 do Kit de fixacdo e permeabilizacdo Intraprep (Fix & Perm ® - Cell
Permeabilization Kit; Invitrogen ™; Austria) de forma a se permeabilizar as membranas

dos leucdcitos e a efetuar a lise dos eritrocitos, tendo-se depois homogeneizado no vortex.
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Seguidamente adicionou-se os restantes anticorpos monoclonais representados na tabela 5,
sendo o meio homogeneizado depois no vortex, e incubado durante 10 minutos sob as
mesmas condicBes previamente ditas. Cessado este tempo lavou-se duas vezes as células
com PBS, centrifugou-se (1500rpm, 5 min) e aspirou-se o sobrenadante. Por fim as células

foram ressuspendidas em 250uL de PBS.

Tabela 5- Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados na
caracterizacao funcional das células Tyd. As quantidades de anticorpos monoclonais adicionadas

correspondem as recomendadas pelos fabricantes.

Anticorpo Monoclonal Fluorocromo Clone Marca Localizacdo
Anti-CD3 Azul do pacifico UCHT1 BD Pharmingen EUA
Laranja do o
anti-CD8 . RPA-T8 BD Bioscienses EUA
pacifico

) Isotiocianato de .
Anti-1FN-y i 4S.B3 BD Pharmingen EUA
fluoresceina

Isotiocianato de )
Anti-1L-2 . 4S.B3 BD Pharmingen EUA
fluoresceina

) Isotiocianato de )
Anti-TNF-a ) MAb11 BD Pharmingen EUA
fluoresceina

C. Agquisicdo das amostras no citdmetro de fluxo e analise dos

resultados

A aquisicdo da amostra, por forma a avaliar a expressdo dos marcadores celulares,
foi realizada no citbmetro de fluxo FACSCantoll (BDB, Sédo José, EUA), que utiliza trés
lasers (laser diodo, laser de estado sélido e laser de Hélio-Néon) e possibilita a analise até
8 cores (8 fluorescéncias) simultaneamente. A aquisicdo das amostras foi realizada com a
aplicacdo informatica FACSDiva (BDB, San José, EUA), com aquisicdo minima de
200.000 células por amostra, dado que a populagdo de células Tyd é pouco representada no
sangue periferico.

A analise dos resultados foi efetuada atraves do software Inficinity (Cytognos,

Espanha) e os valores absolutos, representados em célula por puL de sangue (Cel/uL),
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foram calculados através de um analisador hematologico (Coulter ACTdiff2, Beckman

Coulter). Para as diversas analises foram utilizadas diferentes estratégias.

C.1. Quantificaciao das células Tyo e suas subpopulacoes

Para a quantificagdo das células Tyd, estas foram selecionadas tendo em
consideracdo os seguintes pontos: expressam CD3 nas suas membranas; apresentam um
TCR formado por uma cadeia y e uma cadeia d; as células Tyd tém uma alta expressao de

CD3. A figura 9 demonstra como foi realizada a identifica¢do destas células.
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Figura 9 — Representacio grafica da estratégia utilizada, para identificacio das células Tyd.

(1) Identificacdo dos linfocitos — amarelo; (2) Identificagdo dos linfécitos CD3 — vermelho; (3 e 4)

Identificacdo dos linfocitos Tyd — verde.

C.2. Quantificacdo dos diferentes compartimentos funcionais das células

Tyd e respetivos reportorios Vyove2

Para a quantificacdo da frequéncia dos compartimentos de memdria, inicialmente
foram tidos em consideragdo os pontos abordados em C.1. Seguidamente, através da
expressdo de CD27 e CD45RA foram identificados e quantificados os diferentes
compartimentos das células Tyd: naive (CD27°/CD45RA"); memoria central

49



Material e Métodos

(CD277/CD45RA"); memoria efetora (CD27/CD45RA)); efetor (CD27°/CD45RAY). Para
cada um destes compartimentos, sucedeu-se a quantificacdo das células que expressam
Vy9 e V52, originado 4 fenotipos diferentes:Vy9 Va2 VyoVa2': Vy9'va2™; Vy9oves2.

A figura 10 ilustra como foram obtidos estes parametros.

1E

[EEY
1E5

al

N

1E4
I
1E4
ul

1E3
al

1E3
I

VY9:FITC-A LOGICAL

-1€2 0 1E2

-1E2 2 1E2

CD27 PC5:PerCP Cy5-5-A LOGICAL

™ T T e | T
0 12 1E3 1E4 1E5

1 11 1E2 1E3 12 1E5

CD45RA:APC-A LOGARITHMIC V62:PE-A LOGICAL

Figura 10 - Representacdo gréafica da estratégia utilizada, para avaliacdo dos compartimentos
de memoria das células Tyd e respetivos repertorios. (1) células naive — amarelo, memoria
central — azul, memdria efetora —verde, células efetoras — vermelho; (2) Vy9*V&2" - verde, Vy9
V82" - azul, VY9'V82™ - vermelho, Vy9'V32 - roxo.

C.3. Quantificagdo das moléculas relacionadas com a citotoxicidade

celular, granzima B e perforina das células Tyo

Para a quantificacdo da producdo destes granulos citotoxicos produzidos pelas
células Tyd, inicialmente foram tidos em consideracdo os pontos abordados em C.1, bem
como também o facto da maioria das células Tyd serem duplamente negativas para 0s
marcadores CD8 e CD4. Seguidamente foi avaliada a expressao de granzima B e perforina
para a populacdo de células Tyd e subpopulagdes Tyd CD27" e Tyd CD27, através da
percentagem de células positivas para cada marcador. A figura 11 exemplifica como foram

obtidos estes parametros.
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Figura 11- Representacdo grafica da estratégia utilizada, para avalia¢do da citotoxicidade das
células Tyd. (1) Identificagdo dos linfécitos Tyd (CD4'CD8) — verde; (2) ldentificacdo das
subpopulacdes de linfocitos Tyd (TySCD27 e TySCD27") — roxo e azul, respetivamente; (3)
Identifica¢do dos linfocitos Tyd que marcam granzima B — roxo; (4) Identificacdo dos linfdcitos

Tyd que marcam perforina — laranja.

