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INFORMA(;(SES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Introdugdo/Objetivo: Evidéncias recentes sugerem que anormalidades que envolvem os lin-
Recebido em 4 de abril de 2014 fécitos Th17 estdo associadas a fisiopatologia do lipus eritematoso sistémico (LES). Além
Aceito em 22 de agosto de 2015 disso, os linfécitos T multifuncionais (LTM), ou seja, aqueles que produzem multiplas cito-
On-line em 9 de outubro de 2015 cinas simultaneamente, estdo presentes no meio inflamatério e podem estar implicados no
processo autoimune observado no LES. No presente estudo, objetiva-se caracterizar o estado
Palavras-chave: funcional dos linfécitos T CD4* no LES e determinar simultaneamente a concentracéo de
Lipus eritematoso sistémico IL-2, IFN-y e IL-17 em culturas de linfécitos sob estimulos exdgenos e autoantigénicos.
Linfécitos T Pacientes e métodos: Dezoito pacientes com doenga ativa, 18 com doenca inativa e 14 controles
Th17 saudéveis foram submetidos a anélise do estado funcional dos linfécitos T CD4*.
Linfécitos T multifuncionais Resultados: Encontrou-se que os pacientes com LES apresentaram uma diminui¢do na quan-

tidade total de células CD4*, um aumento na quantidade de linfécitos T ativados e um
aumento na frequéncia de linfécitos Th17 em comparacido com controles saudaveis (HC).
As células LTM tinha frequéncia aumentada em pacientes com LES e houve um aumento na
frequéncia de LTM trifuncionais em pacientes com LES ativo em comparag¢do com aqueles
com LES inativo. Curiosamente, as células MTF produziram quantidades maiores de IFN-y
do que os linfécitos T monofuncionais em pacientes e controles.
Conclusdo: Analisados em conjunto, esses dados indicam a participacdo dos linfécitos Th17
recentemente ativados e células MTF na fisiopatologia do LES.

© 2015 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Th17 cells and CD4* multifunctional T cells in patients with systemic
lupus erythematosus

ABSTRACT

Keywords: Introduction/Objective: Recent evidence suggests that abnormalities involving Th17
Systemic lupus erythematosus lymphocytes are associated with the pathophysiology of systemic lupus erythema-
T lymphocytes tosus (SLE). In addition, multifunctional T cells (MFT), i. e., those producing multiple
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cytokines simultaneously, are present in the inflammatory milieu and may be implicated in
the autoimmune process observed in SLE. In the present study, we aimed to characterize the
functional status of CD4* T cells in SLE by simultaneously determining the concentration
of IL-2, IFN-vy and IL-17 in lymphocyte cultures under exogenous and self-antigenic stimuli.
Patients and methods: Eighteen patients with active disease, 18 with inactive disease, and 14
healthy controls had functional status of CD4* T cells analyzed.

Results: We found that SLE patients presented a decreased number of total CD4* cells, an
increased number of activated T cells, and an increased frequency of Th17 cells compared
to healthy controls (HC). MFT cells had increased frequency in SLE patients and there was an
increased frequency of tri-functional MFT in patients with active SLE compared with those
with inactive SLE. Interestingly, MTF cells produced larger amounts of IFNy than mono-
-functional T cells in patients and controls.

Conclusion: Taken together these data indicate the participation of recently activated Th17
cells and MTF cells in the SLE pathophysiology.

© 2015 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

Os linfécitos T CD4* efetores foram inicialmente classifi-
cados em dois subgrupos, de acordo com as citocinas que
produzem.’3 Os linfécitos Th17 fazem parte desse novo pano-
rama de linfécitos T e mostram um fenétipo de linfécitos T
CD4* ativados caracterizado pela producdo de elevadas quan-
tidades de IL-17.4° Os linfécitos Th17 parecem desempenhar
um papel crucial no desenvolvimento de uma ampla gama
de transtornos inflamatérios cronicos e autoimunes.”” Na
verdade, sugeriu-se que a regulacdo inapropriada dos lin-
fécitos Th17 pode ser um evento-chave na patogénese da
artrite reumatoide e do lipus eritematoso sistémico (LES).'0-14
Diversos estudos relataram niveis séricos significativamente
mais altos de IL-17 e uma frequéncia mais elevada de célu-
las mononucleadas do sangue periférico (CMSP) produtoras de
IL-17 em pacientes com LES, em comparacdo com individuos
normais.’> '8 Mostrou-se também que a resposta do Th17
estd correlacionada com a atividade da doenga em pacientes
com LES."

