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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a expresséo dos perfis de citocinas Thl, Th2 e Th17 em pacientes com LES
e verificar possiveis associaces com os niveis séricos de vitamina D.

METODOS: Estudo transversal com inclusio de 172 pacientes acompanhados no ambulatorio de
reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os niveis de vitamina D foram medidos por
quimiluminescéncia. Niveis séricos <20 ng/ml foram considerados como deficiéncia de vitamina D
e niveis >20 ng/ml foram considerados normais. As citocinas foram medidas no soro apds o
descongelamento das amostras em uma Unica ocasido, usando Kit CBA (cytometric beads array)
Th1/Th2/Th17.

RESULTADOS: Cento e sessenta e um (94%) pacientes eram mulheres e 128 (74,4%) foram
classificados como euro-descendentes. A idade média foi de 40,5+13,8 anos e a idade média no
momento do diagnostico foi de 31,5+13,4 anos. Na entrada do estudo, os pacientes tiveram
mediana (intervalo interquartil) de atividade da doenca (SLEDAI- systemic lupus erythematosus
disease activity index) de 2 (1-4) e cronicidade (SLICC damage index- systemic lupus international
collaborating clinics) de 0 (0-1). O nivel médio de vitamina D foi de 25,4+11,04 ng/ml. Cinquenta
e nove (34,3%) pacientes apresentavam deficiéncia de vitamina D e 113 (65,7%) tinham niveis
considerados normais. Nenhuma associacdo e correlacdo estatisticamente significativa foram
encontradas. Os niveis de INF-a ¢ SLEDAI mostraram uma correlagdo positiva fraca (rs=0,22,
p=0,04). Analise de regressao linear foi realizada para controlar possiveis fatores de confuséo.
CONCLUSAQ: A deficiéncia de vitamina D ¢ prevalente em pacientes com LES, entretanto, nio
foram encontradas correlagcbes e associagOes entre niveis de vitamina D e perfil de citocinas.
Confirmamos a correlagao existente entre 0 IFN-o. ¢ SLEDAL conforme a literatura. Efeito in vitro
de vitamina D no perfil de citocinas néo foi reproduzido no presente estudo. Estudos longitudinais
podem ajudar a esclarecer a influéncia da vitamina D na fisiopatogenia do LES.

PALAVRAS-CHAVE: Lupus eritematoso sistémico, vitamina D, citocinas, Thl, Th2 e Thl7.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To evaluate the expression of Thl, Th2 and Th17 cytokine profiles in SLE
patients and verify possible associations with serum vitamin D levels.

METHODS: Cross-sectional study with 172 SLE patients, followed at the outpatient clinic of
rheumatology at Hospital de Clinicas de Porto Alegre were included. The levels of vitamin D were
measured by chemiluminescence. Serum levels <20 ng/ml were considered as vitamin D
deficiency. Normal vitamin D levels were defined as >20ng/ml. Cytokines were measured in
serum after thawing the samples on a single occasion, using Kit CBA (cytometric beads array)
Th1/Th2/Th17.

RESULTS: One hundred sixty one (94%) patients were women and 128 (74.4%) were classified
as European derived. The mean age of patients was 40.5+13.8 years and the mean age at diagnosis
was 31.5+13.4 years. At the time of study entry, patients had median (IQR) of active disease
(SLEDAI- systemic lupus erythematosus disease activity index) of 2 (1-4) and chronicity (SLICC
damage index- systemic lupus international collaborating clinics) of 0 (0-1). Mean vitamin D levels
were 25.4+11.04 ng/ml. Fifty-nine (34.3%) patients had vitamin D deficiency and 113 (65.7%) had
normal levels. No association and statistically significant correlations was found. The levels of INF-
a and SLEDAI showed a weak positive correlation (rs=0.22, p=0.04). Linear regression analysis
was performed to control for possible confounding factors.

CONCLUSION: Vitamin D deficiency is prevalent in patients with SLE, however, no statistically
significant correlations and associations between vitamin D levels and cytokine profile were found.
We confirm the correlation between IFN-a and SLEDAI, according to the literature. In vitro effect
of vitamin D on the cytokine profile was not reproduced in this study. Longitudinal studies may
help clarify the influence of vitamin D in the pathogenesis of SLE.