C.4. Quantificacdo da producao de citocinas pelas células Tyo

As células Tyd foram avaliadas do ponto de vista funcional, relativamente a
capacidade destas células expressarem as citocinas IL-2, IFNy e TNFa, apos terem sido
estimuladas in vitro. Para a quantificacdo da producédo destas citocinas, inicialmente foram
tidos em consideracdo os pontos abordados em C.1, para primariamente identificar as
células Tyd. Seguidamente foi avaliada a expressdo das diferentes citocinas, atraves das
respetivas frequéncias e intensidades médias de fluorescéncia (MIF). A figura 12 ilustra
como foi realizada a identificacdo das celulas Tyd a produzir as citocinas em estudo.
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Figura 12 - Representacdo grafica da estratégia utilizada, para a identificacdo da producao

das citocinas em estudo. (1) IFNy — roxo; (2) IL-2 — azul; (3) TNFo — laranja.

D. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software Statistical Package for
Social Sciences 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA), utilizando o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney U. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo e mediana e as

diferengas foram consideradas estatisticamente significantes quando o p-value foi inferior a

0,05.
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Resultados

A. Quantificacdo de células T e Tyd no sangue periférico

A.l. Frequéncia e valor absoluto das células T e Tyd do sangue periférico de
doentes com Esclerose Sistémica, de acordo com o subtipo da doenga, presenca ou
auséncia de fibrose pulmonar e episodios de Ulceras digitais.

Pela anélise da tabela 6, verificou-se que a frequéncia (%) e valor absoluto (cel/uL)
de células T e células Tyd, encontravam-se diminuidos em doentes com SSc,
independentemente do subtipo de doenga. Os valores de células Tyd parecem aproximar-se
mais dos valores normais na presenca de fibrose pulmonar e de episddios de Ulceras
digitais. Ocorre uma diminuigdo significativa da frequéncia de células T e Tyd no grupo

com mais de 10 anos de duracédo da doenca.
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Tabela 6 — Frequéncia (%) e valor absoluto (cel/pL) de células T e células Tyd, do sangue periférico da populagéo controlo e nos doentes com

SSc. Os resultados estdo expressos como média * desvio padrdo da frequéncia de células T na celularidade total e de células Tyd no total de células T.

Os doentes foram subdivididos de acordo com o subtipo de SSc, presenca ou auséncia de fibrose pulmonar ou episddios de Ulceras digitais, e duracéo da

doenca, em anos (Grupo 1- grupo de doentes com menos de 1 ano de duracdo da SSc, inclusive. Grupo 2- grupo de doentes com duragdo da SSc entre 1
e 10 anos, inclusive; Grupo 3- grupo de doentes com mais de 10 anos de dura¢do da SSc).

Subtipo de SSc Fibrose Pulmonar

Controlo Difusa Limitada Presenca Auséncia Presenca Auséncia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

= (n=6) (n=21) (n=16)

(=2, (n=13) (n=30) (n=16) (n=27) (n=17) (n=26)

<1 >1-<10 >10

© 16,00+5,940 | 11,20+3,840° | 13,60+7,190 | 12,30+5540 | 13,20+6,940 | 11,60+3,400° | 13,60+7,550 | 13,10+6,850 | 12,10+6,040 | 13,90+6,980°
|_o
<
=
83 1151+414,9 1015+343,4 | 1080+672,3 | 1041+457,1 | 1072+661,8 | 985,3+311,1 1103+697,7 | 1317+560,7 | 942,4+5355 | 1126+656,4
B
wlo | 5170+6,290 | 3,220+3,440 | 3,550+3,470 | 3,790+4,280 | 3,220+2,800 | 4,530+4,410 | 2,810+2,580° | 3,120+2,380 | 4,000+3,980 2,750+2,870 °
=[O
&
=
=
8§ 61,71+80,41 | 30,54+32,70 | 24,95+35,34 | 34,08+39,55 | 32,21+31,13 | 39,42+39,87 | 30,17+30,76 | 34,47+26,43 | 38,26+42,45 | 26,08+21,36
=
(]

As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05:

45Sc difusa versus Controlo; ® Presenca de Glceras digitais versus Controlo;® Auséncia de Glceras digitais versus Controlo; ¢ >10 anos versus Controlo.
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B. Quantificagdo das células Tyd nos diferentes compartimentos

funcionais (naive, memoria e efetor) do sangue periférico

B.1. Frequéncia das células Tyd nos compartimentos funcionais, de acordo com
0 subtipo de Esclerose Sistémica

Pela andlise da figura 13, constatou-se que doentes com SSc (ambos 0s subtipos,
difusa e limitada) apresentam maior frequéncia de células Tyd naive e efetoras, a custa da
diminuicdo de células memdria central e memdria efetora, quando comparado com a
populacdo controlo. Esta diminui¢do dos compartimentos de memoria € mais evidente na
SScl.

B.2. Frequéncia das células Tyé nos compartimentos funcionais, de acordo com
a presenca ou auséncia de fibrose pulmonar em doentes com Esclerose Sistémica

A anélise da figura 14 permitiu constatar que pacientes com fibrose pulmonar
apresentam uma frequéncia aumentada de células Tyd naive e memoria efetora associada a
uma diminuicdo de células memdria central, quando comparado com doentes sem fibrose

pulmonar.

B.3. Frequéncia das células Tyd nos compartimentos funcionais, de acordo com
a presenca ou auséncia de episodios de ulceras digitais, em doentes com Esclerose
Sistémica

Pela andlise da figura 15, verificou-se um aumento da frequéncia do compartimento
memoria efetora em detrimento do compartimento efetor em doentes de SSc com episodios
de Ulceras digitais, quando comparado com doentes que ndo apresentam episédios de
Ulceras digitais.

Significancias estatisticas sdo verificadas para a populacdo naive e memoria efetora,
em doentes que ndo apresentam episodios de Ulceras digitais, em compara¢do com 0 grupo

controlo.

B.4. Frequéncia das células Tyd nos compartimentos funcionais, de acordo com
a duracao da Esclerose Sistémica
Analisando os diferentes compartimentos funcionais das células Tyd de acordo com a

duracdo da doenca, figura 16, foi possivel constatar que doentes com a doenca hd mais de
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10 anos apresentaram uma maior frequéncia de células efetoras a custa da diminuicdo de

células memdria central, comparando com doentes com a doencga ha menos de 1 ano.