Uma estratégia inovadora para a avalicdo da funcionali-
dade do linfécito T se baseia na determinacdo simultdnea
de varias citocinas expressas por subtipos de células. De
acordo com essa abordagem, os linfécitos T que produzem
multiplas citocinas simultaneamente sdo chamados de lin-
fécitos T multifuncionais. Foram documentadas respostas
dos linfécitos T multifuncionais no HIV-1'° e na resposta
imune & vacina contra o virus da hepatite B® e HIV.'%20
Essa nova abordagem tem sido possivel em grande parte
em razdo dos avancos tecnolégicos na citometria de fluxo,
que na atualidade possibilita a deteccdo simultanea de diver-
sos marcadores funcionais, fenotipicos e de linhagem nos
linfécitos T.!

No presente estudo, buscou-se caracterizar o estado funci-
onal dos linfécitos T CD4* em pacientes com LES com doenca
ativa e inativa e determinar simultaneamente a concentragao
de varias citocinas em culturas de linfécitos com diferentes
estimulos antigénicos. Também se quantificou a proporgao de
Th17 e linfécitos T multifuncionais e se a correlacionou com a
pontuacao no Sledai (Systemic Lupus Erythematosus Disease

Activity Index) e com a frequéncia de linfécitos T ativados e
linfocitos Treg.

Materiais e métodos

Trinta e seis pacientes adultos (33 mulheres e trés homens,
de 40+7,2 anos) com diagndstico de LES de acordo com os
critérios do Colégio Americano de Reumatologia?? foram con-
secutivamente incluidos no estudo, depois de fornecer seu
consentimento informado. Todos os pacientes foram enca-
minhados do ambulatério da Divisdo de Reumatologia da
Universidade Federal de Sao Paulo. Os pacientes foram dividi-
dos em dois grupos, de acordo com a sua pontuacdo no SLE
Disease Activity Index (Sledai).?>?* O grupo LES ativo (LES-
-A) era composto por 18 pacientes (pontuacdo no Sledai > 6;
17 mulheres e um homem, idade 36,7 +10,2 anos) e o grupo
LES inativo (LES-I) era composto por 18 pacientes (pontuacao
no Sledai=0; 16 mulheres e dois homens, idade 39,24+13,9
anos). A tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas e clini-
cas de todos os pacientes incluidos no estudo. Como controle,
foram incluidos 14 funcionarios do laboratério (13 mulheres e
um homem, de 33,9+ 10,4 anos), saudaveis, depois de darem
seu consentimento informado. Os pacientes e os controles
saudaveis foram submetidos a um questionario estruturado
e cederam 60mL de sangue venoso. O protocolo do estudo
foi revisado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
instituicao.

Foram isoladas células mononucleares do sangue perifé-
rico (CMSP) por sedimentacdo em gradiente de densidade
sobre Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) e
lavadas duas vezes em solucdo salina balanceada de Hank
(Gibco, Grand Island, NY). Para a criopreservacio, as célu-
las foram lentamente congeladas em soro fetal bovino a 90%
(FBS; HyClone Laboratories, Logan, UT) e armazenadas em
nitrogénio liquido. No momento do ensaio, as CMSP foram
rapidamente descongeladas em um banho com dguaa 37°Ce
lavadas em RPMI 1640 pré-aquecido suplementado com soro
fetal de vitelo a 10%, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 20 mM de glutamina (R10). As células foram
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos controles e pacientes com lipus eritematoso sistémico

Controles (n=14) LES-A (n=18) LES-I (n=18) p
Idade 33,9+ 10,4 36,7+ 10,2 39,2+13,9 0,624
Feminino (%) 92,8% 94,4% 88,9% 0,987

DP, desvio padréo; LES-A, lipus eritematoso sistémico ativo; LES-I, lipus eritematoso sistémico inativo; Sledai, systemic lupus erythematosus

disease activity index; NS, ndo significativo.

contadas, foi verificada sua viabilidade e foram suspensas em
R10 a uma concentracédo de 1 x 10° células viadveis/mL.

