UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D NO DESENVOLVIMENTO
E EVOLUCAO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EM MODELO
EXPERIMENTAL

EDUARDA CORREA FREITAS

Porto Alegre
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D NO DESENVOLVIMENTO
E EVOLUCAO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EM MODELO
EXPERIMENTAL

EDUARDA CORREA FREITAS

Orientador: Prof. Dr. Odirlei André Monticielo

Tese apresentada como requisito
parcial para obtencdo de Doutor em
Medicina: Ciéncias Médicas, da
Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Programa de POs-
Graduacdo em Medicina: Ciéncias
Médicas.

Porto Alegre

2019



“E preciso ter o caos em si mesmo para
ser capaz de dar a luz uma estrela
dancante.”

Friedrich Nietzsche



Dedico a minha mae, ao meu irmao, a minha avé materna, especialmente, ao meu
companheiro, pelo apoio, compreensdo e carinho destinados a mim durante a

realizacdo desta tese de doutorado.



AGRADECIMENTOS

Agradeco principalmente a todos os momentos vividos durante estes seis
anos de poés-graduacdo. Cada dia um novo aprendizado, uma nova dificuldade, um

NOVO SOrriso e uma comemora(;éo.

Agradeco também a minha familia como um todo que mesmo de longe

esteve presente torcendo e vibrando por mim.

Agradeco a minha mée, Maria Aparecida, e a minha avé materna, Vo6
Silveira, pessoas que dedicaram integralmente suas vidas para dar o suporte que eu

precisei para cursar minha carreira profissional e pessoal.

Agradeco ao meu companheiro, Elton, pelo equilibrio necesséario para
entender e ajudar na superacao das dificuldades que passei ao longo da realizacéo
deste trabalho. Por todos os incentivos e “puxdes de orelha” ao longo dos anos.
Esteve presente em todos os momentos que fizeram parte da minha historia

académica, deste a graduacao até o meu doutorado.

Agradeco a minha amiga Carol, pelo companheirismo e amizade, sendo uma

importante pessoa ha minha vida desde a graduacao.

Agradeco ao meu orientador, professor Odirlei André Monticielo, pela
amizade, confianca, apoio e pela persistente cobranca por crescimento e
desenvolvimento académico. Por me tornar uma profissional melhor em cada
encontro e por me permitir ser criativa dentro da nossa linha de pesquisa em IUpus

experimental.

Um agradecimento muito carinhoso a todos os colegas de Laborat6rio de
Doencas Autoimunes. Patricia, por ter me levado para o LABDAI. A Priscila por ter
me acolhido no LABDAI, me orientado e ensinado. Jordana e Rafaela, por todo o
auxilio durante a execucdo da experimentacdo animal deste trabalho. Ao Paulo e
Mirian pelo companherismo. As novas mestrandas, Suelen e Manuela. Aos alunos
de iniciacdo cientifica, Barbara e Renata. Em especial aos alunos de iniciacao
cientifica que auxiliaram durante a execucédo deste projeto, Mayara e Thales. E ainda
mais especial para o presente de aluna que recebi no final de 2017, Thais.
Obrigada!



Aos colegas do Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, em especial a Gabriela por todas as ajudas burocréticas.

Aos colegas pesquisadores que auxiliaram de alguma forma nesta tese,
especial agradecimentos as colegas do Laboratorio de Patologia Experimental —
Dra. Emily e a Flavinha, e a Unidade de Experimentacdo Animal — Marta, Rosa, Dani

e Ana e inUmeros outros que ndo caberiam neste documento.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), ao
Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE/HCPA) e ao Fundo de Apoio a
Pesquisa da Sociedade de Reumatologia do Rio Grande do Sul (SRRS) pelos

incentivos financeiros dados a este projeto.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, especialmente ao programa

de Po6s-Graduacao em Ciéncias Médicas pela oportunidade.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt sttt ettt et b e h et sanesieesbeesbee st ennesnee e 8
LISTA DE ILUSTRAGOES ...ttt a s sas s assasssassassnsssassnassanaans 10
LISTA DE TABELAS ...ttt st st st sb e bt bttt et e e b e b e e r e e e e snesanesanesaeeneee 11
RESUMO ...ttt et ettt ettt s e e s bt e s bt e s bt e bt et e e ae e e he e e b e e b e e Rt e r e e nesanesenenaeenes 12
AB ST RACT L.ttt ettt ettt s h e e s bt e s ae e bt e bt eateehteeh e e b e e bt ea b e e abeeateehteeheeehe e bt eateeateeaeenbe e beenbean 14
1. INTRODUGAOD ..ottt sttt s et s s na st es s s s e asassnesssssenessanaans 16
2. REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA ..ottt s s sas s sassassans 19
2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAGCOES ........cccccoevune... 19
2.2 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.......oiiieeeeceeeeeeeeeeeeeeeseesesseesesseesasssssssssesasssssssssssasssssasssssens 20
221 CONCEITO UE LES ...ttt s 20
222 Epidemiologia do LES... ...ttt 20
223 Etiologia e patogénese d0 LES........coo ittt 23

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE LUPUS.......ooiiieeeeeeteee ettt 29
231 Modelo de 1Upus iNdUZidO POT PriSTANE ..c..ccciiriiiieeeee e 30

24 VITAMINA D oottt st e et s bt e et e s bt e e bt e sab e e eabeesabeeeabeesabeesaseesabeesneenane 31
24.1 CONSIAEIAGOES GEIAIS ...veruieuiiieieierie ettt ettt ettt ettt et e b e bt bt et et et e seesbesbeesee e enean 31
242 MetabolisSmo da VItamiNa D .....c.coceoiiirieinieeree ettt 33
243 Niveis séricos e deficiéncia de vitamina D .......cccoeveirineinincienereeee e 35
24.4 Receptor de VItAamMINA D .....coceeiieiiee ettt et ettt et sns 37
245 Efeitos fisiol0gicos da Vitamina D .......cccoeveiieniiineneieereeese e 38

2.5 VITAMINA D E LUPUS ...t sa s sas s s ssesassassassassasssesassaens 40

3. MARGCO CONCEITUAL .ttt sttt ettt st sbe b e b et e sabesaeesbeenbeenbeennesneeene 44
. JUSTIFICATIVA ettt ettt b e bt bt ettt e b sa e bt be e bt et et et e nb e b e s et ebe e e eneenee 45
5. OBUIETIVOS ...ttt ettt b e bt b ettt e b s h e bbbttt e ne e b ae e r e e e nee 46
5.1 OBIETIVO GERAL ...ttt ettt st sttt et eat e ebeesbe e b e et e et e satesaeenaes 46
52 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ssss st ssesssss s s sssessssesssssssesssssssncs 46

6. REFERENCIAS DA REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA.......ooconiiieereiieerneesseisseesnsinees 47
T. ARTIGO L.ttt ettt e ht e s bt e bt ekt e a e sa b e sbeesbeesbe e bt eab e eaeeebeenb e et e e beeabeeatesaeenae 70
8. ARTIGO 2 ...tttk b e 83
9.  CONDIDERAGOES FINAIS.....oootieeeeeeeeeeeeteeeeseseseese s ssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns 112
10. PERSPECTIVAS FUTURAS ..ttt st st b e sbe et st saeesbeesbee b s 113
11. CONSIDERAGOES GERAIS ...t sessesses s s ssssssssasssssasssssssssessssssssssessannes 114

12. ANEXO 1 — CONSORT 2010 GUIDELINE ....ccociiieieeeeeeeeeeeee e 115



LISTA DE ABREVIATURAS

1,25(0OH),D 1,25-dihidroxivitamina D

24,25(0H),D 24,25-dihidroxivitamina D

25(0OH)D 25-hidroxivitamina D

7-DHC 7-Deidrocolesterol

ACR American College of Rheumatology

BAFF B-cell activating factor (Fator de ativacao de células B)

BANK1 B cell scaffold protein with ankyrin repeats

BLK B lymphoid kinase (Cinase dos linfécitos B)

BLys B lymphocyte stimulator (Estimulador de linfocitos B)

CmvV Citomegalovirus

CYP24A1 Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1

CYP27B1 Cytochrome P450 family 27 subfamily B member 1

CYP2R1 Cytochrome P450 family 2 subfamily R member 1

DCV Doenca cardiovascular

DHEA Dehidroepiandrosterona

DNA Acido desoxirribonucleico

dsDNA Double stranded DNA (DNA de cadeia dupla)

EBV Epstein—Barr virus

FcyRIIA Fc gamma receptor 1A

FcyRIIIA Fc gamma receptor 1A

FcyRIIIB Fc gamma receptor 111B

GWAS Genome-wide association study (Estudos de associacao global do
genoma humano)

HLA Human leukocyte antigen (Antigeno leucocitario humano)

IC Imunocomplexo

IFN-a Interferon-alfa

IFN-y Interferon-gama

IL-2 Interleucina-2

IL-6 Interleucina-6

IRAK1 Interleukin 1 receptor associated kinase 1

IRF5 Interferon regulatory factor 5



ITGAM
LES
LYN
MBL
MECP2
MHC

NK
OX40L
PCR
PDCD1
PTH
PTPN22
RNA
RXR
sLIcC
SPP1
STAT4
Tth

Th
TLR
TNF-a
TREX1
uvB
VDBP
VDR
VDRE

Integrin alpha M

Lupus Eritematoso Sistémico

Src family of protein tyrosine kinase
Mannose-binding lectin (Lectina ligadora da manose)
Methyl CpG binding protein 2

Major  histocompatibility = complex (Complexo  maior
histocompatibilidade)

Natural Killer (Exterminadora natural)

0OX40 ligante

Proteina C-reativa

Programmed cell death 1

Paratormoénio

Protein tyrosine phosphatase non-receptor 22
Acido ribonucleico

Receptor X Retindico

Systemic Lupus International Collaborating Clinics
Secreted phosphoprotein 1

Signal transducer and activator of transcription 4
Linfécitos T auxiliares foliculares

Linfocitos T auxiliares

Toll-like receptors

Fator de Necrose Tumoral-alfa

Three-prime repair exonuclease

Raios ultravioleta B

Proteina ligadora da vitamina D

Receptor de vitamina D

Elementos de resposta a vitamina D

de


http://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine_kinase

10

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Modelo esquematico da estratégia de busca de informacdes. *Critérios de
exclusdo dos artigos: tema ndo relacionado aos objetivos da pesquisa; artigos nao
disponiveis na integra; artigos nao disponiveis em inglés e/ou portugués. ..........cccccevvveeee.. 19

Figura 2. Resumo do envolvimento de mdltiplos fatores, especialmente genéticos,
imunolégicos, hormonais e ambientais, presentes na etiologia e a patogénese do LES.
Fonte: Robbins Patologia Basica (92 EdIG80), 2013. ........cccuuiiiiiieieeieiiiieieeee e 29

Figura 3. Estrutura quimica dos precursores e metabdlitos da vitamina D. 7-deidrocolesterol
(pré-vitamina D3); colecalciferol (Vitamina D3); ergosterol (Vitamina D2); 25-hidroxivitamina
D [25(OH)D ou calcidiol]; 1a,25-diidroxivitamina D [1a,25(0OH)2D ou calcitriol]. Fonte: de
Castro LCG, 2011 (L149). i 32