Controlo SSc Difusa SSc Limitada

a
16.61 %

Compartimentos de memoria
E] Naive

[] Memoéria Central

] Meméria Efetora

D Efetor

17.16%

Figura 13 - Representacdo grafica da frequéncia dos compartimentos funcionais das células
Tyd, na populagdo controlo e nos diferentes subtipos de SSc. As diferengas estatisticamente
significativas foram consideradas quando o p value < 0,05: ® Difusa versus Controlo; ° Limitada

versus Controlo.

Controlo COM SEM
Fibrose Pulmonar Fibrose Pulmonar

Compartimentos de meméria
[:] Naive

[[] Meméria Central

[T Memoria Efetora

[] Efetor

Figura 14 - Representacdo gréafica da frequéncia dos compartimentos funcionais das células
Tyd, na populacdo controlo e em doentes com SSc, na presenca e auséncia de Fibrose
Pulmonar. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value <

0,05:  Auséncia de Fibrose Pulmonar versus Controlo; ° Presenca de Fibrose Pulmonar versus

Controlo.
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Controlo oM _ SEM
Ulceras Digitais Ulceras Digitais

a
16,67 % Compartimentos de memoria

[j Naive
[[] Meméria Central
Memoéria Efetora

[ Efetor

Figura 15 - Representacdo grafica da frequéncia dos compartimentos funcionais das células
Tyd, na populacdo controlo e em doentes com SSc, na presenca e auséncia de episodios de
Ulceras Digitais. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p

value < 0,05: # Auséncia de Ulceras Digitais versus Controlo.

Duracido da doenca

Controlo

>1 e <10 anos >10 anos

Compartimentos
[:] Naive

[[] Memoria Central
[7] Meméria Efetora

D Efetor

Figura 16 - Representacdo gréafica da frequéncia dos compartimentos funcionais das células
Tyd, na populacdo controlo e nos doentes com SSc agrupados de acordo com a duracéo da
doenca, em anos. As diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p

b

value < 0,05: ® 1 <10 anos versus Controlo; ® >10 anos versus Controlo.
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C. Quantificacdo do reportério Vy9Vo2 nos diferentes compartimentos

funcionais das células Tyd, do sangue periférico

C.1. Frequéncia do reportorio de células Tyd nos diferentes compartimentos
funcionais, de acordo com o subtipo de Esclerose Sistémica

A tabela 7 representa a frequéncia do reportorio das regides variaveis da cadeias y ¢
da cadeia 6 do TCR, sendo que sdo mais utilizadas as Vy9 e V52, em cada compartimento
funcional (naive, memoria e efetor) destas células, na populacdo controlo e em doentes
com SSc.

Pela andlise dos resultados verificou-se que na populacdo controlo, o0s
compartimentos memoria central e memoria efetora sdo formados maioritariamente pelo
reportério Vy9'V82", enquanto os compartimentos naive e efetor sdo maioritariamente
formados pelo reportorio Vy9'V62". De uma maneira geral ndo parecem ocorrer alteragdes
muito significativas na frequéncia dos diferentes reportérios em SSc, embora pareca haver
um aumento da frequéncia de células Vy9'V82™ no compartimento efetor e de Vy9'V82™ no

compartimento de memoria efetora em SScd.

C.2. Frequéncia do reportorio de células Tyd nos diferentes compartimentos de
memoria, de acordo com a presenca de fibrose pulmonar e episddios de Ulceras
digitais

Através da analise da tabela 8 verificou-se na presenca de fibrose pulmonar ou de
episodios de Ulceras digitais, uma diminuigdo de células Vy9'V42™ nos compartimentos

memdria efetora e efetor.

C.3. Frequéncia do reportorio de células Tyo nos diferentes compartimentos
funcionais, de acordo com a duracgao da doenca

Da anélise da tabela 9 observou-se em doentes cuja doenca foi diagnosticada ha mais
de 10 anos um aumento do reportério Vy9'Vé2  em todos os compartimentos, quando
comparado com doentes cuja doenca foi diagnosticada ha menos de 1 ano, e que exibem

predominantemente um reportdrio Vy9'vé2* e Vy9o Va2,
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Tabela 7 - Frequéncia (%) do repertério de células Tyd nos diferentes compartimentos

funcionais, no sangue periférico da populagdo controlo e nos doentes com SSc. Os resultados

estdo expressos como média £+ desvio padrdo da frequéncia células Tyd no total de células T. Os

doentes foram subdivididos de acordo com o subtipo de SSc.

Controlo
(n=20)
(n=13) (n=30)

% V y9'V 82 20,7423,2 9,648,612 14,0£19,1

© % VY9V 2* 0,37+1,09 2,3945,30 1,7345,82

§ % Vy9'V 52" 29,3+32,7 36,7+38,7 26,9+28,5

% VY9V 82 49,6+29,6 51,2437,2 57,3+34,6

= % VY9V 62 3,725,58 5,63+7,57 5,41+10,5
% % VY9V §2* 0,06+0,12 1,76+5,19 4,27+17,3°

;g % Vy9'V 52" 70,7+22,4 64,4+29,2 54,7+33,7

E %E’ % VY9V 82 25,6224 28,2422,6 32,3+28,5
E o % VY9V 62 3,40+3,79 2,32+2,49 5,41+10,5
- é % VY9V 2* 0,33+0,70 3,63x11,4 427173
;g % Vy9'V 52" 64,7+31,1 73,9+32,6 65,7+29,6

%E’ % VY9V 82 31,5+29,4 20,2+24,7 24,6+26,3

% VY9V 62 17,4424,3 12,2+13,8 11,0+£16,8

. % VY9V a2° 0,54+2,16 1,562,802 3,88+12,4

E % Vy9'V 52" 31,1+34,6 24,7+38,8 35,6+38,1

% VY9V 82 51,0+£36,7 61,5+36,5 49,5+37,3

As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05:

33Sc difusa versus Controlo ; ® SSc limitada versus Controlo.
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Tabela 8 - Frequéncia (%) do reportério de células Tyd nos diferentes compartimentos
funcionais, no sangue periférico da populagdo controlo e nos doentes com SSc. Os resultados
estdo expressos como média £+ desvio padrdo da frequéncia células Tyd no total de células T. Os

doentes foram subdivididos de acordo com a presenca ou auséncia de fibrose pulmonar, e

ocorréncia ou ndo de episodios de Ulceras digitais.