As CMSP descongeladas foram incubadas em placas de
96 alvéolos (200 pL/alvéolo) (Becton Dickinson, San José, CA)
na presencga de 100ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA; Sigma) e 500 ng/mL de ionomicina ou com 100 ng/mL de
extrato de células HEp-2 durante 16 horas. Apds a estimulacéo,
as células foram centrifugadas a 1.500 g durante cinco minu-
tos, suspensas em tampoes Macs e transferidas para placas
de 96 alvéolos com base em V (Nunc, Roskilde, Dinamarca)
em 100 pL de tampao de coloracdo [solugdo salina tampo-
nada com fosfato (PBS) suplementada com azida de sédio a
0,1% (Sigma) e FBS a 1%, pH 7,4] com o painel de anticorpos
monoclonais de superficie (CD4-PerCP, CD3-APC-CY7 e CD69-
PE-Cy?7). As células foram incubadas a 4° C no escuro durante
30min, lavadas duas vezes com PBS e, em seguida, suspensas
em 100 pL de tampao de fixacdo [paraformaldeido a 1% (Polys-
ciences, Warrington, PA) em PBS, pH 7,4]. Para a coloracdo
intracelular, as células previamente marcadas para marcado-
res de superficie foram incubadas com 100 pL de tampédo de
fixacdo a 4% e lavadas com tampdo de permeabilizacdo (PBS
suplementado com azida de sédio a 0,1%, FBS a 1% e sapo-
nina a 0,1%; Sigma). Cada amostra foi suspensa em 100 pL
de tampdo de permeabilizacdo, incubada durante 15min a
temperatura ambiente no escuro, lavada com 100 pL de tam-
pao de coloracdo e incubada durante 30 min a 4° C no escuro
sem qualquer anticorpo (tubo nédo corado) nem actimulo de
anticorpos monoclonais anti-IL-2-PE, anti-IFN-y-APC e anti-
-IL-17-FITC em 50uL de tampédo de coloracdo.””> As células
foram lavadas com 200 pL de tampao de coloragdo e suspen-
sas em 100 pL de paraformaldeido (PFA) a 1% recentemente
preparado de pH 7,4.

Os linfécitos Trgg € os linfécitos T CD25* efetores
foram identificados conforme um protocolo anteriormente
estabelecido.?® Resumidamente, as CMSP foram lavadas em
PBS e 0,5 x 10° células vidveis foram incubadas com anticor-
pos anti-CD127 marcados com isotiocianato de fluoresceina
(ITCF), anti-CD3 marcado com aloficocianina-Cy3 (APC-Cy3),
anti-CD4 marcado com PerCP e anti-CD25 marcado com ficoe-
ritrina (PE)-Cy7 (Becton Dickinson, San José, CA, EUA), segundo
asinstruc¢des do fabricante. Apds 30 min de incubagdo a 4° Cno
escuro, as células foram lavadas com tampéao de Macs, fixadas
e permeabilizadas com tampao de fixacdo/permeabilizacdo
FoxP3 (eBioscience, San Diego, CA, EUA) e entdo processadas
para coloracdo com FoxP3 com o uso do kit de coloracdo FoxP3
e anti-Foxp3 marcado com APC (eBioscience), de acordo com
as instrugdes do fabricante.

As amostras foram processadas em um FACSCanto Flow
Cytometer, com o uso do software FACSDIVA (BD Biosciences).
Os dados obtidos foram analisados com o software FLOWJO

(Tree Star, San Carlo, CA). As voltagens de fluorescéncia foram
determinadas com o uso de células nio coradas correspon-
dentes. A compensacao foi feita com o uso de CompBeads
(BD Biosciences) inico corado com CD3-PerCP, CD4-FITC, CD8-
APC-CY7, CD4-PE-CY7, CD3-PE ou CD3-APC, respectivamente.
As amostras eram adquiridas até que fossem obtidos pelo
menos 500 mil eventos em uma janela de células vivas.