Figura 4. Metabolismo da vitamina D e principais efeitos biolégicos. * Trato reprodutivo
(Gtero, ovario, placenta, testiculos e préstata), mamas, ilhotas pancreéticas, hipofise,
tireGide, cortex adrenal, musculatura lisa e esquelética, coracao, pele, cérebro. ................. 35

Figura 5. Mecanismo de acdo da vitamina D. Abreviacdes: MR (molécula reguladora);
MRNA (&cido ribonucleico mensageiro); RXR (receptor X retindico); VDR (receptor da
vitamina D); VDRE (elementos de resposta a vitamina D). ..............euvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 38

Figura 6. Marco tedrico do presente trabalho. ssDNA: DNA de cadeia simples; (+): melhora;
[ B o1 (o] = PP R 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Modelos animaisS A& LES ... ..ottt et e et e e e e e e e e e e eranareens

11

Tabela 2. Modelos experimentais de lGpus e suplementacéo de vitamina D........................ 43



12

RESUMO

INTRODUCAO: O Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria
multifatorial e autoimune, caracterizada pela producéo de autoanticorpos, formacgao
e deposicdo de imunocomplexos (IC), inflamacdo em diversos 6rgdos e dano
tecidual. O estudo de diferentes modelos animais proporcionou uma melhor
compreensao desta doencga. O modelo de lUpus induzido por pristane representa um
modelo adequado para estudar fatores que podem influenciar a inducéo e/ou
progressao do LES, incluindo fatores genéticos. A vitamina D, é um destes fatores, e
exerce efeitos imunomodulatorios nas células do sistema imune, dentre elas
linfécitos T, linfécitos B e células dendriticas. Desta forma a suplementacdo de

vitamina D pode interagir minimizando os sintomas do lupus.

OBJETIVO: Avaliar o desenvolvimento e evolucdo de LES apds suplementacédo de

vitamina D em modelo experimental de lUpus induzido por pristane.

METODOLOGIA: O modelo experimental foi induzido com uma injecao
intraperitoneal contendo 500ul de pristane em camundongos BALB/c fémeas de 8-12
semanas de idade. Os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle (CO),
grupo ldpus induzido por pristane (PIL) e grupo lUpus induzido por pristane
suplementado com vitamina D (VD). Apés a indugédo do modelo, os animais do grupo
VD foram tratados com vitamina D através de injecdo subcutanea contendo 100ul de
Calcijex [2ug/kg/animal] diluido em PBS-Tween 20 em dias alternados durante 180
dias. NGs tempos 0, 60, 120 e 180 dias ap06s a inducéo foi avaliado escore clinico
articular, nocicepcao por Von Frey e o edema articular por pletismémetro. No dia 150
apos a inducdo do modelo foi coletado urina em gaiola metabdlica para dosagem de
proteina na urina. No dia 180 apdés a inducdo os animais foram submetidos a
eutanasia. No mesmo tempo, foi coletado soro para dosagem de citocinas

inflamatorias, e tecido articular e renal para analise histoldgica.

RESULTADOS: Os animais do grupo PIL apresentaram artrite e lesédo renal,
caracterizada pelo aumento dos niveis de proteinuria, deposicdo de IC e
hipercelularidade mesangial glomerular. Além disso, 0os animais do grupo PIL
demonstraram niveis aumentados de IL-6, TNF-a e IFN-y no soro. No presente
estudo, nos observamos que o tratamento com vitamina D melhorou a artrite através

da reducao da incidéncia de artrite e da reducéo de escore clinico articular e edema
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das patas posteriores, mas néo foi capaz de influenciar na leséo renal. O tratamento
com vitamina D ndo reduziu niveis de proteinuria, hipercelularidade mesangial
glomerular e deposicéo de IgG e IgM no tecido renal. A suplementacdo de vitamina
D néo alterou os niveis séricos das citocinas IL-6, TNF-a, IL-2 e IL-4, mas reduzir 0s

niveis de séricos de IFN-y.

CONCLUSAO: Neste estudo demonstrou-se que a vitamina D foi capaz de modular
0s sintomas clinicos e histopatologicos da artrite, mas ndo alterou o curso clinico e
histopatolégico da doenca renal, apesar de ter modificado o perfil de citocinas. Estes
resultados confirmam que o papel da vitamina D pode ser diferente dependendo do
sitio de ativacdo, o que poderia explicar diferentes respostas de acordo com o
fendtipo clinico. Ainda € necessario explorar a concentracdo de dose adequada e
segura, o tempo de tratamento e a influéncia da vitamina D nas diferentes bases

moleculares no LES.
PALAVRAS-CHAVE

Lapus Eritematoso Sistémico, vitamina D, 1,25-hidroxivitamina D, receptor da

vitamina D, lUpus induzido por pristane.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifactorial and
autoimmune inflammatory disease, characterized by the production of
autoantibodies, formation and deposition of immunocomplexes, inflammation in
various organs and tissue damage. The study of different murine models has
provided a better understanding of these autoimmune phenomena. Pristane-induced
lupus model represents a suitable model for studying factors that may influence the
induction and/or progression of SLE, including genetic factors. Vitamin D is one of
these factors and exerts immunomodulatory effects on the cells of the immune

system, among them T lymphocytes, B lymphocytes and dendritic cells.

OBJECTIVE: To evaluate the development and evolution of SLE after vitamin D

supplementation in an experimental model of lupus induced by pristane.

METHODOLOGY: The experimental model was induced with an intraperitoneal
injection containing 500ul pristane in 8-12 week old female BALB/c mice. The
animals were divided into three groups: control group (CO), pristane-induced lupus
group (PIL) and pristane-induced lupus group supplemented with vitamin D (VD).
After induction of the model, the animals of the VD group were treated with vitamin D
by subcutaneous injection containing 100ul of Calcijex [2ug / kg / animal] diluted in
PBS-Tween 20 on alternate days for 180 days. At 0, 60, 120 and 180 days after
induction we evaluated the arthritis clinical score, nociception and hind paws edema.
On day 150 after the induction of the model urine was collected in metabolic cage for
protein dosage in the urine. At day 180 after induction, the animals were euthanized.
At the same time, serum was collected for the dosage of inflammatory cytokines and

renal and articular tissue for histological analysis.

RESULTS: PIL group showed arthritis and kidney injury, characterized by increased
proteinuria, glomerular mesangial expansion and inflammation. Moreover, PIL model
showed increased levels of IL-6, TNF-a and IFN-y in serum. We observed that
treatment with vitamin D improved arthritis through reduced of incidence and arthritis
clinical score and edema, but does not influenced renal injury. Treatment with vitamin
D was not able to reduce proteinuria levels, decrease mesangial hypercellularity or
IgG and IgM deposition in the kidney. Vitamin D supplementation did not alter IL-6,

TNF-aq, IL-2 and IL-4 cytokine levels, but we observed a reduce IFN-y levels.
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CONCLUSION: In this study, it was demonstrated that vitamin D was able to
modulate the arthritis clinical and histopathological symptoms, but did not alter the
clinical and histopathological course of renal disease, although it modified the
cytokine profile. These results support that the role of vitamin D may be different
depending on the acting site, which could explain different responses according
clinical phenotype. Therefore, further investigations are still necessary to explore the
adequate and safe dose concentration, the timing of treatment and the influence of

vitamin D on the different molecular bases in SLE.
KEYWORDS

Systemic lupus erythematous; Vitamin D; 1,25- hydroxyvitamin D; Pristane — induced

lupus.
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1. INTRODUCAO

O Ldpus eritematoso sisttmico (LES) é wuma doenca autoimune
caracterizada pela producdo de autoanticorpos, formacdo e deposicdo de
imunocomplexos (IC), inflamacdo em diversos 6rgaos (pele, articulagbes, coracgéo,
pulmdes, sangue, rins e cérebro) e dano tecidual. E estimada uma incidéncia de 1-
22 casos para cada 100.000 pessoas por ano, acometendo mais mulheres na idade
fértil (1). A etiologia do LES é multifatorial e permanece ainda pouco conhecida,
porém sabe-se da importante participacdo de fatores hormonais, ambientais,
genéticos e imunoldgicos para o surgimento da doencga. InUmeros genes tém sido
relacionados com o surgimento do LES, incluindo o gene VDR (do inglés vitamin D
receptor - receptor de vitamina D) que sintetiza o receptor de vitamina D.

O VDR € um receptor nuclear, pertencente a familia dos receptores
esteroides de classe 2, semelhante aos receptores do acido retinoico e do horménio
tireoestimulante (2). A 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(0OH),D), forma ativa da
vitamina D, liga-se ao VDR e determina uma resposta gendmica através da
regulacdo da transcricdo de alguns genes. As principais etapas envolvidas no
controle da transcricdo genética incluem: a ligacdo da 1,25(0OH);,D ao VDR,
heterodimerizacdo com o receptor X retinoico (RXR), ligacdo deste heterodimero a
sequéncias especificas do DNA (do inglés deoxyribonucleic acid - &cido
desoxirribonucleico), conhecidas como elementos de resposta a vitamina D (do
inglés vitamin D response elements - VDRE) localizados no DNA, nas regifes
promotoras dos genes que sao ativados pela vitamina D e recrutamento de outras

proteinas nucleares para dentro do complexo transcricional (3).

Diversos autores descreveram o VDR ndo somente em tecidos classicos
COmo 0SS0s, rins e intestino, mas também em outros locais, tais como células do
sistema imune, musculatura lisa e esquelética, pele, cérebro e figado (4). Além da
distribuicdo quase universal do VDR, algumas células (queratinécitos, mondcitos,
0sso0s e placenta) expressam a enzima 1a-hidroxilase que produz a forma ativada da

vitamina D in situ (2,5).

As fungbes biologicas da vitamina D sdo mediadas pelo VDR. A funcao
classica da 1,25(0OH),D esta relacionada a regulacdo da homeostase do célcio,

sendo responsavel por incrementar a reabsor¢do de célcio e fésforo nos rins. Além
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dos efeitos no metabolismo do célcio, a 1,25(0OH),D esta envolvida na regulacéo do
magnésio, liberacdo de insulina pelo pancreas, secrecdo de prolactina pela hipofise,
inibicdo da sintese de renina, aumento da contratilidade miocéardica, manutencao da
musculatura esquelética e depuracdo de creatinina enddgena (6-10). Ainda a
1,25(0OH),D interfere de forma direta ou indireta no controle de mais de 200 genes
envolvidos na regulacdo do ciclo celular, diferenciagcdo, apoptose e angiogénese,
podendo determinar diminuicdo da proliferacdo de células normais ou neoplasicas
(11).