Controlo — -

Presenca Auséncia Presenca Auséncia
(n=20)

(n=16) (n=27) (n=17) (n=26)
% Vy9'V2 | 20,7423,2 10,2+14,9 14,3+18,1 9,54+14,8° 14,9+18,2
° % Vy9Va2t | 0,37+1,09 3,48+7,05 1,04+4,62 3,236,81 1,08+4,73
§ % Vy9'V2' | 29,3+32,7 31,7+36,1 28,3+29,0 36,4+36,4 25,3+27,6
% VyOVa2 | 49,6+29,6 54,6+36,4 56,3+34,8 50,9+36,2 58,7+34,5
- % Vy9'V32 | 3,724558 5,49+6,86 ¢ 5,46+11,0 4,41+6,83 6,10+11,1
% % VY9V a2t | 0,06+0,12 8,58+24,4 0,93+4,48 7,80+23,5 1,04+4,57
:g % VY9’V a2t | 70,7£224 50,4+37,5 61,1+29,5 60,4+36,6 55,6+30,3
E- %E’ % VYy9Ve2 | 2564224 36,2+31,3 28,5+24,2 28,0+28,5 32,9+26,0
;% o % Vy9'V 2 | 3,40£3,79 4,32+6,84 4,64+10,1 3,22+6,57 5,30+10,3
- % %Vy9V2' | 033+0,70 | 10,1#256° | 093+4,48° | 9,29+247 1,01+4,58
:g % Vy9'V2 | 6474311 66,4+39,7 68,9+25,0 72,1+39,2 65,7+24,2
%E’ % VyOVa2 | 3154294 19,2+23,8 25,5+26,6 15,4422,7 28,0+26,4
% VYy9'Ve2 | 17,4243 15,9+20,4 8,98+12,8 13,2+18,5 10,2+14,4
8 %Vy9Ve2' | 054#2,16 | 7,17#17,3° | 1,16+3,21 | 6,60+16,6 % | 1,22+3,27
§ % VYo'V | 31,1+34,6 37,2+44,8 30,0+34,9 42,9+42,3 26,3+34,9
% Vy9Va2 | 51,0£36,7 39,7+36,4 59,8+36,2 37,2+35,1 62,2+35,6

As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05:

2 Auséncia de fibrose pulmonar versus Controlo; ® Presenca de fibrose pulmonar versus Controlo; ©
Auséncia de fibrose pulmonar versus Presenca de fibrose pulmonar; ¢ Presenca de Glceras digitais
versus Controlo.
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Tabela 9- Frequéncia (%) do reportério de células Tyd nos diferentes compartimentos

funcionais, no sangue periférico da populacdo controlo e nos doentes com SSc. Os doentes

foram subdivididos de acordo com a duracéo da doenca, em anos: Grupo 1- grupo de doentes com

menos de 1 ano de duracédo da SSc, inclusive. Grupo 2- grupo de doentes com duracdo da SSc entre

1 e 10 anos, inclusive; Grupo 3- grupo de doentes com mais de 10 anos de duracgdo da SSc.

Controlo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(n=20) (n=6) (n=21) (n=16)
<1 >1-<10 >10
% Vy9'Va2 | 20,7+232 16,4+22,2 13,4+19,2 10,4+10,6
o | »VYYVE2 | 037100 4,08+9,12 ¢ 2,41%6,15 0,08+0,19
:‘z% %Vy9Vart| 293%327 49,9+42.4 26,1+28,4 25,8+29,6
%VYyOVa2 | 49,6+29,6 29,7+30,7 ° 58,1+34,5 63,7+34,4
— | %Vy'Ver | 3721558 3,36%4,69 4,87+8,93 7,48+12,5
% %Vy9Va2t | 0,06+0,12 17,0+37,8°2 2,08+6,02 0,02+0,02
;g % VY9V | 70,7+22.4 72,8+41,3 60,6+29,0 451+325°
E é %VYIVe2 | 2564224 8,46+7,54 31,3+26,9 41,1427,0
;:: s | %V Y9V 82 | 3404379 3,44+4,71 3,67+7,64 6,51+12,5
- é %Vy9Va2 | 0,33+0,70 17,0+37,9°¢ 3,07+9,37 0,02+0,01
;g %Vy9Var | 647+311 64,9+46,5 64,6+28,9 75,4257
é %VYIVe2 | 3154294 14,8+30,1 28,6+26,9 18,1+20,8
%VyVoy | 1744243 8,82+9,16 10,9+13,0 13,3+22,5
@ | %Vy9ver | 054+2,16 12,2427,0° 1,763,807 1,66+3,78°
o
“§ %Vy9'Vart| 31,1346 49,4+48 1 29,9+36,2 29,2+38,4
%VYy9Vs2 | 51,0£36,7 29,6+38,4 57,4+33,5 55,8+41,4

As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05:

4 <1 anos versus Controlo; b >1-<10 anos versus Controlo; ©>10 anos versus Controlo; 9<1 ano

versus >10
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D. Quantificacdo da expressao de granzima B e perforina das células Tyd,

do sangue periférico

D.1. Frequéncia de células Tyo a expressar granzima B e perforina, em
Esclerose Sistémica Difusa e Limitada.

Pela analise da figura 17 verificou-se que a frequéncia de células (Tys, Tyd CD27"e
Tyd CD27) a produzir granzima B e perforina, é em geral superior em doentes com SSc,
maioritariamente no subtipo limitado da doenga, quando comparado com a populagdo
controlo. Obteve-se significancia estatistica para todos os tipos de células a produzir
granzima B.

Como seria expectavel, sdo as células Tyd CD27", que compreendem as células com
fendtipo de memodria efetora e efetor, que tem um perfil mais citotdxico, traduzido pelo

aumento da frequéncia de células a expressar quer perforina quer granzima B.