KEYWORDS: Systemic lupus erythematosus, vitamin D, cytokines, Thl, Th2 and Th17.
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1. INTRODUCAO

O ltpus eritematoso sisttmico (LES) é uma doenca autoimune inflamatoria
cronica com envolvimento multissistémico. E caracterizada pela producdo de
autoanticorpos e deposicdo de imunocomplexos (1, 2). A etiologia do LES permanece
ainda pouco conhecida, porém sabe-se da importante participacéo de fatores hormonais,
ambientais, genéticos e imunolégicos para o desencadeamento da doenca (3). As
caracteristicas clinicas sdo polimorficas e a evolugdo costuma ser crénica, com periodos
de exacerbacao e remissao (1).

A vitamina D tem efeitos regulatorios em diversos genes, podendo ser um fator
extrinseco capaz de afetar a prevaléncia de doencas autoimunes, tais como o LES. Atua
como imunorregulador em diversas células do sistema imune, especialmente linfocitos
T, linfécitos B e células dendriticas (DC) (4, 5). Apresenta papel inibitorio na atividade
pro-inflamatoéria de linfocitos T auxiliares (linfécitos T CD4+; T helper; Th), e na
producdo de citocinas, tais como interleucina-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) e o fator de
necrose tumoral-o. (TNF-a) (6). A 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0OH),D] também
exerce efeito inibitdrio sobre a proliferagdo de células Th, podendo alterar o perfil de
citocina para o fenétipo Th2, mais anti-inflamatorio e imunorregulador (7). Alguns
estudos tém mostrado associa¢do entre niveis baixos de vitamina D e LES, sugerindo
sua participacédo na etiopatogenia desta doenca (8, 9).

As citocinas sdo glicoproteinas produzidas principalmente por células T,
macrofagos e DC, e atuam na interface entre a imunidade inata e a adquirida. Uma
mesma citocina pode ser produzida por mais de um tipo celular e uma Unica citocina
pode apresentar acdo em diferentes tipos celulares, dependendo das condigdes do

microambiente onde atua (10, 11). De forma geral, as citocinas possuem agdo anti-
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inflamatoria e pré-inflamatoria, cuja funcdo € determinada pelas células imunes que
estardo presentes no local e do grau de resposta aos fatores do microambiente que faréo
a diferenciacdo de linfocitos T em células de perfil Thl, Th2, Th17 (12, 13).

Estudo in vitro demonstrou que a vitamina D inibe a atividade pré-inflamatéria
de células Thl, impede a diferenciacdo de células DC, interrompe a proliferacdo de
células B ativadas, aumenta a expressdo de células T reguladoras (Tregs) e assim,
preserva a resposta imune e a auto-tolerancia imunolégica. Além disto, altera o perfil de
citocinas, aumentando a expressdo de TGF-, IL4, IL5 e IL10 e diminuindo a produgdo
de IFN-y, TNF-a e IL-12 (6, 14). Ocorre supressdo das células Th1l7 envolvidas na
autoimunidade e reducdo da producdo de IL-17A, com isso, limita a proliferacdo de
células Thl (7, 15).

O objetivo do presente estudo foi analisar a associagdo entre os niveis de
vitamina D e o perfil de citocinas em pacientes com LES acompanhados no ambulatorio

de LES do servico de reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias de busca das informac6es

A busca foi realizada na base de dados MEDLINE (site PubMed). Também foi
consultado o banco de teses da CAPES e livros-texto. Ainda, teses, dissertagdes,
resumos publicados em anais de congressos e editoriais cientificos foram utilizadas
como leituras complementares. Os termos utilizados no site PubMed foram “systemic
lupus erythematosus”, “systemic lupus erythematosus and vitamin D” e “systemic lupus
erythematosus and vitamin D and cytokines”. Foram encontrados 57.884 artigos com o
termo “systemic lupus erythematosus”, 239 artigos com o termo ‘“systemic lupus

erythematosus and vitamin D” e 20 artigos com o termo “systemic lupus erythematosus

and vitamin D and cytokines”.

2.2. Citocinas

As citocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular, entre 6.000 e 60.000
kDa (kilodalton), extremamente potentes que atuam em concentragdes muito baixas (10
%2 10™"°M), através da interacdo especifica com receptores de superficie de células alvo,
estabelecendo uma interface entre a imunidade inata e a adquirida. Atualmente, ja foram
descritas mais de 200 diferentes citocinas, pertencentes as familias de hematopoietinas,
IFN, quimiocinas e TNF (16, 17).

Embora diversos tipos celulares possam secretar citocinas, as células T,
macrofagos e DC séo os principais produtores. Uma mesma citocina pode ser produzida
por mais de um tipo celular e uma Unica citocina pode apresentar acdo em diferentes
tipos celulares, efeito pleiotropico, dependendo das condi¢cBes do microambiente.