Os dados foram descritos com a mediana e intervalo inter-
quartil (IQR). As comparagOes entre os grupos foram feitas
com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de
comparagdes entre os grupos com o teste de Dunnett. As
correlacOes foram feitas com o método ndo paramétrico de
Spearman. Estabeleceu-se um nivel de inferéncia estatistica
de 5% (p <0,05).

Resultados

Frequéncia reduzida de linfécitos T CD4* e frequéncia
aumentada de linfécitos recentemente ativados no liipus
eritematoso sistémico

A frequéncia relativa de linfécitos CD4* em relagdo aos lin-
fécitos CD3* totais em culturas de CMSP estimuladas com o
extrato para células HEp-2 foi significativamente inferior em
amostras de pacientes com LES-A (18,4 4 8,9) e LES-1 (17,3 +7,6)
em comparacdo com os controles (24,0+8,2) (fig. 1A). Do
mesmo modo, as culturas de CMSP estimuladas com PMA/Io
apresentaram uma frequéncia relativa menor de células CD4*
em relacdo aos linfécitos CD3* totais em amostras de pacien-
tes com LES-A (16,6 +8,4) e LES-I (19,6 +£7,6), em comparacao
com os controles (25,3 +6,4) (fig. 1B). O mesmo foi observado
em culturas de CMSP nao estimuladas (dados ndo mostrados).
Em contraste, quando foram avaliadas células recém-ativadas,
caracterizadas pela expressdo da molécula CD69, foi obser-
vada uma frequéncia relativa maior de linfécitos CD4*CD69*
em relacdo ao total de linfécitos CD4* em pacientes com LES-A
(5,1+6,6) e LES-I (4,9 +5,2) quando comparados com o0s con-
troles (2,8 +£1,9) em culturas estimuladas com o extrato para
células HEp-2 (fig. 1C), bem como com PMA/Io: LES-A (6,6 £ 8,3),
LES-I (5,9+5,5) e controles (3,5+2,0) (fig. 1D). Mais uma vez,
foi observado um comportamento semelhante em culturas de
CMSP nao estimuladas (dados ndo mostrados).

Perfil multifuncional dos linfécitos T CD4* no liipus
eritematoso sistémico

Em seguida, analisou-se o perfil funcional dos linfécitos T
CD4" apds estimulos autoantigeno-especifico (extrato HEp-
2) e néo especifico (PMA/Io). Isso foi feito determinando-se
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Figura 1 - Frequéncia relativa de linfécitos T CD4* em pacientes com LES ativo, LES inativo e controles (A) e frequéncia
relativa de linfécitos T CD4*CD69* em pacientes com LES ativo, LES inativo e controles na estimula¢do com HEp-2 (A, C) e
com PMA/Io (B, D). As barras representam a mediana para cada grupo. *p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

simultaneamente a IL-2, IL-17 e INF-y intracelular pela cito-
metria de fluxo apds a estimulagdo in vitro com o extrato
para células HEp-2 e PMA/Io, respectivamente. A figura 2 mos-
tra a estratégia de janela e a caracterizagdo multiparamétrica
dos padrdes de resposta monofuncionais, bifuncionais e tri-
funcionais em um paciente com LES ativo representativo. A
frequéncia desses subconjuntos funcionais de linfécitos T foi,
entdo, explorada em controles saudaveis e em pacientes com
LES ativo e inativo.

Foi encontrado um aumento na frequéncia relativa de
células que produziram pelo menos uma das trés citocinas
analisadas em pacientes com LES-A e LES-I em comparacao
com os controles quando estimuladas pelo HEp-2 (fig. 2B) ou
PMA/Io (fig. 2C), mas ndo em culturas néo estimuladas (dados
nao mostrados). Nao houve diferenca na frequéncia relativa
de células trifuncionais entre pacientes com LES e controles
em culturas estimuladas com o extrato para células HEp-2
ou PMA/Io (fig. 2D, tabela 2). Além disso, ndo houve diferenca
relativa na frequéncia de células monofuncionais ou bifunci-
onais em culturas dos trés grupos estimulados com o extrato
para células HEp-2 ou PMA/Io (fig. 2D, tabela 2). A maior parte
dos linfécitos T bifuncionais e monofuncionais teve frequén-
cia similar em amostras de pacientes com LES e controles.
No entanto, amostras de pacientes com LES-A e LES-I apre-
sentaram maior frequéncia de células produtoras de IL-17
em culturas estimuladas com PMA/Io, mas néo nas estimu-
ladas com o extrato para células HEp-2 (fig. 2D e tabela 2).
Além disso, as células bifuncionais produtoras de IL-17 e INF-y
mostraram uma forte tendéncia a uma maior frequéncia em