D.2. Frequéncia de células Tyo a expressar granzima B e perforina, na presenca
e auséncia de fibrose pulmonar em doentes com Esclerose Sistémica

Do mesmo modo, como observado para os subtipos de SSc, verifica-se pela figura
18, que a frequéncia de células (TyS, Tyd CD27%e Tyd CD27) a produzir granzima B e
perforina é superior em doentes com SSc, quer estes apresentem ou nao fibrose pulmonar,
quando comparado com a populagdo controlo. No entanto, a frequéncia de células Tyo, a

expressar perforina é superior em doentes com fibrose pulmonar.

D.3. Frequéncia de células Tyo a expressar granzima B e perforina, na presenca
e auséncia de episodios de Ulceras digitais em doentes com Esclerose Sistémica

Pela divisdo dos doentes SSc que apresentam ou ndo episddios de Ulceras digitais,
observa-se pela figura 19 que tal como no caso de fibrose pulmonar, a frequéncia de
células (TyS, Tyd CD27%e Tyd CD27) a produzir granzima B e perforina é mais elevada
em doentes com SSc, quando comparado com a populacdo controlo. No entanto, a
frequéncia de células Tyd, a expressar perforina, ha semelhanca do observado na presenca
de fibrose pulmonar, é superior em doentes com Ulceras digitais, principalmente na

subpopulagdo CD27".
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D.4. Frequéncia de células Tyd a expressar granzima B e perforina, de acordo
com a duracgéo da Esclerose Sistémica

Pela analise da frequéncia de células (TyS, Tyd CD27%e Tyd CD27) a produzir os
granulos citotoxicos em estudo, em funcdo da duracdo da doenca, verificou-se pela figura
20 que, de modo geral, os valores tendem a aumentar progressivamente ao longo dos trés
grupos (<1 ano, <1 ano e <10 anos, >10 anos). Em geral, verifica-se a existéncia de
significado estatistico para doentes de SSc, cuja doenca foi diagnosticada ha mais de 10

anos.
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Figura 17 - Representacéo grafica da frequéncia de células Tyd, Tyd CD27" e Tyd CD27 a
produzir granzima B e perforina, na populagdo controlo e nos diferentes subtipos de SSc. As
diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05: ® Limitada

versus Controlo; ¢ Limitada versus Difusa.
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Figura 18 - Representacdo gréafica da frequéncia de células Tyd, Tyd CD27" e Tyd CD27 a
produzir granzima B e perforina, na populacéo controlo e em doentes com SSc, na presenca e
auséncia de Fibrose Pulmonar. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas
quando o p value < 0,05: * Auséncia de Fibrose Pulmonar versus Controlo; b Presenca de Fibrose

Pulmonar versus Controlo.
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Figura 19 - Representacdo grafica da frequéncia de células Tyd, Tyd CD27" e Tyd CD27 a
produzir granzima B e perforina, na populacéo controlo e em doentes com SSc, na presenca e
auséncia de episodios de Ulceras Digitais. As diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando o p value < 0,05: * Auséncia de Ulceras Digitais versus Controlo; ® Presenca

de Ulceras Digitais versus Controlo.
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Duracao da SSc
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Figura 20 - Representacéo grafica da frequéncia de células Ty, Tyd CD27" e Tyd CD27 a
produzir granzima B e perforina, na populagéo controlo e nos doentes com SSc agrupados de
acordo com a duracéo da doenga, em anos. As diferencas estatisticamente significativas foram

consideradas quando o p value < 0,05: ® 1 <10 anos versus Controlo; ® >10 anos versus Controlo.

E. Frequéncia de células Tyd do sangue periférico a produzir citocinas

E.1. Frequéncia de células produtoras de citocinas de acordo com o subtipo da
doenca

Pela andlise da figura 21, constata-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas relativamente & produgdo das citocinas IFNy e TNFa em ambos os subtipos
da doenca. Contudo, verifica-se um aumento estatisticamente significativo da frequéncia
de células a produzir IL-2 para o subtipo difuso, quando comparado com a populacdo
controlo. Verifica-se também a existéncia de significancia estatistica entre ambos o0s
subtipos da doenca.

Relativamente a quantidade de citocina expressa por célula, dada pela média de
intensidade de fluorescéncia (do inglés, Mean Fluorescence Intensity - MFI), representada

na figura 22, ndo foram verificadas significancias estatisticas.
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E.2. Frequéncia de células produtoras de citocinas de acordo com a presenca de
fibrose pulmonar

Pela analise da figura 23 constatou-se a ndo ocorréncia de diferencas estatisticamente
significativas para a frequéncia de células Tyd a produzirem as citocinas IL-2, IFNy e
TNFa.

Em relacdo a quantidade de citocina expressa por célula, dada pela MIF, constatou-se
pela figura 24, que ocorre um aumento com significado estatistico, da quantidade de IL-2

nos doentes que apresentam fibrose pulmonar.

E.3. Frequéncia de células produtoras de citocinas de acordo com a presenca de
episodios de Ulceras digitais

Pela andlise das figuras 25 e 26, verificou-se que nao ocorreram alteracoes
significativas quer na frequéncia de células Tyd a produzirem citocinas quer para a

quantidade de citocina por célula, dada pela MIF.

E.4. Frequéncia de células produtoras de citocinas de acordo com a duracgdo da
doenca

Agrupando os doentes de SSc de acordo com os anos em que lhes foi diagnosticada a
doenca (figuras 27 e 28), verificou-se que ndo ocorreram alteracGes significativas quer na
frequéncia de células Tyd a produzirem citocinas quer para a quantidade de citocina por

célula.
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Figura 21 - Representacgdo grafica da frequéncia de células Tyd a produzir as citocinas IFNy,
IL-2 e TNFo, na populagdo controlo e nos diferentes subtipos de SSc. As diferengas
estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05: ® Difusa versus