Ainda, as citocinas podem potencializar ou inibir o efeito de outras citocinas,
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sinergismo ou antagonismo, respectivamente; a maioria exerce efeitos de maneira
parécrina (acdo sobre células adjacentes das células produtoras) ou autocrina (agdo
sobre o tipo celular que a produz) (10, 11, 17, 18).

Poucas citocinas estdo presentes normalmente em quantidades detectaveis no
sangue. Sua producdo € desencadeada quando as células sdo ativadas por algum
estimulo, como agentes infecciosos, estresse ou tumores, e passam a atuar
individualmente ou como parte de uma resposta coordenada na sinalizagdo intercelular,
promovendo a inducdo ou regulagdo ndo somente das respostas imunes locais e
sistémicas, mas também outros processos bioldgicos. As citocinas desempenham papel
fundamental na diferenciacdo e na ativacdo dos diferentes subtipos de linfdcitos T. Esta
ativacdo de subpopulacdes de células T resulta na secre¢do de diversas citocinas que
irdo determinar o perfil da resposta imune (19). A diferencia¢do de linfocitos Th em
Thl ocorre na presenca de IL-12 e IFN-y que determinam um perfil pré-inflamatorio
(20), enquanto que a diferenciagdo em Th2 ocorre na presenca de IL-4 e IL-10 e
determina um perfil mais anti-inflamatério. Os linf6citos Tregs sdo produtores de TGF-
B e IL-10, que apresentam capacidade de supressdo e regulacdo da resposta imune. As
células Thl7 sdo caracterizadas pela producdo de IL-17, IL-21 e IL-22, que estdo
associadas a um perfil pro-inflamatério (13, 21).

O perfil Thl participa da imunidade mediada por células e da imunidade
mediada por anticorpos, é essencial para o controle de patdgenos intracelulares, como
virus e bactérias, por exemplo, Listeria e Mycobacterium tuberculosis. Fornece uma
espécie de “ajuda” mediada por citocinas para linfocitos T citotoxicos e parece ser
responsavel pelo componente celular da resposta imune. A resposta inflamatéria Thl

produz IL-2, IL-3, IL-12, TNF-B e IFN (a, B e ) (22).
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A resposta de citocinas Th2 proporciona auxilio para as células B e sdo
essenciais para a producdo de anticorpos IgE e também participam na producéo de
algumas subclasses de IgG. Estes anticorpos produzidos sdo necessarios para controlar
organismos patogénicos extracelulares que, ao contrario dos parasitas intracelulares, séo
expostos a anticorpos no sangue e outros fluidos corporais. Ainda, fornecem auxilio no
controle de processos inflamatorios exacerbados. As células Th2 produzem IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10 que sdo responsaveis pelo componente humoral da resposta imune (23,
24).

O TNF-a ¢ produzido principalmente por macréfagos, mas em menor grau,
também por células T, células B e fibroblastos. Os seus efeitos inflamatorios sdo muitos
e variados, incluindo a ativacdo da secrecdo de citocinas e quimiocinas, producdo de
moléculas de adesdo endotelial, migracdo de células imunes, supressdo de atividade das
Tregs, ativacdo de osteoclastos e reabsorcdo de osso e cartilagem (25). Estudo com
estimulagdo de células apresentadoras de antigenos com lipopeptideos e células T,
mostrou que a secrecdo de TNF-o e IL-17 estd associada com pior progndstico em
doencas autoimunes (26). As células Thl7 sdo caracterizadas por serem linfécitos
CD4+ que expressam o fator de transcricdo orphan nuclear hormone receptor
(RORYT). Estas células secretam IL-17 que tem papel fundamental na iniciacdo e
manutencdo da resposta inflamatoria e na estimulacdo de producdo de outras citocinas
pré-inflamatorias. Estas células contribuem para a defesa contra bactérias extracelulares
e sdo importantes no desenvolvimento de doengas alérgicas, e parecem estar envolvidas
na patogénese de doencas autoimunes e inflamatorias crénicas, como psoriase,
dermatite de contato e LES (7).

A IL-12 é produzida e ativada por DC e macrofagos. Ela é considerada uma

citocina imunoestimulatoria pela funcdo que exerce sobre a producdo e secrecdo de
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outras citocinas como INF-y, células exterminadoras naturais (natural killers- NK) e
células T. A IL-12 possui moléculas heterodiméricas: IL-12p70 e IL-12p40. A IL-12p70
proporciona a diferenciagdo das células T helper que tem o papel de proteger as células
contra qualquer organismo externo, enquanto a I1L-12p40 pode antagonizar a IL-12 e
inibir geracdo de linfocitos T citotdxicos, in vitro (27, 28).