culturas estimuladas por PMA de pacientes com LES-A e LES-I
em comparacao com os controles normais (fig. 2D e tabela 2).
Como pode ser visto na figura 2D, houve uma grande variacdo
na frequéncia de células monofuncionais em culturas estimu-
ladas de pacientes com LES. Varios pacientes apresentaram
uma frequéncia muito alta de células que expressam IL-17 e
INF-v.

Os linfécitos T CD4* IL-2*/INF-y* bifuncionais produzem
mais INF-y do que os linfécitos T CD4* IL-2*/INF-y*
monofuncionais

A seguir, perguntou-se se a quantidade de citocinas produ-
zidas pelos linfécitos T multifuncionais e monofuncionais
era equivalente. Para avaliar esse parametro, avaliou-se a
intensidade média de fluorescéncia (IMF) de cada uma das
trés citocinas avaliadas. Como pode ser visto em experimen-
tos com amostras estimuladas por PMA/Io de controles, a
IMF do IFN-y em linfécitos IL-2+/INF-y* foi significativamente
maior do que em outras subpopulacdes de linfécitos T, mesmo
naquelas que produzem apenas INF-y (fig. 3A e B). Essa carac-
teristica foi igualmente observada em amostras de pacientes
com LES e controles (fig. 3C-E). Esse fendmeno nao foi obser-
vado nas culturas sem estimulacdo ou naquelas estimuladas
com o extrato para células HEp-2 (dados ndo mostrados).
Esse comportamento foi observado em todos os 36 pacientes
com LES e 14 voluntarios saudaveis examinados. Esse com-
portamento néo foi observado na IL-17 e IL-2 em linfécitos
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Figura 2 - (A) Estratégia de analise multipardmetros para identificar os linfécitos Th17 e linfécitos polifuncionais nas CMSP
de HC estimuladas com PMA/Io. Inicialmente, foi estabelecida uma janela para a populagdo de linfécitos (R1), entdo apenas
a populagao CD3*CD4* foi selecionada (R2). A partir dessa populagdo, foram obtidas células que expressam IL-2 (R3) IL-17
(R4) e INF-vy (R5). Frequéncia relativa de linfécitos T CD4* que produzem citocinas (IL-2, IL-17 ou INF-v) pela estimulag¢io com
HEp-2 (B) e PMA/Io (C). As barras representam o erro padrao para cada grupo. (D) Diagrama ilustrando o comportamento de
subconjuntos funcionais de linfécitos T CD4* de pacientes com LES-A, LES-I e controles. O grafico box plot representa a
frequéncia relativa de cada subconjunto funcional de linfécitos T CD4* nos trés grupos, sob duas condi¢des de estimulo
(extrato para células HEp-2 e PMA/Io, respectivamente). Os padrdes de resposta sdo agrupados e codificados por cores pelo
numero de func¢des positivas e resumidos em graficos em forma de pizza, em que cada fatia de pizza representa a
percentagem média da resposta dos linfécitos T CD4* contribuida pelos padrées de resposta com as trés fun¢6es medidas
(verde), qualquer combinacéo de duas fungdes (vermelho) ou uma (azul) das fun¢ées medidas. *p <0,05; ** p <0,01;

*** p<0,001.

T CD4* em qualquer dos trés grupos estudados (dados néao
mostrados).