Controlo; ® Limitada versus Difusa.
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Figura 22- Representacio grafica da quantidade de molécula expressa por célula Tyd a
produzir as citocinas IFNy, IL-2 e TNFa, na populacio controlo e nos diferentes subtipos de
SSc.
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Figura 23 - Representacgao grafica da frequéncia de células Tyd a produzir as citocinas IFNy,
IL-2 e TNFa, na populacdo controlo e em doentes com SSc, de acordo com a presenca de

fibrose pulmonar.
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Figura 24 - Representacio grafica da quantidade de molécula expressa por célula Tyd, a
produzir as citocinas IFNy, IL-2 e TNFa, na populagio controlo e em doentes com SSc, de
acordo com a presenca de fibrose pulmonar. As diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando o p value < 0,05: *Presenca de Fibrose Pulmonar versus Controlo; ® Auséncia

de Fibrose Pulmonar versus Controlo.
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Figura 25 - Representacio grafica da frequéncia de células Tyd, a produzir as citocinas IFNy,
IL-2 e TNFa, na populacio controlo e em doentes com SSc, de acordo com a presenca de

episodios de Ulceras
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Figura 26 - Representacdo grafica da quantidade de molécula expressa por célula Tyd, a

produzir as citocinas IFNy, IL-2 ¢ TNFa, na populacdo controlo e em doentes com SSc, de

acordo com a presenga de episddios de Ulceras.
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Duracio da SSc
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Figura 27 - Representacio grafica da frequéncia de células Tyd, a produzir as citocinas IFNy,
IL-2 e TNFa, na populacio controlo e em doentes com SSc, de acordo com a duragdo da
doenca: Grupo 1- grupo de doentes com menos de 1 ano de duragdo da SSc, inclusive; Grupo 2-
grupo de doentes com duracéo da SSc entre 1 e 10 anos, inclusive; Grupo 3- grupo de doentes com
mais de 10 anos de duracao da SSc.
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Figura 28 - Representa¢io grafica da quantidade de molécula expressa por célula Tyd, a
produzir as citocinas IFNy, IL-2 e TNFa, na populacdo controlo e em doentes com SSe, de
acordo com a duracgdo da doenga: Grupo 1- grupo de doentes com menos de 1 ano de duracéo da
SSc, inclusive; Grupo 2- grupo de doentes com duracdo da SSc entre 1 e 10 anos, inclusive; Grupo

3- grupo de doentes com mais de 10 anos de duracdo da SSc.
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A Esclerose Sistémica (SSc), também conhecida por escleroderma ou esclerose
sisttmica progressiva, € uma doenca reumdtica, autoimune e sistémica do tecido
conjuntivo, de etiologia desconhecida. E provavelmente a mais severa doenca do tecido
conjuntivo, e embora seja considerada uma doenca rara, esta associada a uma das maiores
taxas de mortalidades entre as doengas autoimunes [133-135].

Para além da SSc ser uma doenca altamente heterogénea, que segue um curso
imprevisivel, € uma doenca rara, 0 que por si s ja dificulta os estudos inerentes a doenca.
De facto, alguns dos estudos existentes até a data sdo controversos, principalmente ao nivel
da etiologia e fisiopatologia da doenga [66].

AlteracBes funcionais dos linfocitos T que afetam o seu processo de ativacéo,
producdo de citocinas e expressdo de moléculas coestimulatérias tém sido implicadas em
diversas doencas autoimunes, nomeadamente na SSc [136]. Nos ultimos anos, tem-se
verificado um interesse crescente no estudo de uma subpopulacdo de linfocitos T,
denominados por linfocitos Tyd, pois por um lado sdo consideradas células do sistema
inato, por outro lado, do sistema imune adaptativo [38]. A funcédo destas células no sistema
imune é em grande parte desconhecida, mas pensa-se que a sua relevancia patologica em
doencas autoimunes ocorre devido a acumulacdo destas células nos 6rgdos afetados, e a
sua capacidade de produzir citocinas pro-inflamatérias [112, 137]. Contudo, estudos acerca
do papel das células Tyd ainda sdo muito escassos e¢ especulativos, e carecem de mais
investigacdo, nomeadamente em SSc. Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho
consiste na quantificacdo e caracterizacdo imunofenotipica das células Tyd, com base na
expressao de granzima B e perforina, no estudo do seu reportorio, e no estudo das citocinas
IFNy, IL-2 e TNFa.

A. Quantificacdo de células T e Tyd do sangue periférico

Apbs tratamento e analise dos resultados, verificou-se que quer as células T, quer o
seu subtipo Tyd, tendem a estar diminuidas no sangue periférico de doentes com SSc. Estes
dados vao ao encontro de alguns artigos publicados no ambito desta e de outras doencas
autoimunes. Existem mesmo estudos que afirmam que a perda de homeostasia da célula T
pode resultar em vérias doencas autoimunes, comprovando assim o envolvimento destas

células na autoimunidade [138]. De facto, verificou-se a existéncia de um aparecimento de
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infiltrados de células mononucleares, incluindo células T, na pele de doentes com SSc,
mesmo antes de evidéncias de fibrose, indicando o envolvimento destas células mesmo
num estadio inicial da doenca [139-141]. Este recrutamento de células T, nomeadamente
células Tyd para a pele de doentes com SSc, pode assim explicar a diminuicdo da
frequéncia e ndmero absoluto destas células na circulagdo sanguinea, observado neste
trabalho [142, 143]. Tendo em mente esta migracdo das células para os tecidos, seria de
esperar nos resultados deste trabalho, uma diminui¢do de células T e Tyd, no sangue
periférico de doentes que possuem fibrose pulmonar ou ulceras digitais, quando comparado
com doentes que ndo apresentam estas duras consequéncias da SSc. No entanto esta
diminuicdo s6 ocorre para as células T, ndo sendo constatada nas células Tyo.
Relativamente a relagdo entre células Tyd e a ocorréncia de fibrose pulmonar ou Ulceras
digitais em doentes com SSc, sd0 muito escassos 0s estudos, e mesmo 0s que existem nédo
sdo passiveis de comparagdo porque utilizam diferentes métodos e diferentes critérios de
selecdo dos doentes.

Adicionalmente um estudo de Holcombe et al. [142] constatam que a diminuicdo de
células Tyd no sangue periférico € mais acentuada em doentes positivos para anticorpos
Scl-70, caracteristicos do subtipo difuso da SSc. No entanto neste trabalho, ndo sdo
verificadas diferencas estatisticas entre os subtipos da doenca.