De forma geral, as citocinas possuem acao anti-inflamatoria e pro-inflamatoria,
cuja funcdo € determinada pelas células imunes que estardo presentes no local e do grau
de resposta aos fatores do microambiente. Respostas a diferentes estimulos podem
exercer um descontrole no balanco de citocinas Thl, Th2, e Thl7. Esta perturbagéo
pode ter implicagdes fundamentais para o curso clinico de muitas infec¢Ges e doencas

autoimunes.

2.3. Vitamina D

As vitaminas sdo compostos organicos essenciais para o metabolismo dos seres
vivos. A vitamina D compreende compostos lipossoliveis de origem vegetal (vitamina
D, ou ergocalciferol) ou animal (vitamina D3 ou colecalciferol). O papel desta vitamina
na manutencdo da homeostase do calcio e fésforo é reconhecido hd décadas (29). No
entanto, a descoberta da participacdo da vitamina D na homeostase do sistema
imunoldgico, assim como a existéncia de receptores de vitamina D (VDR) em varios
tecidos e células e a capacidade destas de transformar 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]
no metabolito mais ativo, 1,25(0OH),D, parecem impulsionar a redescoberta desta
molécula para um futuro promissor (30). Existem evidéncias da influéncia desta
vitamina na fisiopatogénese de doencas autoimunes, metabolismo 0sseo, neoplasias,

doencas infecciosas e cardiovasculares (29, 31, 32).
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2.3.1. Metabolismo da Vitamina D (Figura 1)

A vitamina D apresenta pequena atividade bioldgica intrinseca, necessitando de
sucessivas hidroxilages para tornar-se ativa (33). A principal fonte de vitamina D € a
producdo enddgena a partir da luz ultravioleta e apenas uma pequena quantidade é
obtida a partir da dieta. A luz ultravioleta do sol (UVB 290-315 nm) em uma reagéo
ndo enzimatica converte o 7-dehidrocolesterol endégeno em pré-vitamina D na pele.
Quando h& exposicdo prolongada a luz solar, ocorre degradacdo de 75-80% destas
moléculas em produtos inertes. A pré-vitamina D sofre isomerizacdo em vitamina D,
conhecido como colecalciferol. Apds a sintese na pele, a vitamina D entra na circulagao
e € transportada para o figado ligada a proteina ligante da vitamina D (Vitamin D-
binding protein-VDBP) (34).

A vitamina D a partir da dieta é absorvida no intestino delgado e também ¢
transportada ao figado pela VDBP e em menor quantidade pela albumina (35), onde
sofre a primeira hidroxilacdo para 25(OH)D, conhecida como calcidiol. O figado é o
reservatorio usual de vitamina D e a 25(OH)D representa o principal metabolito
circulante desta vitamina (35, 36). Nos rins, a 25(OH)D ¢ hidroxilada pela enzima 1a-
hidroxilase a 1,25(0OH),D, também conhecida como calcitriol que é o produto mais
ativo, e uma pequena parcela é hidroxilada a 24,25-desidroxivitamina D
[24,25(OH),D)], pela enzima a-hidroxilase, que é um metabdlito hidrossoltvel inativo,
também conhecido como &cido calcitrdico, que é excretado na bile. Esta ultima etapa é
estimulada pelo paratorménio (PTH), e suprimida pela concentragdo de fosfato e pelos
niveis seéricos de 1,25(0OH),D (34, 35, 37). Recentemente, la-hidroxilase tem sido
descrita em alguns tecidos como a préstata, pulmdes, placenta, paratiredide, colon,
células B-pancredticas, e ainda, em células do sistema imunoldgico, tornando possivel a

producéo local de vitamina D ativa, que passa a ter efeito paracrino/autdcrino (4, 38).
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Figura 1: Metabolismo da vitamina D e principais efeitos bioldgicos.

2.3.2. Deficiéncia de Vitamina D

O diagndstico de hipovitaminose D depende da determinacdo dos niveis séricos
de 25(0OH)D, mas ndo ha consenso sobre os valores a serem adotados. Varios
especialistas concordaram em definir a deficiéncia de vitamina D a partir dos niveis
séricos de 25(0OH)D inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L), levando em consideracdo a
variacdo regulatoria do PTH que, no caso de deficiéncia de vitamina D, aumenta de
forma compensatoria, 0 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(0OH)D, a
concentracdo sérica de 1,25(0OH),D se mantém dentro dos niveis normais ou mesmo
elevados (39). A insuficiéncia de vitamina D é definida quando os niveis sericos se
mantém entre 21-29 ng/mL, sendo considerada suficiente quando os niveis forem iguais
ou superiores a 30 ng/mL (75 nmol/L). Acredita-se que valores mais elevados nédo

confiram beneficios adicionais aos individuos (40). No entanto, as concentragdes ideais
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de 25(OH)D necessérios para o bom funcionamento do sistema imunoldgico néo estéo
bem definidos e estudos vém demonstrando que alguns polimorfismos genéticos
envolvendo a proteina ligadora da vitamina D, enzimas envolvidas em seu metabolismo,
e 0 proprio receptor da vitamina D (VDR- vitamin D receptor) podem determinar
variagbes nos niveis séricos e tornar ainda mais complexa a determinagdo da
concentracéo ideal de vitamina D (41-43).