A 1,25(0OH),D também exerce efeitos imunomodulatérios nas células do
sistema imune, dentre elas linfécitos T, linfécitos B e células dendriticas (12,13),
onde se destacam a diminuicdo da producédo de interleucina-2 (IL-2), do interferon-
gama (IFN-y) e do fator de necrose tumoral-alfa (do inglés, tumor necrosis factor-
alpha -TNF-a). Cada uma destas células expressa VDR e 1a-hidroxilase, podendo
produzir 1,25(0OH),D localmente. Seus efeitos paracrinos/autécrinos dependem da
adequada concentracdo da 25(OH)D, o que faz da deficiéncia de 25(OH)D um fator
crucial no funcionamento do sistema imune (14). Ha estudos com polimorfismos em
pacientes cuja influéncia se dé através de alteracdes envolvendo a imunidade inata,
0S quais estdo associados com niveis elevados de interferon-alfa (IFN-a), uma

importante citocina envolvida na fisiopatogenia do LES (15-18).

Devido a heterogenidade da doenca e as diferencas interpessoais quanto
aos efeitos da vitamina D no organismo em humanos, causados por polimorfismos
descritos principalmente no gene VDR, estudos experimentais podem ser uma boa
alternativa para avaliar a modulacdo do VDR ap6s a suplementacdo com
1,25(0OH),D. Os modelos animais mais estudados em LES sdo 0s espontaneos,
principalmente (NZBXW)F1 e MRLIpr. Porém o modelo (NZBXW)F1 diverge em
alguns aspectos do LES humano, como na auséncia da producédo de autoanticorpos
contra o RNA (do inglés Ribonucleic acid — Acido ribonucleico) (19). Enquanto que
as alteragbes fisiopatologicas do modelo de LES induzido por pristane sé&o
semelhantes as encontradas em pacientes (aumentando os niveis de IFN-a/B,
producdo de autoanticorpos em altos niveis, glomerulonefrite por deposicéo de IC e
hipercelularidade mesangial) (20).
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Até o presente momento existem 5 estudos com suplementacdo de vitamina
D em modelo animal de LES. O primeiro trabalho publicado, em 1992 com
camundongos MRL/Ipr, demonstrou que a suplementacdo com 1,25(0OH),D atenuou
algumas manifestacdes do LES, como auséncia das lesdes cutaneas e reducdo da
proteindria (21). Em 2000, um estudo brasileiro realizado em camundongos
(NZBXW)F1, observou piores achados histopatolégicos nas biopsias renais do grupo
qgue recebeu a suplementacédo de colecalciferol (vitamina D3), o que sugere que a
vitamina D pode ter agravado a doenca (22). Arab e colaboradores realizaram um
estudo com suplementacdo de 1,25(0OH);D em modelo de lupus induzido por
cromatina ativada, onde 0s animais apresentaram reducdo na proteinuria, aumento
da expressao de TGF-B e Foxp3, diminuicdo da expressao de interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-10 (IL-10) e aumento de células T regulatorias (23). Em 2016, um
estudo submeteu o modelo de MRL/Ipr a uma dieta deficiente em vitamina D, e os
animais apresentaram baixos niveis de 25(OH)D, mas essa deficiéncia nao foi capaz
de alterar os niveis de anti-dsDNA (do inglés double stranded DNA - DNA de cadeia
dupla), IgG total e proteinudria, a histologia renal ou o depésito de IC (IgG e C3) no
rim (24). O ultimo trabalho, publicado em 2017, suplementou 1,25(0OH),D em
modelo de MRL/lpr por via oral. Os animais apresentaram reducdo das Ulceras
cutdneas e injuria renal e aumento dos niveis de linfocitos CD4+ quando
comparados com o grupo MRL/Ipr sem suplementacédo (25). Estes trabalhos
realizaram a suplementacéo de vitamina D através de diferentes vias de tratamento,
concentragbes do ativo e moléculas da vitamina D. Desta forma, mais estudos sdo

necessarios para determinar o papel da vitamina D no LES.
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2. REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA
2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: EMBASE,
PubMed e LILACS. O periodo da pesquisa foi de 1962 a 2018. Foram realizadas
buscas através da lista de temas e suas combinagfes: “vitamin D”, “vitamin D
receptor”, “lupus nephitis”, “systemic lupus erythematosus”, “vitamin D response
element”, “vitamin D-binding protein”, “vitamin D deficiency”, “25-Hydroxyvitamin D”,

“1,25-dihydroxyvitamin D”.

Registros identificados por meio de
pesquisa de banco de dados (n=427)
* PUBMED= 207
* EMBASE= 175

* LILACS= 35
Registros apos remogdo das
duplicatas (n=210)

l

Registros selecionados

(n=111)
Artigos de texto completo Registros
avaliados para elegibilidade excluidos
(n=37) (n=99)

l

Artigos incluidos
(n=37)

Figura 1. Modelo esquematico da estratégia de busca de informacdes. *Critérios de
exclusdo dos artigos: tema néo relacionado aos objetivos da pesquisa; artigos nao
disponiveis na integra; artigos ndo disponiveis em inglés e/ou portugués.
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2.2 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
2.2.1 Conceito de LES

O LES é uma doenca autoimune multissistémica complexa, caracterizada
por amplo espectro de anormalidades clinicas, laboratoriais e imunolégicas, com
curso e desfecho variaveis. E uma doenca caracterizada pela producdo exacerbada
de autoanticorpos direcionados particularmente ao dsDNA e a pequenas proteinas
nucleares de ligacdo ao RNA. O LES possui um envolvimento multissistémico que
afeta comumente os sistemas cutaneo, renal, musculoesquelético e hematopoiético.
A etiologia ainda é pouco conhecida, mas sabe-se da participacdo de fatores
genéticos, imunoldgicos, hormonais e ambientais. As caracteristicas clinicas séo
polimorficas e a evolugcdo costuma ser crénica, com periodos de exacerbacdo e
remissdo. A doenga pode cursar com sintomas constitucionais, artrite, serosite,
nefrite, vasculite, miosite, manifestacbes mucocutaneas, hemocitopenias
imunoldgicas, diversos quadros neuropsiquiatricos, hiperatividade reticuloendotelial
e pneumonite. Diante desta apresentacdo heterogénea da doenca foram
desenvolvidos critérios de classificagdo para facilitar as pesquisas. Desta forma,
convencionou-se realizar seu diagnéstico através de achados clinicos e
laboratoriais, conforme os critérios de classificacdo propostos pelo American College
of Rheumatology (ACR) em 1982 (26) e revisados em 1997 (27). No entanto, ao
longo do tempo, surgiu a discussao sobre itens redundantes/ausentes, e em 2012, o
grupo Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) elaborou novos
critérios de classificagdo onde se devem observar quatro ou mais sintomas para o
diagnéstico de LES, sendo no minimo 1 critério clinico e 1 critério

laboratorial/imunologico (28).
2.2.2 Epidemiologia do LES

As taxas de incidéncia globais para o LES variam de cerca de 0,3 a 23,7
casos para cada 100.000 pessoas por ano (29,30). Enquanto as taxas de
prevaléncia variam de 6,5 a 178 casos para cada 100.000 pessoas (31). A taxa de
incidéncia e prevaléncia em criangas (<16 anos) é consideravelmente menor. A taxa

de incidéncia anual de LES em criancas foi relatada como inferior a 1 caso para



21

cada 100.000 pessoas em estudos da Europa e da América do Norte (32). Estudos
epidemiologicos envolvendo o LES s&do complexos devido a diversidade de
apresentacoes clinicas da doenca, dependéncia de critérios de classificacdo para
definicdo do diagnostico e baixa frequéncia na populacdo. As variabilidades
genéticas entre os povos e o local onde € conduzido o estudo influenciam nos

resultados epidemioldgicos referentes a doenca.

A prevaléncia do LES na populacédo norte-americana € de cerca de 70 a 178
casos para cada 100.000 pessoas e estimativas de incidéncia variam
aproximadamente de 3,7 a 7,4 casos para cada 100.000 pessoas por ano (33). Até
recentemente, pouco se sabia sobre a epidemiologia do LES entre a populagéao
arabe no mundo e no Oriente Médio. Em 2015, uma incidéncia de 2,1 vezes maior
de LES entre os arabes-americanos em comparacao com caucasianos nao-arabes e
afro-americanos foi descrita em sudeste de Michigan (34). Al Dhanhani e
colaboradores estudaram a incidéncia e prevaléncia de LES nos Emirados Arabes
Unidos (35). A incidéncia observada neste estudo foi de 8,6 casos para cada

100.000 pessoas por ano e a prevaléncia 103 casos para cada 100.000 pessoas.

Em uma revisdo sistemética de estudos epidemiolégicos da incidéncia e
prevaléncia mundial de LES (36), as maiores estimativas de incidéncia e prevaléncia
de LES foram na América do Norte (23,2 casos para cada 100.000 pessoas por ano
e 241 casos para cada 100.000 pessoas, respectivamente). As menores incidéncias
de LES foram relatadas na Africa e na Ucrania (0,3 casos para cada 100.000
pessoas por ano) (29,37), e a menor prevaléncia foi no norte da Australia (0O casos
em uma amostra de 847 pessoas). Em geral, os paises europeus tiveram menor
incidéncia de LES, enquanto a Asia, a Australasia e as Américas tiveram maior

incidéncia.

No Brasil, um estudo no nordeste brasileiro estimou uma incidéncia de LES
em torno de 8,7 casos para cada 100.000 pessoas por ano. Nas mulheres esta
estimativa foi de 14 casos para cada 100.000 pessoas por ano e nos homens foi de
2,2 casos para cada 100.000 pessoas por ano. O pico de incidéncia ocorreu em
mulheres entre 35 e 39 anos, com 32,7 casos para cada 100.000 mulheres por ano
(38). Em 2004, outro estudo estimou a prevaléncia de doencas reumaticas em

Montes Carlos. Dentre os pacientes diagnosticados com doencas reumaticas
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somente 3 (1,4%) foram diagnosticados com IUpus e a prevaléncia nesta amostra foi
de 0,098% para o lupus (39).

O LES é mais comumente visto em mulheres durante a idade reprodutiva
(40), para todos os grupos étnicos, com uma taxa nove vezes maior que a dos
homens (9:1), e aquelas de ascendéncia afro-americana e asidtica manifestam
doenca mais grave do que aquelas de ancestralidade europeia (41). A proporgéo
entre 0s sexos pode variar de 3:1 (42) a 15:1 (43). Em criancas, esta razao € de 3:1;
em adultos jovens chega a 15:1 e nos individuos com maior idade, novamente tende
a ser menor, em torno de 8:1. Observa-se uma maior incidéncia em mulheres em
todas as faixas etarias, embora as proporcbes sejam menores em ambos o0s
extremos de idade. Este fato pode estar relacionado tanto ao cromossomo X duplo
quanto as diferencas nos niveis de estrogénio, que modulam as respostas
imunoldgicas (44-46). As curvas de prevaléncia por idade possuem uma distribuicéo
semelhante a dos dados de incidéncia (36).

E bem conhecido que existem diferencas nas variantes de risco de doencas
autoimunes em diferentes populacfes. A prevaléncia de LES varia substancialmente
por ancestralidade étnica. Nos estudos que relatam diferencas entre grupos étnicos
(30,47-49), as taxas de incidéncia sdao 3 a 5 vezes maior de LES nos afro-
americanos comparado aos individuos com ascendéncia europeia (50-52). Os
grupos étnicos asiaticos e hispanicos possuem taxas de incidéncias intermediarias
entre 0s grupos étnicos citados anteriormente (53-55). Semelhante aos dados de
incidéncia, os grupos étnicos negros possuem maior prevaléncia de LES, os grupos
brancos, menor prevaléncia, e 0s asiaticos e hispanicos, intermediarios, tanto para

homens quanto para mulheres (36).