O mesmo estudo de Holcombe et al. [142] refere que existe também uma diminuigéo
das células Tyd mais acentuada nos primeiros anos da doenga, 0 que ndo acontece nos
resultados deste trabalho, pois verifica-se que a diminuicdo destas células é mais elevada, e

estatisticamente significativa em doentes com uma duragéo da doenga superior a 10 anos.

B. Quantificacdo das células Tyo nos diferentes compartimentos

funcionais (naive, memoaria e efetor) do sangue periférico

Com base na expressao combinada de CD27 e CD45Ra, procedeu-se a
quantificacdo da frequéncia de células Tyd com um fenotipo naive, de memoria
central, de memoria efetora e efetor. Verificou-se que doentes com SSc apresentam um
aumento de células Tyd com fendtipo naive e efetor, em detrimento dos fendtipos de

memoria (central e efetora). Este facto leva a crer que na doenga, e maioritariamente no

subtipo limitado, existe uma maior migracdo para os tecidos periféricos e para 0s 6rgados
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linfoides secundarios das células de memdria, com a consequente diferenciacdo em células
efetoras.

As células T memoria central deslocam-se do sangue para os 6rgdos linfoides
secundarios, onde facilmente proliferam e diferenciam-se em células T memdria efetora, e
que estas sendo consideradas células protetoras, migram novamente para o sangue e deste
para os tecidos periféricos inflamados [144]. Este aumento da diferenciagdo em células
efetoras é mais acentuado na presenca de fibrose pulmonar.

Existem evidéncias de que células Tyd memoria central e naive expressam o recetor
CCRY7, que consiste num recetor para as quimiocinas CCL19 e CCL21 [145]. A principal
funcdo deste recetor ligado as correspondentes quimiocinas, é facilitar o recrutamento e
retencdo das células ao nivel dos o6rgdos linfoides secundarios a fim de promover uma
eficiente exposicdo das células ao antigénio. Um estudo demonstrou o aumento da
expressdo destas quimiocinas no soro de doentes com pancreatite autoimune [146].
Adicionalmente, um outro estudo refere que células T memdria efetora expressam o
recetor CCR6, que consiste num recetor para a quimiocina CCL20, com func¢éo de regular
a migracdo de células T para os tecidos inflamados, particularmente para a pele [147].
Contudo ainda ndo existem estudos que evidenciem o aumento da CCL20 no sangue
periférico ou no soro de doentes com SSc, nem mesmo noutras doengas autoimunes. Mais
estudos sdo necessérios para clarificar o aumento de células Tyd memoria efetora no

sangue periférico de doentes com SSc.

C. Quantificacdo de células Tyo em funcdo do reportorio Vy9Vée2 nos

diferentes compartimentos funcionais, do sangue periférico

Numa andlise relativa a quantificagdo de células Tyd em funcdo do reportério
Vy9VE2, nos diferentes compartimentos (naive, memdria e efetor) embora existem
algumas diferencas, entre os subtipos de SSc e na presenca/auséncia de fibrose pulmonar
ou episddios de Ulceras digitais, estas ndo apresentam significado estatistico. De maior
relevancia, verificou-se entre doentes com SSc, de acordo com a duracdo da doenca. Um
estudo em doentes com sindrome mielodisplésica, constatou uma diminuicdo do reportorio
Vy9*V82" no sangue periférico de doentes que tinham doencas autoimunes associadas,

sugerindo que esta diminui¢do ocorreu em grande parte devido ao componente autoimune
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[52]. De facto, neste trabalho ocorreu uma diminuigdo do reportério Vy9"V82*, associado
ao aumento do reportério Vy9'V42, com o aumento do tempo de doenca apds o
diagnostico. Isto leva a crer que células Tyd modificam o reportdrio do seu TCR ao longo
da duragéo da doenca, passando a expressar um outro reportorio que ndo o Vy9*vas2* nem
0 Vy9'V32*, que estdo maioritariamente presentes em doentes com duragdo da doenca
inferior a 1 ano, apds o diagndstico. Dado a falta de conhecimento inerente as células Tyd,
mais estudos no ambito do reportério destas células em doencas autoimunes sao

necessarios, para que se possa de algum modo clarificar os achados deste trabalho.

D. Quantificacdo de células Tyo a expressar granzima B e perforina, do

sangue periférico

Encontra-se descrito que as células Tyd quando ativadas apresentam-Se grandes e
granulares, podendo expressar moléculas caracteristicas de citotoxicidade, nomeadamente
0 CD56, 0 CD16 € o CD57. Para além destas moléculas, as células Tyd possuem proteinas
citoplasmaticas (granzima e perforina) que tornam estas células detentoras de uma
capacidade citotoxica ainda mais elevada [19]. Adicionalmente, existem evidéncias de que
células Tyd exibem citotoxicidade endotelial, e que esta ¢ significativamente maior no
sangue periférico de doentes com SSc, do que em controlos saudaveis [112]. A anélise dos
resultados deste trabalho vai ao encontro destes estudos, verificando-se um geral aumento
da células Tyd a expressar granzima B e perforina, devido ao facto destas células estarem
mais ativadas na doenca. Este aumento é mais significativo na subpopulacdo de células
TydCD27, dado que possuem um fenodtipo de memdria efetora e efetor, tal como se
verificou nos resultados anteriores. Contudo, também se evidenciou, um aumento das
células TySCD27" a expressar granzima B e perforina, o que podera estar correlacionado
com uma ativacdo periférica das células naive em memoria central.

Denota-se pelos resultados, que a citotoxicidade destas células é em geral mais
elevada em doentes com o subtipo limitado. Contudo, ndo existem estudos anteriores que
comparem a citotoxicidade destas células nos subtipos da SSc.

Verificou-se também nos resultados, que a frequéncia de células Tyd a expressar
granzima B e perforina aumenta ao longo dos anos de diagnostico da doenca. Um estudo
em Lupus [148] refere que a producdo destes granulos citoplasmaticos esté correlacionada
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com a atividade da doenca. Deste modo, e tendo em conta este estudo, seria de esperar uma
diminuicdo da citotoxicidade e ndo um aumento, dado que estudos referem uma maior
atividade da doenca nos primeiros anos.

S0 necessarios mais estudos que relacionam a capacidade citotoxica das células

Ty, dado que o que se conhece até a data ¢ ainda muito escasso.