Correlagdo entre a frequéncia de linfocitos Th17 e células
recém-ativadas em pacientes com liipus eritematoso
sistémico inativo e com linfécitos T CD4"* efetores no lipus
eritematoso sistémico ativo

Foi encontrada uma correlacdo positiva entre a frequén-
cia de linfécitos Th17 e linfécitos recentemente ativados
em amostras de CMSP de pacientes com LES-I em cultu-
ras ndo estimuladas (fig. 4A) ou sob estimulo do extrato
para células HEp-2 (fig. 4B), mas ndo quando as células
foram estimuladas com PMA/Io (fig. 4C). Houve também uma
correlacdo positiva entre a frequéncia de linfécitos Thl7
e linfécitos CD4*CD25*Foxp3” em amostras de pacientes

com LES ativo sem estimulos ou sob diferentes estimulos
(fig. 4D-F). Nas amostras de controle, houve também uma
correlacdo positiva entre a frequéncia de linfécitos Th17 e
linfécitos CD4*CD25*Foxp3? quando a cultura foi estimu-
lada com extrato para células HEp-2 e em culturas nao
estimuladas, mas nao naquelas estimuladas com PMA/Io
(dados nao mostrados). Essa correlacdo ndo foi encontrada
em culturas de amostras de pacientes com LES inativo
(dados nao apresentados). Nao foi encontrada correlacdo entre
a frequéncia relativa de linfécitos Thl7 e linfécitos Treg
(CD4PighCD277Foxp3+*) em amostras de controles e pacientes
com LES, independentemente da existéncia de estimulo da
cultura (dados ndo mostrados). Por fim, ndo houve correlacdo
entre a atividade do LES medida pelo Sledai e a frequéncia
relativa de linfécitos Th17 ou qualquer outro subconjunto
de linfécitos T investigado em culturas estimuladas e ndo
estimuladas.
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controles pela estimulagdo com PMA/Io. Comparacgéo da IMF do IFN-vy por diferentes tipos de linfécitos CD4* apés
estimula¢do com PMA/Io entre o controle e LES-A (C), controle e LES-I (D) e LES-I e LES-A (E). ** p<0,01; *** p <0,001.
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Tabela 2 - Frequ

Estimulo

Subpopulacoes

PMA/Io

Extrato para células HEp-2

LES-A LES-I

Controles

LES-A LES-I

Controles

1,90% (1,62-2,44) 0,388

1,65% (1,41-2,20)

1,09% (0,89-1,69)

0,245

0,99% (0,75-1,54) 1,07% (0,79-1,61)

0,70% (0,32-1,03)

IL-2*

0,010

7,20% (2,51-33,20)
11,47% (10,58-17,92)
0,54% (0,36-0,86)

6,25% (1,83-25,62)
6,25% (5,10-8,19)

0,132 3,60% (1,09-9,66)

0,653

3,71% (0,73-25,80)
3,16% (2,27-9,61)

4,37% (0,63-20,90)
3,61% (2,46-5,55)

2,47% (0,73-5,88)

L-17+
INF-v*

0,156

4,96% (3,56-6,37)

1,67% (0,35-6,69)

0,526

0,47% (0,32-1,13)

0,26% (0,11-0,52)

0,17% (0,05-0,54) 0,42% (0,27-1,08) 0,48% (0,30-0,80) 0,074

IL-2*1L17*INF-y*

IL-2*1L17+

0,85% (0,63-1,27) 0,422

0,71% (0,47-1,52)

0,33% (0,15-0,80)

0,49% (0,27-0,91) 0,179
0,279

0,47% (0,023-1,28)

0,27% (0,09-0,75)

0,944
0,087

0,94% (0,88-1,17)

0,60% (0,54-0,64)

0,54% (0,48-0,61)

0,12% (0,07-0,20) 0,16% (0,11-0,21) 0,14% (0,08-0,37)

IL-2*INF-y*
IL-17+INE-y

0,66% (0,45-2,27) 1,19% (1,01-1,75)

0,23% (0,16-0,83)

0,41% (0,20-2,02) 0,94% (0,76-1,50) 0,166

0,17% (0,09-0,77)