A sobrevida nos pacientes com LES tem melhorado muito nos ultimos anos.
Na década de 50, a sobrevida média em cinco anos era de 50% (56). De 1975 a
1990, a sobrevida em 10 anos aumentou de 64 para 87%. Ainda mais melhorias
ocorreram recentemente de 1990 a 2004, quando a sobrevida de 20 anos aumentou
para 78% (57). Nos dias atuais, taxas de sobrevida de 5, 10 e 15 anos foram
relatadas como estando na faixa de 96, 93 e 76%, respectivamente (58-60). Varios
fatores contribuiram para isso, principalmente melhoria da conscientizacdo e

classificacdo da doenca, levando a um diagndstico precoce, o melhor entendimento
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da sua fisiopatologia e as melhores condi¢bes de tratamento, bem como melhorias
no tratamento da hipertenséo, infeccao e insuficiéncia renal, algumas das principais

comorbidades que esses pacientes apresentam (59,61).

As doencas cardiovasculares (DCV), as infec¢fes e a doenca ativa sdo as
principais causas de morte no LES. Os pacientes com LES apresentam taxas de
mortalidade duas a cinco vezes maiores que a populacdo geral (62). Um padrdo
bimodal de mortalidade tem sido reconhecido no LES desde meados da década de
1970 (63), nos primeiros anos da doenca, as principais causas de morte sao
infec¢Bes graves devido a imunossupressdo ou morte por complicacées da doenca
ativa, como nefrite lUpica e IUpus neuropsiquiatrico; enquanto as causas de morte
tardias incluem danos ha longo prazo do LES, complicacbes do tratamento e as
DCV (57,64). Lee e colaboradores realizaram um estudo de meta-andlise e
examinaram as taxas de mortalidade padrdo no LES. O risco de mortalidade foi
significativamente maior para doenga renal, DCV e infeccdo, mas n&o devido a
cancer (65). A doenca renal ocorre em até 60% dos pacientes com LES e continua

sendo uma causa predominante de morbidade e mortalidade no LES (66).

No Brasil, um estudo publicado em 2017, caracterizou as causas de
mortalidade no lupus de 2002-2011. A taxa de mortalidade no LES no Brasil foi de
4,76 mortes para cada 105 habitantes, sendo maior nas regides Centro-Oeste, Norte
e Sudeste do que no pais como um todo. Os distarbios do sistema
musculoesquelético e do tecido conjuntivo foram mencionados como a causa
subjacente de morte em 77,5% dos casos; também foram observadas doencas do

sistema circulatério e infecciosas e parasitarias, embora em menor frequéncia (67).
2.2.3 Etiologia e patogénese do LES

A etiologia e a patogénese do LES sdo complexas e permanecem ainda
pouco conhecidas, mas envolvem multiplos fatores, especialmente genéticos,
imunologicos, hormonais e ambientais (68). O dano tecidual e o acometimento de
orgéos e sistemas podem estar relacionados a presenca de autoanticorpos e IC. No
LES, observa-se ativacdo da imunidade inata e adaptativa, com a participacao de
receptores do tipo Toll (do inglés Toll-like receptors — TLR) 7 e 9 no reconhecimento

de autoantigenos derivados do RNA e DNA, respectivamente, provenientes de
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células apoptéticas, e o envolvimento de células B e T ativadas a partir da interacéo
com estes autoantigenos (69,70). A resposta imune anormal que permite a
persisténcia de células B e T patogénicas, também aumenta o processamento de
autoantigenos pelas células apresentadoras de antigenos, ocasiona hiperativacao
linfocitaria e determina falha nos mecanismos imunorregulatérios que poderiam

interromper este processo.

A predisposicdo ao LES tem sido relacionada a heranca de determinados
genes e nao segue um modelo monoalélico. Estudos demonstram que gémeos
monozigoticos possuem um risco 10 vezes maior de desenvolver LES do que
gémeos dizigoticos ou irmaos ndo gémeos, e em estudos observacionais a presenca
de multiplos casos de LES nas familias (71-74). Aproximadamente, de 5 a 12% dos
familiares de pacientes com LES poderéo ter a doenca, 0 que representa um risco
100 vezes maior do que a populacdo geral (75). Deficiéncias geneticamente
herdadas de componentes do complemento (C1q, C4A e B e C2) e a mutacéo do
gene gue sintetiza a exonuclease 3'-5' envolvida no metabolismo e depuracdo do
DNA (do inglés Three-prime repair exonuclease - TREX1), apesar de raramente
encontradas, sdo fatores genéticos fortemente associados com o desenvolvimento
do LES (76-79). O encontro de outras doencas autoimunes em familiares de
pacientes com LES e sua associacdo com alguns distarbios geneticamente
determinados, também reforcam a importancia da predisposicdo genética para o
surgimento da doenca. A combinacdo de fatores genéticos, tanto a presenca de
genes de suscetibilidade, quanto a auséncia de genes de protecdo, determina risco
suficiente para o desencadeamento da doenca. Estes dados, juntamente com 0s
achados em estudos de associacao global do genoma humano (do inglés Genome-
wide association study - GWAS), implica um forte background genético para o LES
(80,81).

Os GWAS tém sido bem sucedidos na identificacdo de novos loci que
contribuem para a suscetibilidade genética do LES. A contribuicdo isolada de cada
um deles no desenvolvimento da doenca € pequena, geralmente com risco inferior a
2 ou 3 vezes (82). Atraves destes trabalhos, comecou-se a elucidar a complexa
arquitetura genética do LES, e coletivamente, esses estudos identificaram e
confirmaram aproximadamente 90 loci que contribuem para esta patogénese. Esses

dados destacam a importancia de varias vias imunolégicas incluindo aquelas que



25

envolvem a ativagéo e funcéo dos linfécitos, a depuracdo do complexo imunoldgico,
a resposta imune inata e as resposta imune adaptativa (68,83). Dentre os alelos do
complexo maior de histocompatibilidade (do inglés Major histocompatibility complex -
MHC), sabe-se que a regido do antigeno leucocitario humano (do inglés Human
leukocyte antigen - HLA), mais especificamente DR2, DR3 e DR8, contribuem para o
risco de LES e outras doencas autoimunes desde a década de 1970 (84-87).
Polimorfismos genéticos de suscetibilidade podem influenciar a depuracdo de IC e
células apoptoticas através da alteracdo de componentes do sistema complemento,
como os descritos anteriormente (C1g, C4A e B e C2) e também outros, tais como a
lectina ligadora da manose (do inglés Mannose-binding lectin - MBL), receptores Fc
gama IIA (do inglés Fc gamma receptor IIA - FcyRIIA), IlIA (do inglés Fc gamma
receptor IlIA - FcyRIIIA), 11IB (do inglés Fc gamma receptor IIIB - FcyRIIIB), proteina
C-reativa (PCR) e integrina alfa M (do inglés Integrin alpha M - ITGAM) (81,88-91).
Ha variantes alélicas encontradas nos genes PTPN22 (do inglés Protein tyrosine
phosphatase non-receptor 22), OX40L (OX40 ligante, também conhecida como
glicoproteina 34 kDa), PDCD1 (do inglés Programmed cell death 1), BANK1 (do
inglés B cell scaffold protein with ankyrin repeats), LYN (do inglés Src family of
protein tyrosine kinase) e BLK (do inglés B lymphoid kinase — cinase dos linfécitos B)
que afetam a sinalizacdo de linfocitos, resultando em mudancas na ativacéo,
supressdo e sobrevida das células B e T (92-98). Ha estudos com polimorfismos
cuja influéncia se da através de alteracdes envolvendo a imunidade inata, dentre
eles, 0s que sdo encontrados nos genes IRF5 (do inglés Interferon regulatory factor
5), STAT4 (do inglés Signal transducer and activator of transcription 4), IRAK1 (do
inglés Interleukin 1 receptor associated kinase 1) e SPP1 (do inglés Secreted
phosphoprotein 1), os quais estdo associados com niveis elevados de IFN-a, uma
importante citocina envolvida na fisiopatogenia do LES (99-101). O alelo B do
polimorfismo Bsm1l do gene VDR mostrou significante associacdo com LES em
pacientes asiaticos (102-104). Todos estes marcadores genéticos sdo encontrados
de maneira muito variada em diferentes populacdes, especialmente os que se
relacionam com o MHC, sendo alguns mais ou menos frequentes, de acordo com a
etnia. A influéncia genética destes fatores potencialmente pode alterar a regulacéo
imune, a degradacgéo de proteinas, o transporte de peptideos através da membrana

celular, a cascata do complemento, o funcionamento do sistema reticuloendotelial, a
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producdo de imunoglobulinas, a apoptose e a producao e liberacdo de hormonios
(105).

Os horménios tém funcdo imunorregulatoria e alteracbes em suas
concentracfes podem ter papel na patogénese do LES, influenciando na incidéncia
e no curso clinico da doencga (44). O estrogénio estimula timacitos, linfocitos T CD8+
e CD4+, linfécitos B, macrofagos, a liberacao de citocinas, a expressao de moléculas
do HLA e moléculas de adesao endotelial, além de reduzir a apoptose de linfocitos B
ativados (106,107). Os androgénios evidenciam efeito imunossupressor (108). O
desequilibrio entre os niveis de estrogénio e androgénio parece influenciar a
resposta imune. Em uma meta-andlise de estudos clinicos, observaram-se niveis
mais baixos de testosterona e dehidroepiandrosterona (DHEA) e niveis mais altos de
estradiol e prolactina em mulheres com LES (109). Isto justificaria, em parte, 0 maior
namero de casos de LES em mulheres na idade reprodutiva e em individuos com
sindrome de Klinefelter (47,XXY) e a menor prevaléncia da doenca em pacientes
com sindrome de Turner (45,X) (110,111). Estas duas sindromes suscitam a
possibilidade de o risco para desenvolver LES estar relacionado a existéncia de
dose genética cumulativa, visto que h& pelo menos trés genes predisponentes ao
LES localizados no cromossomo X (IRAK1, TLR7 e MECP2 — do inglés Methyl CpG
binding protein 2) (112). Alguns estudos mostraram associacdo entre o risco de
desenvolver LES com a menarca precoce, 0 uso exdgeno de hormonios (incluindo
contraceptivos orais e terapia de reposicdo hormonal) e a menopausa cirdrgica
(113,114). Um estudo de coorte prospectivo com mulheres do Nurse’s Health Study
demonstrou que uma maior exposicao estrogénica, decorrente de menarca precoce
ou do uso de estrogénio exdgeno através de contraceptivos orais ou terapia de
reposicao hormonal na pds-menopausa, aumentou em 1,5 a 2,5 vezes o risco do
desenvolvimento do LES (113). Em contraste, a progesterona parece reduzir o risco
de LES ao contrabalancar os efeitos do estrogénio, o que sugere que o equilibrio
entre o estrogénio e a progesterona pode determinar a expressédo da doenca (115).
A progesterona diminui a proliferagdo de células T e aumenta o numero de células
CD8+ (116). A prolactina encontra-se elevada em pacientes com LES de ambos os
sexos (117). Os niveis de prolactina estdo correlacionados diretamente com a
atividade clinica e sorolégica da doenca (118). Ocorre também aumento de doenca

tireoidiana autoimune em pacientes com LES, o que altera os niveis dos horménios
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tireoidianos e do hormonio tireoestimulante (119). A vitamina D apresenta efeitos
imunorregulatorios em diversas células do sistema imune, especialmente linfécitos T,
linfécitos B e células dendriticas (120,121). Alguns estudos tém demonstrado
associacao entre baixos niveis de vitamina D e LES, sugerindo sua participacdo na

etiopatogenia desta doenca (122).