E. Quantificacdo de células Tyd produtoras de citocinas, do sangue

periféerico

Independentemente do estimulo que desencadeia o dano vascular endotelial sabe-se
que ocorre uma consequente ativagdo da resposta imune com libertagdo de diversas
citocinas. Uma vez que as citocinas sdo modeladores da atividade funcional de células ou
tecidos, durante condi¢cBes normais ou patologicas, a sua quantificacdo torna-se util para
um melhor entendimento da fisiopatologia da SSc [126].

As citocinas produzidas pelas células T podem ser classificadas como Thl ou Th2,
estando as Thl envolvidas na resposta imune celular e as Th2 na resposta imune mediada
por anticorpos. Recentemente um outro grupo, denominado por Thl7 também foi
acrescentado a esta classificacdo [149].

Durante os ultimos anos, vérios estudos tém demonstrado que existe um
desequilibrio na resposta Th1/Th2 em doencas autoimunes, e que este pode ter um impacto
na fisiopatologia destas doencas. Embora a SSc seja considerada uma doenca autoimune
Th2, parece que as células Tyd exibem uma polarizagdo Th1[150].

Neste trabalho, apenas foram quantificadas citocinas Th1 (IFNy, IL-2 e TNFa) de
acordo com: subtipo da doenca; presenca ou auséncia de episodios de Ulceras digitais;
presenca ou auséncia de fibrose pulmonar e duracao da doenca.

Entre as fungdes que tém sido atribuidas ao IFNy, destaca-se o facto desta citocina
aumentar a expressdo de moléculas de adesdo nos fibroblastos, o que pode resultar numa
maior interacdo entre estes e células T ativadas, e por conseguinte a inibicdo da
proliferacdo dos fibroblastos e da sintese de colagénio, 0 que se torna favoravel na
presenca de SSc [151, 152]. Existem contudo Vvérios estudos que apontam para uma
diminuicdo da producdo desta citocina em pacientes com SSc [128, 153, 154]. Em

contrapartida, existe um estudo [150] no qual se observa um aumento estatisticamente

79



Discussao

significativo da produgdo de IFNy pelas células Tyd, o que vai ao encontro de um estudo
idéntico em pacientes com artrite reumatoide [155]. Este estudo [150] demonstra ainda que
nao existe nenhuma correlacao entre a variacao da expressao de citocinas pelas células Tyo
e 0 subtipo de SSc, bem como com o envolvimento de 6rgdos. Isto vai ao encontro com 0s
resultados obtidos neste trabalho, uma vez que em geral ndo se verificaram grandes
diferencas na frequéncia de células produtoras de IFNy, nem da quantidade desta citocina
por célula, entre os subtipos da doenca e entre a presenca ou auséncia de Ulceras digitais e
fibrose pulmonar.

Uma outra citocina quantificada neste estudo foi a IL-2, cujos resultados apontam
para um aumento estatisticamente significativo de células Tyd produtoras desta citocina,
em doentes com SScd. A producdo de IL-2 esta relacionada com a manuten¢do da resposta
imune de células T ativadas, induzindo a proliferacdo a diferenciacdo de linfécitos. Um
estudo Needleman et al. [128] demonstra um aumento desta citocina no plasma de doentes
com SSc, maioritariamente no subtipo difuso da doenca, em comparacdo com controlos.
Segundo Kahalen e LeRoy [156] este aumento de IL-2 esta relacionado com o facto de
existir no plasma de controlos saudaveis, um inibidor da IL-2, e que este inibidor esta
presente em quantidades reduzidas em doentes com SSc.

Relativamente a ultima citocina estudada neste trabalho, o TNFa, tal como as
restantes citocinas que foram quantificadas, constitui uma citocina pré-inflamatéria. O
TNFa consiste numa das primeiras citocinas a ser produzida em qualquer resposta imune, €
a sintese de colagénio pelo TGFp parece ser favorecida com 0 aumento desta citocina. Em
concordancia com esta funcdo do TNFa, existem estudos que constataram um aumento
significativo desta citocina no soro de doentes com SSc [153, 154]. Em contrapartida, 0s
resultados deste trabalho relativos & expressio do TNFa pelas células Tyd e a frequéncia
destas células a produzir esta citocina, demonstraram ndo haver grandes diferencas entre
doentes e controlos, independentemente do subtipo da doenca ou da presenca de Ulceras
digitais ou fibrose pulmonar. Na mesma linha dos resultados deste trabalho, um estudo
detetou niveis idénticos de TNFa no soro de doentes com SSc e controlos saudéveis [128].
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Concluséao

Os resultados observados e mais relevantes neste estudo foram a diminuicdo da
frequéncia e niimero absoluto das células Tyd em doentes com SSc, sobretudo em doentes
com uma duracdo da doenca superior a 10 anos, 0 que pode estar associado ao
recrutamento constante destas células para os tecidos.

Verificou-se também que, doentes com a doenca ha mais de 10 anos apresentavam
uma maior frequéncia de células efetoras, e que estas células possuiam maior atividade
citotoxica, o que parece evidenciar um papel importante destas células na fisiopatologia da
doenca. Estas alteracfes nos diferentes compartimentos funcionais, parecem também estar
associadas a achados clinicos de agressividade da doenca.

Observaram-se algumas alteragGes interessantes na frequéncia de células Tyd, nos
diferentes compartimentos funcionais, que se encontram a expressar 0s diferentes
reportorios yd. No entanto, e para melhor entender estas alteragdes, seria importante a
caraterizacdo das células Tyd, por exemplo em biopsias de pele, para se verificar se as
celulas que se encontram a infiltrar este tecido teriam um reportdrio policlonal ou
expressariam de forma selectiva um determinado reportorio.

Por fim, doentes com SScl apresentam um aumento estatisticamente significativo da
frequéncia de células Tyd a produzir IL-2, podendo este vir a constituir-se um biomarcador
de monitorizagdo da doenga.

Tendo em conta o escasso conhecimento que existe sobre o papel que as células Tyd
podem assumir na fisiopatologia da Esclerose Sistémica, sdo imprescindiveis mais estudos

que permitam uma melhor interpretacdo dos achados obtidos neste trabalho.
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