Discussao

O objetivo do presente estudo foi avaliar o sistema imune
de pacientes com LES em relacdo as vias efetoras dos lin-
fécitos T CD4* produtores de IL-17 (Thl7) e linfécitos T
CD4* multifuncionais. Portanto, estimularam-se as culturas
de CMSP com extrato para células HEp-2, que expressam a
maior parte dos autoantigenos de importéncia clinica no LES,
incluindo os polipeptideos Sm/RNP, SS-A/Ro e SS-B/La, bem
como os antigenos de cromatina. Esse estimulo possibilitou
avaliar, entre os agrupamentos de linfécitos T CD4*, aqueles
com capacidade autorreativa em comparacido com as célu-
las ndo estimuladas e as células estimuladas com PMA/Io
(estimulacgdo policlonal). Esses experimentos mostraram que
as CMSP de pacientes com LES responderam a estimulacdo
com autoantigenos. Além disso, observou-se que, mesmo
em individuos saudaveis, havia linfécitos T CD4* sensiveis a
estimulacdo com autoantigenos derivados de células HEp-2,
mas em propor¢oes menores em comparagiao com os pacien-
tes com LES.

Nesse contexto, observou-se que as culturas de pacientes
com LES ativo apresentaram menor frequéncia relativa de lin-
fécitos T CD4%, conforme previamente relatado por Wouters
et al.”’ Por outro lado, amostras de pacientes com LES ativo
e inativo tinham uma frequéncia aumentada de linfécitos T
recentemente ativados (CD4*CD69"). A reducdo na frequén-
cia relativa de linfécitos CD4* pode estar relacionada com os
efeitos da terapia imunossupressora, uma vez que varios dos
pacientes estudados estavam sob esse tratamento. Em con-
traste, o aumento na frequéncia de linfécitos T CD4*CD69*
possivelmente corresponde a fracdo de linfécitos T recente-
mente ativados que pode contribuir para a manutengio da
resposta autoimune exacerbada e atividade da doenca apesar
do tratamento.

Houve um aumento na frequéncia relativa de linfécitos T
CD4* produtores de IL-2, IL-17 ou INF-y em amostras de paci-
entes com LES-A e LES-I depois de estimulo com PMA/Io ou
extrato para células HEp-2. O aumento na proporc¢do de células
circulantes capaz de assumir um fenétipo de secrecdo de cito-
cinas apés estimulacdo indica que o sistema imunolégico nos
pacientes com LES apresenta um acimulo expressivo de célu-
las parcialmente diferenciadas prontas para assumir funcoes
efetoras. E possivel que isso se estenda a locais inflamaté-
rios de drgdos alvo e contribua, assim, para a perpetuacao da
inflamacdo nesses locais.

O préximo passo foi avaliar a frequéncia relativa de célu-
las capazes de produzir cada citocina individualmente e de
células capazes de adquirir um fendtipo multifuncional pela
producdo de mais de uma citocina. Na verdade, encontrou-se
um aumento relativo na frequéncia de linfécitos T CD4" pro-
dutores de IL-17 (Th17 linfécitos) em culturas estimuladas pelo
PMA/Io de pacientes com LES-A e LES-I. Esse achado corrobora
relatos anteriores da literatura que mostram uma frequén-
cia aumentada de linfécitos Th17 e niveis séricos elevados
de IL-17 nos pacientes com LES.10.1>16,18,28-31 N entanto, ndo
se pode excluir a participacdo dos linfécitos Thl e da cito-
cina INF-y relacionada no processo inflamatério do LES. Na
verdade, os dados do presente estudo mostram que a frequén-
cia de células produtoras de IFN-vy foi consistentemente mais
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Figura 5 - Proposta de concepg¢io de correlagio entre a frequéncia relativa de linfécitos Th17 e linfécitos T CD4*CD69* em
pacientes com LES-I e correlagdo entre a frequéncia relativa de linfocitos Th17 e linfécitos T CD4*CD25*Foxp3~ em pacientes
com LES-A. Evidencia-se que a maior parte dos linfécitos responsaveis pela produgio de IL-17 sdo os recém-ativados

em pacientes com LES-I, enquanto em pacientes com LES-A a maior parte dos IL-17 produtores de células sdo aqueles

cronicamente ativados.

elevada em amostras de pacientes com LES do que nas amos-
tras de controle, sob estimulo da PMA/Io ou HEp-2.