Anormalidades na regulagcéo do sistema imune, incluindo quebra inicial da
autotolerancia, reconhecimento de autoantigenos, ativacdo de linfécitos T e B,
secrecdo de citocinas, proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos B e producédo de
autoanticorpos, sdo caracteristicas de pacientes com LES (123). Defeitos na morte
celular, nos mecanismos de fagocitose e depuracao ineficaz de material apoptotico,
restos celulares e de IC s&do achados que colaboram para perpetuacdo da
autoimunidade no LES (124).

Plasmdécitos produtores de autoanticorpos estdo persistentemente sendo
ativados por uma molécula chamada de fator de ativacéo de células B (do inglés B-
cell activating fator — BAFF), também conhecida como BLys (do inglés B lymphocyte
stimulator — estimulador de linfécitos B) ou CD257, no qual encontra-se elevada em
pacientes com LES (125,126). Outras anormalidades também podem ser
destacadas, dentre elas: a diminuicdo do namero dos linfécitos T supressores e
citotdxicos (127); deficiéncia qualitativa e quantitativa de células T regulatérias (128);
aumento dos linfécitos T auxiliares foliculares (do inglés Follicular helper T cells -
Tfh) e linfécitos T auxiliares (do inglés T helper - Th) CD4+ (129,130); ativacdo
policlonal de linfocitos B e defeitos na tolerancia destes linfocitos (131); aumento do
microquimerismo fetal, provendo antigenos para o sistema imune (132); elevacao
dos niveis circulantes de IFN-a e aumento da expressdo da transcricido do RNA
indutor de IFN-a pelas células mononucleares (133,134). A sinalizacdo anormal dos
TLR7 e 9, levando ao reconhecimento de autoantigenos contendo RNA e DNA,
respectivamente, aliada ao aumento de células B de memodria e plasmdcitos
expressando TLR9, apontam uma possivel ativagdo de linfécitos B diretamente
através do sistema imune inato, independente de células T, o que tem sido
relacionado com predisposicdo e modulacdo do quadro clinico de pacientes com
LES (135,136).
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Varios fatores ambientais tém sido associados ao desenvolvimento do LES.
Mecanismos que ligam exposicdes ambientais e LES incluem modificacdes
epigenéticas, aumento do estresse oxidativo, da inflamacé&o sistémica, das citocinas
inflamatorias e efeitos hormonais (137). O National Institute of Environmental Health
Science Expert Panel revisou e avaliou a influéncia de fatores ambientais sobre a
autoimunidade e associou um aumento no desenvolvimento do LES com a
exposicao a silica e o tabagismo (138). Infec¢cbes causadas por virus, dentre eles o
virus Epstein-Barr (do inglés Epstein—Barr virus — EBV), poderiam contribuir para o
desenvolvimento de autoimunidade, principalmente por mimetismo molecular (139).
Outros virus, como Citomegalovirus (CMV), Parvovirus B19 e alguns retrovirus,
também estéo relacionados (140). Radiacao ultravioleta B (UVB) pode estimular os
gueratindcitos a expressarem antigenos nucleares em sua superficie e aumentar a
secrecdo de citocinas que estimulam linfécitos B a producdo de autoanticorpos
(141). Medicagdes, como procainamida, hidralazina e isoniazida podem
desencadear lUpus induzido por droga, que € caracterizado pelo surgimento de
manifestacdes clinicas e laboratoriais apds exposicdo a estes farmacos, seguido por

desaparecimento do quadro com a suspenséo dos mesmos (Figura 1).
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Figura 2. Resumo do envolvimento de mdltiplos fatores, especialmente genéticos,
imunologicos, hormonais e ambientais, presentes na etiologia e a patogénese do
LES. Fonte: Robbins Patologia Basica (92 Edicédo), 2013.

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE LUPUS

O alto grau de complexidade e heterogeneidade da apresentacao clinica no
LES, aliada as limitagcbes inerentes a pesquisa clinica, dificultam a investigacdo da
etiologia dessa doenga diretamente nos pacientes. Os modelos animais tem sido
valiosos para investigar os mecanismos celulares e genéticos do LES, bem como na
identificacdo e validacdo de alvos terapéuticos. Desta forma, os modelos

experimentais de LES tém contribuido para entender os mecanismos celulares, de
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sinalizacdo e metabdlicos que contribuem para a doencga, e como o direcionamento

dessas vias pode fornecer alvos terapéuticos (142).

Os modelos experimentais de LES podem ser divididos basicamente em
espontaneo e induzido. Cada modelo compartilha subconjuntos especificos de
atributos da doencga observada em humanos, o que fornece aos pesquisadores uma
ferramenta para adequa-los as suas necessidades especificas. No entanto, nenhum
deles representa completamente todo o espectro clinico encontrado em pacientes
com LES (Tabela 1) (143).

Tabela 1. Modelos animais de LES.

Modelo Assinatura  Anti- Anti- Manifestacbes  Critérios de
animal de IFN DNA  Sm/RNP Clinicas LES*
NZB/W F1 Fraca Sim Nao ANAs, NL grave 3
ANAs, NL grave,
MRL/lpr artrite, erupcoes 6
Ausente Sim Sim cutaneas
B6/Ipr Ausente N&o Nao ANAs 1
BXSB male N/A Sim Nao ANAs, NL grave 3
ANAs, NL, artrite,
Pristane HAD, anemia, 8
Forte Sim Sim serosite

N/A: Nao disponivel; ANAs: anticorpos antinucleares; NL: nefrite lUpica; HAD:
hemorragia alveolar difusa.

*Numero de critérios do SLICC para classificacdo do LES (em humanos sao
necessarios quatro critérios para definir o lipus com 95% de certeza, pelo menos
um critério clinico e um laboratorial). Fonte: Tabela adaptada de Zhuang e
colaboradores, 2015 (143).

2.3.1 Modelo de lupus induzido por pristane

O pristane é um alcano isoprenoide encontrado em alta concentracao no
o0leo mineral. Uma injecdo intraperitoneal de pristane € um método padrdo para
obtencdo de um fluido ascitico enriquecido em anticorpos monoclonais. Dentre os
anticorpos produzidos no modelo de ldpus induzido por pristane em BALB/c
podemos encontrar anti-ribonucleoproteina, anti-DNA e anti-histona. Os animais
submetidos a injecdo de pristane também apresentam deposicdo de IC no rim,

causando uma glomerulonefrite (144).

O modelo de lupus induzido por pristane também é impulsionado por uma

forte resposta do IFN-I, e este modelo € bem adequado para investigar a assinatura
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de IFN-I presente em muitos pacientes com LES, mas mais fraca ou ausente em
outros modelos animais (143). Este modelo também é (til para testar o impacto de

um gene especifico no desenvolvimento do lupus.

Assim como observado no LES em humanos, o modelo de lupus induzido
por pristane é mais grave nas fémeas do que nos machos (145). Ainda,
dependendo da linhagem de camundongo utilizado na indugdo do modelo de lUpus
induzido por pristane sdo observadas diferentes manifestacfes clinicas, o que ilustra
o papel das interacdes gene/ambiente na suscetibilidade da doenca (146). Uma
explanagdo mais aprofundada deste modelo experimental esta descrita no Artigo 1
apresentado neste trabalho.

2.4 VITAMINA D

2.4.1 Consideracdes gerais

As vitaminas sd0 compostos organicos essenciais para o metabolismo dos
seres vivos. A vitamina D compreende compostos lipossoliveis, e existe em duas
isoformas principais, de origem vegetal (vitamina D2 ou ergosterol) ou animal
(vitamina D3 ou colecalciferol), responsaveis principalmente pela manutencdo do
equilibrio do metabolismo 6sseo (147,148). Ambas as vitaminas D2 e D3 sao
metabolizadas pela mesma via e produzem metabdlitos ativos com efeitos biolégicos
equivalentes (Figura 2) (149). A vitamina D pode ser encontrada em alguns
alimentos e suplementos alimentares, porém sua maior fonte € proveniente da
sintese cutanea, a partir da adequada exposicdo a radiacdo UVB da luz solar.
Apenas cerca de 20% das necessidades corporais diarias sdo supridas pela
alimentacdo, fato que a torna diferente da maioria das demais vitaminas que
geralmente precisam ser adquiridas através da dieta (150). Poucos alimentos
contém ou sao enriguecidos, naturalmente, com vitamina D, dentre eles as principais
fontes de vitamina D3 sdo o 6leo de figado de peixe, peixes gordurosos (atum e
salméo) e a gema do ovo, enquanto que a vitamina D2 € derivada da ingestao de
fontes de fungos, como cogumelos e leveduras. A vitamina D2 é uma molécula com
28 carbonos e pode ser manufaturada através da irradiacdo UVB do ergosterol
encontrado em fungos (151). A vitamina D3 apresenta 27 carbonos e pode ser
obtida através da irradiacdo UVB do 7-deidrocolesterol (7-DHC) proveniente da

lanolina (152). Diante destas particularidades envolvendo a biodisponibilidade da
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vitamina D nos seres humanos, entende-se 0 crescente interesse em pesquisas
envolvendo este esteroide, visto que estudos em diferentes populagbes tém
mostrado uma alta prevaléncia de hipovitaminose D e a implicacdo clinica deste

achado ainda continua pouco entendida (153).

necalcierol - 0

Ergosterol -~ D

Y
|
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1. 25(0H), Vitamina D

Figura 3. Estrutura quimica dos precursores e metabdlitos da vitamina D. 7-
deidrocolesterol (pro-vitamina D3); colecalciferol (Vitamina D3); ergosterol (Vitamina
D2); 25-hidroxivitamina D [25(OH)D ou calcidiol]; 1a,25-diidroxivitamina D
[10,25(0OH)2D ou calcitriol]. Fonte: de Castro LCG, 2011 (149).

A vitamina D tem um importante papel no metabolismo 6ésseo, incluindo
absorcéo de célcio e fosforo. A descoberta de que a maioria das células expressa o
VDR, e algumas possuem também maquinaria enzimatica para produzir formas
ativas da vitamina D, gerou grande interesse nos seus potenciais efeitos bioldgicos,
visto que h& evidéncias da influéncia desta vitamina na patogenia de doencas
autoimunes, neoplasicas, osteometabdlicas, infecciosas, cardiovasculares e
metabdlicas (153). A mais alta expressdo do gene VDR € encontrada em tecidos
metabdlicos, como intestino, rins e 0ssos, mas niveis baixos a moderados do VDR
podem ser observados em mais da metade dos cerca de 400 tecidos e tipos de

células que formam o corpo humano (154). Estudos sugerem que a vitamina D
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apresenta efeitos regulatorios em aproximadamente 900 genes (155). A identificacdo
do VDR nas células responsaveis pela resposta imune, como as células
mononucleares, dendriticas e apresentadoras de antigeno, e também nos linfécitos
B e T, sugere que a vitamina D possa exercer atividade imunorregulatéria (121,156).
No sistema imune, a vitamina D promove diferenciacdo e regulacdo de mondcitos,
linfocitos e células exterminadoras naturais (do inglés, natural killer - NK), além de
interferir na secrecdo de quase todas as citocinas envolvidas no sistema imune.
Entre os efeitos imunomoduladores, destacam-se a diminuicdo da producao de IL-2,
do IFN-y e TNF-q, inibicdo da expresséo de IL-6 e inibicdo da secrecdo e producao
de autoanticorpos pelos linfécitos B (153,157).

Ha grandes diferencas interpessoais quanto aos efeitos da vitamina D no
organismo e, parte desta variacdo, deve-se a alteracbes nas sequéncias de DNA
que sintetizam importantes proteinas envolvidas no metabolismo e na ac¢do da
vitamina D nas células-alvo. Um exemplo disto seria a mutacdo deletéria no gene
VDR que causa raquitismo por resisténcia a 1,25(0OH),D. Outras variacdes genéticas
mais sutis envolvem a presenca de alguns polimorfismos no gene VDR, porém com

consequéncias funcionais ainda pouco conhecidas (158,159).
2.4.2 Metabolismo da vitamina D

Nos seres humanos, a pele € o Unico sitio capaz de produzir vitamina D. A
pré-vitamina D (7-DHC) é produzida na derme e epiderme e, sob acdo da radiacao
UVB com comprimento de onda entre 280 e 315 nm, sofre conjugacao de pontes de
hidrogénio nos carbonos C5 e C7, dando origem a pré-vitamina D. Esta, apés
aproximadamente 24 horas, forma homodimeros, transformando-se em vitamina D
(160,161).

A vitamina D proveniente da dieta é absorvida no intestino delgado e,
juntamente com a vitamina D endogena, transportada até o figado para ser
metabolizada. O transporte ocorre principalmente através da proteina ligadora da
vitamina D (do inglés vitamin D-binding protein - VDBP) e, em menor propor¢do, com
a albumina (162). A enzima hepatica 25-hidroxilase (CYP2R1 - do inglés
Cytochrome P450 family 2 subfamily R member 1) incorpora um radical hidroxila na

posicdo 25 da molécula da vitamina D, originando a forma 25-hidroxivitamina D
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(25(OH)D), também conhecida como calcidiol (163). Por manter niveis séricos mais
estaveis, € a forma usada para dosar a vitamina D do paciente. O figado é o
reservatorio usual da vitamina D. O tecido adiposo também pode atuar como
reservatorio. Além do figado, outros tecidos, como pele, intestino e rins sdo capazes
de promover a 25-hidroxilagdo da vitamina D, porém em menor propor¢édo (159). A
25(0OH)D circula ligada a VDBP até o rim, onde sofre nova hidroxilagéo, resultado da
atividade das enzimas 1a-hidroxilase (CYP27B1 — do inglés Cytochrome P450 family
27 subfamily B member 1) ou 24-hidroxilase (CYP24Al1 — do inglés Cytochrome
P450 family 24 subfamily A member 1) (164). Os produtos séo, respectivamente, a
1,25(0OH),D (calcitriol), a forma mais ativa e a 24,25-dihidroxivitamina D
(24,25(0OH),D), um metabdlito inativo hidrossoluvel, conhecido também como acido
calcitroico que é excretado na bile. A concentracdo plasmatica da 1,25(0OH).D é
regulada a partir dos niveis de 25(OH)D e da atividade das enzimas 1a-hidroxilase e
24-hidroxilase. A enzima 1a-hidroxilase é regulada pelo paratorménio (PTH), pela
concentracdo de fosforo e pelos niveis séricos de 1,25(0OH),D (165). O aumento do
PTH estimulam a enzima a sintetizar 1,25(0OH).D, enquanto a 1,25(OH).D exerce
estimulo negativo sobre esta enzima (165,166). Ambas, 1,25(0OH),D e 25(OH)D séao
degradadas, em parte, pela enzima 24-hidroxilase, através da sintese do acido
calcitroico (2). Os niveis séricos da 1,25(0OH),D, ao contrario da 25(OH)D, sao
fortemente controlados por mecanismos de retroalimentacdo, com niveis séricos
bastante variados e meia-vida de cerca de 6 horas (162). A 1a-hidroxilase também
esta presente nos tecidos extrarrenal (pulmdo, prostata, cérebro, placenta) e nas
células do sistema imune, o que torna possivel a producao local da forma ativa da
vitamina D, que passa a ter efeito paracrino e autdcrino (167). E importante salientar
que a 1a-hidroxilase extrarrenal € regulada diferentemente da resposta vista ao
PTH, célcio e fosforo séricos (168). Particularmente, esta la-hidroxilase ndo é
estimulada pelo PTH e, consequentemente, a producdo de 1,25(OH),D passa a
depender das concentracbes do substrato, ou seja, a 25(0OH)D, o que pode
determinar maior impacto na fungdo da vitamina D nestes locais em casos de
hipovitaminose D (14,167). Por outro lado, alguns estudos sugerem um mecanismo
de autorregulacdo negativo exercido pela 1,25(0OH),D sobre a sintese do seu

precursor via inibicdo da 25-hidroxilase (169,170).
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2.4.3 Niveis séricos e deficiéncia de vitamina D

A vitamina D pode ser quantificada a partir da verificagdo da concentracao
da 25(0OH)D, que representa sua forma circulante em maior quantidade, com meia-
vida de aproximadamente trés semanas. A 1,25(0OH),D ndo costuma ser usada para

avaliacao da concentracao da vitamina D, devido a sua curta meia-vida e sua baixa
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concentracédo, cerca de 1000 vezes inferior a da 25(OH)D (171). Além disso, no caso
de deficiéncia de vitamina D, existe um aumento compensatério na secre¢do do
PTH, o que estimula o rim a aumentar a producdo de 1,25(OH),D. Deste modo,
quando ocorre deficiéncia de vitamina D e queda nos niveis de 25(OH)D, a
concentragéo seérica de 1,25(0OH),D se mantém dentro dos niveis normais ou mesmo
elevados (172).

N&o existe consenso sobre a concentracdo sérica da 25(OH)D. Ha uma
concordancia de que os niveis séricos de vitamina D sejam mantidos dentro de uma
faixa que ndo induza o aumento do PTH (150,173). A deficiéncia de vitamina D &
definida pela maioria dos autores como niveis séricos de 25(OH)D inferiores a 50
nmol/l (20 ng/ml) (174-177). Niveis séricos entre 50 e 75 nmol/l (20 e 30 ng/ml)
seriam indicativos de insuficiéncia relativa de 25(OH)D e niveis iguais ou maiores
que 75 nmol/l (30 ng/ml) poderiam ser considerados como estado suficiente de
vitamina D (162,177). Valores abaixo de 25 nmol/l (10 ng/ml) indicariam niveis
criticamente baixos (178,179). Intoxicacao associada com hipervitaminose D poderia

ser vista com niveis de 25(OH)D superiores a que 374 nmol/l (150 ng/ml) (180).

As concentracdes plasméticas ideais de 25(OH)D foram definidas, como
visto anteriormente, a partir da sua influéncia sobre os niveis séricos do PTH, o que
as tornam clinicamente relevantes para a manutencdo da homeostase do célcio.
Entretanto, as concentracfes ideais de 25(OH)D necessarias para 0 bom
funcionamento do sistema imunoldégico ainda ndo foram definidas e podem ser
distintas daqueles valores que atualmente sdo conhecidos (181). Além disso,
estudos demonstram que alguns polimorfismos genéticos envolvendo a VDBP,
enzimas envolvidas no seu metabolismo, e o proprio VDR podem determinar
variacfes nos niveis séricos da 25(0OH)D e tornam ainda mais complexa a definicdo
da concentracao ideal de vitamina D, a qual pode ser diferente para cada individuo
(182). Ha inumeras causas para haver deficiéncia de vitamina D, dentre elas,
reducdo da sintese cutdnea e da absorcao intestinal, além de doencas herdadas ou
adquiridas do seu metabolismo ou que interfiram na responsividade a vitamina D
(166).
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2.4.4 Receptor de vitamina D

O VDR é um receptor nuclear de 50 kDa (183), pertencente a familia dos
receptores esteroides de classe 2, semelhante aos receptores do acido retinoico e
do hormonio tireoestimulante. Seu gene de 75kb esta situado no braco longo do
cromossomo 12 (159). A estrutura de VDR consiste em um dominio N-terminal, para
ligacdo com o DNA, uma regido de charneira flexivel e um dominio de ligacdo com o
ligante, 1,25(0OH).D (183). Além do classico VDR nuclear, acredita-se que exista um

VDR de membrana responsavel por acdes rapidas da vitamina D (184).

A 1,25(0OH),D liga-se ao VDR nuclear e determina uma resposta gendmica
através da regulacdo da transcricdo de alguns genes. As principais etapas
envolvidas no controle da transcricdo genética incluem a ligacdo da 1,25(0OH).D ao
VDR, heterodimerizacdo com o RXR, ligacdo deste heterodimero a sequéncias
especificas do DNA, também conhecidas como VDRE localizados no DNA, nas
regides promotoras dos genes que sao ativados pela vitamina D e recrutamento de
outras proteinas nucleares para dentro do complexo transcricional (figura 5) (3,183).
Acredita-se que a 1,25(0OH),D possa exercer acfes genbmicas e ndo gendmicas
rapidas interagindo com o VDR. As atividades ndo gendmicas rapidas sdo mediadas
pelo VDR de membrana que também € ativado por 1,25(0OH),D, o que resulta na
abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem ou na ativacdo de segundos

mensageiros, como por exemplo a proteina quinase C (185).

O VDR foi descoberto inicialmente nos tecidos envolvidos na regulacdo da
homeostase do calcio e fosfato (intestino, ossos, rins e paratireoides) (186). Além
dos tecidos classicos, 0 VDR também esta presente em outros locais, tais como
células do sistema imune, trato reprodutivo (Gtero, ovario, placenta, testiculo e
préstata), mamas, sistema endocrinologico (ilhotas pancreaticas, hipdfise, tireoide,
paratireoide e cortex adrenal), musculatura lisa e esquelética, coracdo, pele, cérebro
e figado (187). Além da distribuicdo quase universal do VDR, algumas células
(queratinocitos, mondécitos, 6sseas e placentarias) expressam a enzima 1a-
hidroxilase que produz a forma ativa da vitamina D in situ, podendo ocorrer efeito

paracrino e autocrino deste hormaonio (2,5).
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Figura 5. Mecanismo de acdo da vitamina D. Abreviagbes: MR (molécula
reguladora); mRNA (acido ribonucleico mensageiro); RXR (receptor X retindico);

VDR (receptor da vitamina D); VDRE (elementos de resposta a vitamina D).