Que se tem conhecimento, este é o primeiro estudo que
avalia a frequéncia relativa de linfécitos T multifuncionais
no LES. Esse tipo de andlise possibilita uma definicdo fle-
xivel dos subtipos funcionais de linfécitos T que contrasta
com a classificacdo tradicional polarizada de subtipos defi-
nidos por marcadores de superficie. De acordo com esse
conceito, analisou-se a atividade multifuncional dos linfécitos
T CD4*. Nao foi encontrada diferenca na frequéncia relativa de
linfécitos T CD4* bifuncionais (INF-y*/IL-2*; IL-2*/IL-17*; IFN-
-y*/IL-17%) e trifuncionais (INF-y* IL-2* IL-17*) em pacientes
com LES-A, LES-I e controles. No entanto, quando se analisou
a frequéncia de células trifuncionais em relacdo a quantidade
total de células que produzem qualquer uma das citocinas
analisadas, conseguiu-se encontrar uma diferenca significa-
tiva nas culturas estimuladas com PMA/Io, em que as amostras
de pacientes com LES-A tinham uma frequéncia relativa sig-
nificativamente maior de linfécitos T multifuncionais do que
as amostras daqueles com LES-I. Esse achado sugere que paci-
entes com LES-A mostram uma subpopulacdo aumentada de
linfécitos T auxiliares capaz de produzir um amplo espectro
de citocinas pré-inflamatérias depois de um estimulo forte,
como pelo PMA/lo. Essa subpopulagdo aumentada pode
contribuir para os transtornos imunolégicos no processo
autoimune do LES. Outro achado interessante relativo aos lin-
fécitos T multifuncionais se deu na observacdo de que os
linfécitos T CD4* que expressam IL-2 e INF-y produziram mais
IFN-y do que as células que expressam apenas IFN-y. Isso foi
igualmente observado em amostras de pacientes e controles.
Betts et al., 2006, demonstraram um fenémeno semelhante
e observaram um aumento na producdo de INF-vy por células
tri-funcionais em pacientes infectados pelo HIV."

Foi encontrada uma correlacdo significativa entre a
frequéncia de linfécitos Th17 e linfécitos recentemente ati-
vados (CD4*CD69*) em pacientes com LES-I, bem como
uma correlacdo entre a frequéncia de linfécitos Thil7 e
CD4*CD25*Foxp3? em pacientes com LES-A. Esses resultados

sugerem que a producdo de IL-17 é predominantemente asso-
ciada aos linfécitos T recentemente ativados no LES em
estagio inativo e aos linfécitos T efetores regulares ativados no
LES em estagio ativo. Esse conceito é ilustrado na figura 5. Ndo
foi encontrada correlagao entre a atividade do LES, medida
pela Sledai, e a frequéncia de linfécitos T produtores de IL-
17 em pacientes com LES-A, como também observado por
Wong et al.,, 2000. No entanto, outros estudos mostraram
uma correlacdo significativa entre o Sledai e a frequéncia do
Th17.16:29

A andlise combinada dos dados aqui apresentados, junta-
mente com as informacoes existentes na literatura, fornece
pistas para uma melhor compreensao da fisiopatologia do
LES e abre perspectivas para o desenvolvimento de terapias
opcionais para essa doenca. Acredita-se que o padrdo imuno-
légico observado no presente estudo ocorre em pacientes com
LES em geral, mas ha uma heterogeneidade consideravel no
grupo. O presente estudo ndo teve como objetivo investigar a
associacdo desse fendmeno com as diversas manifestacoes do
LES. Esse é um ponto relevante a ser investigado em um estudo
futuro, projetado especialmente para esse objetivo. E concebi-
vel que uma terapia de bloqueio personalizado de citocinas,
especificamente projetada de acordo com o perfil predomi-
nante de linfécitos T efetores multifuncionais, seja eficaz em
ajudar a restaurar o equilibrio imunolégico em cada paciente.
Os linfécitos T produtores de IL-17 parecem desempenhar um
papel proeminente na fisiopatologia do LES e podem repre-
sentar um alvo em potencial para a terapia. Na verdade, é
possivel que a terapia personalizada e segmentada por cito-
cina possa contribuir para melhorar o equilibrio da resposta
imune efetora, evitar ou minimizar os danos causados pela
resposta autoimune.
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