2.4.5 Efeitos fisiolégicos da vitamina D

A funcdo classica da 1,25(0OH),D relaciona-se com a regulacdo da
homeostase do calcio. No duodeno, estimula o transporte ativo de calcio para a
corrente circulatéria. A absorcdo de fosforo também é aumentada sob acdo deste
hormbénio. Ha participagdo na manutencdo da massa Ossea, permitindo a
mineralizacdo normal do osso e atuando na maturacdo do colageno e da matriz
(188). Atua de forma sinérgica com o PTH na ativacdo e maturacdo de osteoclastos,
resultando na mobilizacdo do calcio do osso para a circulacdo. Nos rins, €
responsavel por incrementar a reabsorgéo de calcio e fosforo. Além dos efeitos no
metabolismo do calcio, a 1,25(0OH),D estad envolvida na regulacdo do magnésio,
liberacdo de insulina pelo pancreas, secre¢éo de prolactina pela hipofise, inibicdo da
sintese de renina, aumento da contratiidade miocardica,  manutencdo da

musculatura esquelética e depuragao de creatinina endogena (6-10).
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A 1,25(0OH).D interfere de forma direta ou indireta no controle de mais de
200 genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, diferenciacdo, apoptose e
angiogénese, podendo determinar diminuicdo da proliferacdo de células normais ou
neoplasicas (189). Estudos com animais evidenciaram que a 1,25(OH),D pode
suprimir o crescimento tumoral por indugcéo da apoptose, inibicdo da angiogénese e
reducdo da atividade invasiva das células cancerigenas (190). Na pele, atua de

forma paracrina, inibindo a proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos (162).

Varios efeitos imunomodulatorios também tém sido atribuidos a 1,25(OH).D.
O sistema imune inato atua como primeira barreira na defesa contra invasao de
micro-organismos e a presenca de alguns peptideos antimicrobianos tem sido um
fator importante neste contexto. Em humanos, pode ser encontrada a catelicidina,
um peptideo antimicrobiano produzido por macrofagos, mondcitos e queratindcitos,
com grande atividade contra bactérias, micobactérias, virus e fungos (191,192). A
vitamina D ativada parece estimular a producdo de catelicidina por estas células
(193). Mondcitos e macrofagos expostos a lipopolissacarideos bacterianos ou a
presenca do Mycobacterium tuberculosis ativam o gene VDR e 1a-hidroxilase,
levando ao aumento local da 1,25(0OH),D e do seu receptor, o que eleva a producgao
de catelicidina. Esta resposta frente aos micro-organismos parece ser atenuada em
individuos que apresentam deficiéncia de 25(OH)D (194,195).

Como descrito anteriormente, a vitamina D tem efeitos conhecidos sobre
diversas células do sistema imune, dentre elas linfocitos T CD4+ e CD8+, linfcitos
B, células dendriticas e macréfagos (181). Cada uma destas células expressa VDR
e 1a-hidroxilase, podendo produzir 1,25(0OH),D localmente. Seus efeitos paracrinos
e autécrinos dependem da adequada concentracdo da 25(OH)D, o que faz da
deficiéncia de vitamina D um fator crucial no funcionamento do sistema imune (14).
Nos linfécitos podem ser verificadas as seguintes alteracdes relacionadas a vitamina
D: supresséo do receptor de célula T, alteracdo no perfil de citocinas (diminuicdo de
IFN-y, IL-22, IL-2 e TNF-a e aumento de TGF-B, IL-4, IL-5 e IL-10) e troca do
fendtipo Thl para Th2, com maior tolerédncia imunolégica; supressdo das células
Th17 envolvidas na autoimunidade e reducédo da producédo de IL-17; supresséo da
producédo de IL-6 e IL-12 e IL-23; estimulo a atividade de células T regulatorias na
supressdo da proliferacdo de células T (196-205); inibicAo da produgcdo de

imunoglobulinas e diminuig&o e interrupcéo da diferenciacdo de células B (206—209).
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Todos estes efeitos salientam o importante papel da vitamina D na resposta das
células B e T, no processo inflamatério e na producdo de autoanticorpos, o que
potencialmente pode resultar em dano tecidual. Nas células dendriticas, os efeitos
da vitamina D talvez sejam os mais relevantes para o fendbmeno da autoimunidade,
devido ao papel protetor e mantenedor da tolerancia imunolégica desempenhado por
estas células, visto que a 1,25(0OH),D, atuando na sua maturacgdo, diferenciagcéo e
migracdo, estimula a producdo de células dendriticas mais tolerantes (210-216).
Nés macréfagos, a 1,25(0OH),D aumenta a maturacdo de monécitos em macrofagos,
mas reduz simultaneamente a sua capacidade de apresentar antigenos para as
células T, diminuindo a expressao do MHC de classe Il e diminui as citocinas IL-1j,
IL-6, TNF-a e aumenta IL-10 (217-221).

2.5 VITAMINA D E LUPUS

A vitamina D exerce inUmeras a¢fes sobre o sistema imunoldgico e varias
descobertas tém sido feitas a respeito da sua influéncia na etiopatogenia de algumas
doencas autoimunes. Do ponto de vista das doencas autoimunes, o papel mais
importante da vitamina D é sua capacidade de regular negativamente o0s
mecanismos relacionados imunidade e induzir tolerancia imunolégica, bem como um

efeito anti-inflamatorio (222).

Em 1979, surgiu a primeira descricAo que sugeriu a associacdo entre
deficiéncia de vitamina D e LES em humanos. Foi um estudo com doze
adolescentes lupicas usuarias de glicocorticoides que evidenciou baixos niveis de
1,25(0H),D em 7 delas (223). A literatura relata uma prevaléncia de insuficiéncia de
vitamina D (entre 20 e 30 ng/ml) entre 38-96% em pacientes com LES e a
prevaléncia de deficiéncia de vitamina D (menor que 20 ng/ml) entre 8 e 30% (178).
Os baixos niveis de vitamina D nos pacientes com LES estdo associados a
exposicdo solar reduzida devido a fotossensibilidade, ao uso de fotoprotecéo, a
alteracdo do metabolismo renal de vitamina D, entre outras (224). Os estudos
demonstram uma associacao entre baixa concentracédo de vitamina D e a atividade
da doenca no LES (225). Existem diversos trabalhos publicados na literatura

avaliando niveis de vitamina D em pacientes com LES (226).



41

Ha evidéncias de que a vitamina D reduz a chance de desenvolver doenca
autoimune em modelos murinos experimentais de artrite reumatoide, encefalite e
lUpus (21,227,228). Visto que esta tese avaliou os efeitos da suplementacdo de
vitamina D em modelo de ldpus induzido por pristane, os trabalhos discutidos a
seguir sdo sobre os efeitos desta suplementacdo em modelos experimentais de

lGpus.

Em 1992, foi publicado por Lemire e colaboradores o primeiro trabalho
avaliando a influéncia da suplementacéao de vitamina D em modelo experimental de
lUpus. Este trabalho utilizou o modelo espontaneo de MRL/Ipr. Os animais foram
suplementados com 1,25(0OH),D na concentragdgo de 0,1 e 0,15 pg por via
intraperitoneal em dias alternados. Dentre os principais resultados, a suplementacéo
com 1,25(0OH),D inibiu completamente o aparecimento de lesdes cutaneas e reduziu
a proteinuria. Apesar destes resultados positivos, a reducdo na linfodenopatia, o
retardo no inicio do aparecimento de proteinlria e a reducdo estatisticamente

significativa nos niveis de anti-ssDNA né&o foram observados nestes animais (21).

Em um estudo brasileiro, realizado em 2000, Vaisberg e colaboradores
utilizaram camundongos (NZBxW) F1, geneticamente predispostos a desenvolver
lipus, e suplementaram estes animais com colecalciferol nas concentracdes de 3 e
10 ug por via intraperitoneal 1 vez por semana. Os animais apresentaram piores
achados histopatoldgicos na bidpsia renal no grupo que recebeu suplementacéo de
vitamina D, sugerindo que a vitamina D pudesse ter atuado como fator agravante da

doenca (22). Estes dados néo foram reproduzidos em outros estudos.

Apés 15 anos sem atualizacdes sobre a suplementacdo de vitamina D e
modelos de lapus, Arab e colaboradores utilizaram o modelo de lupus induzido por
cromatina ativada em camundongos BALB/c e suplementaram estes animais com
1,25(0OH),D na concentragdo de 50 ng por via oral diariamente. Neste estudo foi
utilizado dois protocolos de tratamento: (a) um protocolo preventivo (inicio da
suplementacdo 2 semanas antes da inducdo do modelo) e (b) um protocolo de
tratamento (inicio do tratamento 2 semanas apds o estabelecimento da doenca).
Tanto a suplementacdo preventiva quanto a suplementacdo como tratamento nao
foram capaz de reduzir os niveis de anti-dsDNA ou alterar os niveis de proteinduria,

mas observou-se um aumento na expressdo de Foxp3 e TGF-B e uma redugéo de
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IL-6 e IL-10. Este trabalho também avaliou o efeito da suplementacdo nas células
Treg. A porcentagem de células Treg no grupo que recebeu tratamento preventivo

aumentou significativamente (23).

Em 2016, um trabalho avaliou os efeitos de uma dieta deficiente em vitamina
D exposta aos camundongos MRL/Ipr durante 6 semanas. Apds este periodo os
animais apresentaram baixos niveis séricos de 25(OH)D, confirmando a deficiéncia
em vitamina D. Apesar dos niveis séricos de vitamina D baixos, 0s animais nao
apresentaram nenhum anormalidade quanto ao peso corporal, alopecia, nos niveis
séricos de anti-dsDNA e IgG total e no dano renal (proteinuria, histologia renal e
depdsito de IgG e C3 no rim) (24).

Em 2017, Ding e colaboradores exploraram os efeitos da 1,25(OH).D no
modelo de MRL/Ipr. A suplementacéo de 1,25(OH),D ocorreu na concentracao de
5ug/kg através da via oral diariamente. A suplementacdo demonstrou um efeito
protetivo, reduzindo as Ulceras cutaneas e o dano renal (25). A tabela 2 apresenta
resumo dos trabalhos publicados até o momento entre vitamina D e modelo

experimental de lupus.

Tabela 2. Modelos experimentais de lUpus e suplementacédo de vitamina D.

Modelo Forma da Concent V_|a_ de ~ Frequénc Resultados A
: . . ~ administraca : C Referéncias
experimental  vitamina D racao o ia principais
Espontaneo
01le . . Dias Ielgcl)t;gadoedpe:asle Lemire e
1,25(0OH)2D ' intraperitoneal alternado = colaboradores, 1992
0,15 pg S Redugao da 1)
proteinuria
Reducéo nos
niveis de
25(OH)D Sem
alteracBes nos
Dieta niveis de anti- Reynolds e
MRL/lpr deficier_ne em N/A N/A N/A dsDNA, 1gG colaboradores, 2016
vitamina D total, (24)
proteinuria,
histologia renal
e deposito de
IgG e C3.
Reducéo das
Diariamen ulcieras Ding e colaboradores
1,25(0OH)2D 5ug/kg oral cutaneas ’
te = 2017 (25)
Reducéo do
dano renal
. . . Semanal Piora da Vaisberg e
(NZBxW)F1 Colecalciferol 3 e 10 ug intraperitoneal . . colaboradores, 2000
mente  histologia renal 22)

Induzido
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Aumento de
Diariamen Foxp3 e TGF-f Arab e colaboradores,
te Reducéo de IL- 2015 (23)
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3. MARCO CONCEITUAL

Modulagdo do sistema imune inato e
adaptativo

Diminuicao de citocinas inflamatorias
Correlagdo com atividade de doenga

Dose de vitamina D ideal ?

Modelos espontdneos Modelos induzidos
MRL/lpr LES induzido por cromatina ativada
1 Linfocitos CD4+ v IL-6 e IL-10
(+) Ulceras de pele F TGF-B e Foxp3
(+) Sistema urinario 1" Linfocitos Treg

| Proteindria

| Anti-ssDNA LES induzido por pristane
NZW/F1

(-) Nefrite lGpica

Figura 6. Marco teérico do presente trabalho. ssSDNA: DNA de cadeia simples; (+):
melhora; (-): piora;
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4. JUSTIFICATIVA

O uso da suplementacdo de vitamina D em pacientes com doencas
autoimunes é uma recomendacdo comum. Contudo ainda sdo controversos 0s
estudos que observam as mudancas no processo cronico dos LES, bem como quais
0s mecanismos de imunomodulacdo da vitamina D. Devido a heterogenidade da
doenca e as diferengas interpessoais quanto aos efeitos da vitamina D no organismo

em humanos, estudos experimentais podem 1,25(0OH),D.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desenvolvimento e evolugcdo de LES apods suplementacdo de
vitamina D em modelo experimental de lGpus induzido por pristane.

5.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar a acdo da suplementacdo de vitamina D nas manifestacdes
clinicas do LES induzido por pristane através de:

a. Avaliacéo de escore clinico articular;
b. Avaliacdo de nocicepcao articular;
C. Avaliacdo de edema articular;

2. Estudar a acdo da suplementacdo de vitamina D nas manifestacdes
laboratoriais do LES induzido por pristane através de:

a. Deposicao de IgM e IgG nos rins (glomérulo);
b. Quantificacdo de mediadores inflamatorios sistémicos;

3. Determinar os padrdes histopatolégicos no rim e na articulacao;
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7. ARTIGO 1

Pristane-induced lupus: considerations on this experimental model

(Artigo publicado no periddico Clinical Rheumatology — DOI: 10.1007/s10067-017-
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Vitamin D supplementation ameliorates arthritis but does not alleviates renal
injury in pristane-induced lupus model

(Manuscrito submetido para publicacao no periédico Autoimmunity)
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9. CONDIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi avaliada a influéncia da suplementacéo de vitamina D no
desenvolvimento e evolucdo de LES em modelo experimental induzido por pristane.
Demonstrou-se que a vitamina D foi capaz de modular os sintomas clinicos e
histopatologicos da artrite, mas ndo alterou o curso clinico e histopatologico da
doenca renal, apesar de ter modificado o perfil de citocinas.

A suplementacdo com vitamina D [2ug/kg] foi capaz de reduzir a incidéncia
da artrite e retardou as manifestacdes clinicas, diminuindo o escore de atividade
articular e o edema nas patas posteriores. Entretanto, ndo foram observadas
alteracdes na nocicepgéo articular dos animais. A vitamina D n&o alterou o curso da
doenca renal neste modelo experimental, visto que ndo diminuiu 0s niveis de
proteinuria, ndo reduziu a proliferacdo mesangial glomerular e ndo teve influéncia na

deposicao de IC no tecido renal.

Os animais com lUpus induzido por pristane apresentaram niveis elevados
de IL-6, TNF-a e IFN-y, o que corrobora com os dados obtidos na literatura. A
suplementacdo com vitamina D néo alterou os niveis de IL-6 e TNF-a, mas reduziu
drasticamente os niveis de IFN-y. Os niveis de IL-2 e IL-4 ndo foram alterados. O
IFN-y € um dos principais mediadores de disturbios autoimunes e esta
correlacionado com a progressdo da doenca tanto em camundongos quanto em

[Gpus humanao.

Estes resultados confirmam que o papel da suplementacéo de vitamina D é
depende do sitio de atuacao, o que poderia explicar diferentes respostas de acordo
com o fendtipo clinico. Estes achados seriam explicados parcialmente pela diferenca
na expressao e ativacdo do receptor da vitamina D nas células e nos tecidos.
Adicionalmente, deve-se levar em consideracdo que 0S mecanismos
fisiopatogénicos também podem ser distintos de acordo com o sistema envolvido, o
que de certa forma interferiria mais ou menos na influencia da suplementacdo de
vitamina D. Ainda € necessario explorar a concentracdo de dose adequada e
segura, 0 tempo de tratamento e a influéncia da vitamina D nas diferentes bases

moleculares no LES.
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10.PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo implementou e padronizou o modelo de lapus induzido por

pristane no Laboratério de Doencas Autoimunes (LABDAI) do Centro de Pesquisa

Experimental (CPE) vinculado ao Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (HCPA). A partir disto, teve origem uma linha de pesquisa em lupus

experimental.

Na continuidade deste trabalho, pretendemos investigar:

A composicao corporal (tecido muscular e adiposo) no modelo de lupus
induzido por pristane;

A influencia da vitamina D combinada com exercicio fisico no

desenvolvimento e evolucdo do IUpus induzido por pristane;

O papel da vitamina D no dano do DNA no hipocampo dos animais com
lGpus induzido por pristane;

A possibilidade deste modelo experimental permitir o estudo de

manifestacdes neuropsiquiatricas do LES;

A interacdo entre os receptores nucleares, VDR e PPAR-y, na
polarizacdo de macréfagos M1/M2 no modelo de lupus induzido por

pristane.
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11. CONSIDERACOES GERAIS

A presente tese de doutorado é fruto do trabalho realizado no Laboratorio de

Doencas Autoimunes no Centro de Pesquisa Experimental vinculado ao Servico de

Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A participacdo de

professores, meédicos contratados, veterinarios, outros funcionarios contratados,

alunos e bolsistas de iniciacdo cientifica foi fundamental para a idealizacdo e

realizacdo desta pesquisa.

Durante o programa de pdés-graduacao que iniciou em janeiro de 2015, o
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Freitas EC, de Oliveira MS, Monticielo OA. Pristane-induced lupus:
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2017;36(11):2403-14.

Alabarse PVG, Lora PS, Silva JMS, Santo RCE, Freitas EC, de Oliveira MS,
et al. Collagen-induced arthritis as an animal model of rheumatoid cachexia. J
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Chakr RM da S, et al. Muscle wasting in osteoarthritis model induced by
anterior cruciate ligament transection. PLoS One. 2018;13(4):e0196682.



12. ANEXO 1 — CONSORT 2010 GUIDELINE

115

./‘ CONSORT 2010 checklist of information to include when reporting a
ad_. randomised trial*
Reported
Item on page
Section/Topic  N° Checklist item N°
Title and abstract
la Identification as a randomised trial in the title 1
1b  Structured summary of trial design, methods, results, 12
and conclusions (for specific guidance see CONSORT for abstracts)
Introduction
Background 2a  Scientific background and explanation of rationale 16
and objectives S
2b  Specific objectives or hypotheses 46
Methods
Trial design 3a  Description of trial design (such as parallel, factorial) 83
including allocation ratio
3b  Important changes to methods after trial 83
commencement (such as eligibility criteria), with
reasons
Participants 4a  Eligibility criteria for participants 83
4b  Settings and locations where the data were collected 83
Interventions 5  The interventions for each group with sufficient details 83
to allow replication, including how and when they were
actually administered
Outcomes 6a Completely defined pre-specified primary and 83
secondary outcome measures, including how and
when they were assessed
6b  Any changes to trial outcomes after the trial 83
commenced, with reasons
Sample size 7a  How sample size was determined 83
7b  When applicable, explanation of any interim analyses 83

Randomisation:

and stopping guidelines



Sequence
generatio
n

Allocation
concealm
ent
mechanis
m

Implementation

Blinding

Statistical
methods

Results
Participant flow

(a diagram is
strongly
recommended)

Recruitment

Baseline data

Numbers
analysed

Outcomes and
estimation

8a

8b

10

lla

11b

12a

12b

13a

13b

14a

14b

15

16

17a

Method used to generate the random allocation
sequence

Type of randomisation; details of any restriction (such
as blocking and block size)

Mechanism used to implement the random allocation
sequence (such as sequentially numbered
containers), describing any steps taken to conceal the
sequence until interventions were assigned

Who generated the random allocation sequence, who
enrolled participants, and who assigned participants to
interventions

If done, who was blinded after assignment to
interventions (for example, participants, care
providers, those assessing outcomes) and how

If relevant, description of the similarity of interventions

Statistical methods used to compare groups for
primary and secondary outcomes

Methods for additional analyses, such as subgroup
analyses and adjusted analyses

For each group, the numbers of participants who were
randomly assigned, received intended treatment, and
were analysed for the primary outcome

For each group, losses and exclusions after
randomisation, together with reasons

Dates defining the periods of recruitment and follow-
up

Why the trial ended or was stopped

A table showing baseline demographic and clinical
characteristics for each group

For each group, number of participants (denominator)
included in each analysis and whether the analysis
was by original assigned groups

For each primary and secondary outcome, results for
each group, and the estimated effect size and its
precision (such as 95% confidence interval)

N/A

N/A

N/A

N/A

83

83

83

83

83

83

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A
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17b
Ancillary 18
analyses
Harms 19
Discussion
Limitations 20

Generalisability 21

Interpretation 22

Other information

Registration 23
Protocol 24
Funding 25

For binary outcomes, presentation of both absolute
and relative effect sizes is recommended

Results of any other analyses performed, including
subgroup analyses and adjusted analyses,
distinguishing pre-specified from exploratory

All important harms or unintended effects in each
group (for specific guidance see CONSORT for harms)

Trial limitations, addressing sources of potential bias,
imprecision, and, if relevant, multiplicity of analyses

Generalisability (external validity, applicability) of the
trial findings

Interpretation consistent with results, balancing
benefits and harms, and considering other relevant
evidence

Registration number and name of trial registry

Where the full trial protocol can be accessed, if
available

Sources of funding and other support (such as supply
of drugs), role of funders
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N/A

N/A

97

97

97

N/A

N/A

98

*We strongly recommend reading this statement in conjunction with the CONSORT 2010 Explanation and
Elaboration for important clarifications on all the items. If relevant, we also recommend reading CONSORT
extensions for cluster randomised trials, non-inferiority and equivalence trials, non-pharmacological treatments,
herbal interventions, and pragmatic trials. Additional extensions are forthcoming: for those and for up to date
references relevant to this checklist, see www.consort-statement.org.
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