A ingestdo diaria de vitamina D depende de habitos alimentares e estratégias de
suplementacéo através de medicamentos ou alimentos enriquecidos. Atualmente, ndo ha
consenso internacional sobre a dose ideal para a suplementacdo de vitamina D. O
Instituto de Medicina dos Estados Unidos (IOM) considera segura a suplementacéo de
600 Ul/dia até os 70 anos e 800 Ul/dia para individuos com mais de 70 anos (40), ja a
Sociedade de Endocrinologia considera como limite maximo toleravel 1.000 Ul/dia
(44). Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA- European Food
Safety Authority) recomenda suplementagdo abaixo de 4.000 Ul/dia (45). A
administragdo do calcitriol, metabolito altamente ativo, deve ser criteriosamente
avaliada, pois pode causar efeitos colaterais, em particular hipercalcemia. Uma anélise
de perspectiva global demonstrou que 6 a 47% do consumo de vitamina D podem vir de
suplementos alimentares (46). Consequentemente, sem suplementacdo, os niveis de
vitamina D dependem da producdo enddgena, que é influenciada por determinantes
genéticos, etnia, latitude, uso concomitante de medicamentos, estagdo do ano,
pigmentacdo da pele, estilo de vida, uso de protetor solar, tipo de vestuario e outros

fatores que ainda podem ser desconhecidos (33, 47).
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2.3.3. Vitamina D e imunorregulagdo

As primeiras evidéncias de que a vitamina D determina regulacdo positiva da
imunidade inata surgiram de relatos de casos sobre o tratamento da tuberculose com o
6leo de figado de bacalhau, onde foi observado que o calcitriol aumentava os efeitos
antimicrobianos de macrofagos, além de aumentar a quimiotaxia e capacidade
fagocitica (48, 49). Mais tarde, a descoberta do VDR em células do trato reprodutivo
(Utero, ovario, placenta, testiculo e préstata), mamas, sistema endocrinoldgico (ilhotas
pancreéticas, hipofise, tiredide, paratiredide e cortex adrenal), musculatura lisa e
esquelética, coracao, pele, cérebro e figado, sugeriu a possivel participacdo vitamina D
em outras funcbes regulatérias do organismo que ndo somente relacionadas com o
metabolismo 6sseo (50). A partir destas descobertas, houve um avango nas pesquisas
sobre as propriedades imunomodulatérias da vitamina D.

Ambos 0s sistemas imunitario inato e adaptativo apresentam uma grande
variedade de células, tais como macréfagos, DC, células T e células B, que expressam
VDR. No entanto, sua maior concentracdo esta em células imunol6gicas imaturas no
timo e nos linfécitos T CD8 maduros, independentemente do seu estado de ativagéo (5)
e, portanto, podem responder a forma biologicamente ativa da vitamina D (51). Estudos
in vitro demostraram que a vitamina D inibe atividade pro-inflamatéria de células Thi,
e a producdo de citocinas, tais como IL-2, interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (6, 14). A 1,25(0OH),D exerce efeito inibitorio sobre a proliferacéo
de células T, podendo alterar o perfil de citocina para o fendtipo Th2, mais anti-
inflamatdrio e imunorregulador (Figura 2) (7, 15, 52). Estas propriedades imunoldgicas
levaram a investigacdo de um possivel papel nos mecanismos patogénicos de doengas

autoimunes como LES, esclerose multipla (EM) e diabetes melito tipo 1 (DM1) (53-55).
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Figura 2: Vitamina D e imunorregulagdo. A vitamina D atua na regulagéo e diferenciagéo de
células T CD4, fazendo com que aumente a proliferacdo de células Treg, atuando na
manuten¢do da autotolerancia imunoldgica e controle das respostas autoimunes. Impede a
diferenciagdo de mondcitos em células dendriticas. Atua na troca do fenétipo Thl para Th2,
com maior tolerdncia imunolodgica; diminui expressdo das células Thl7 envolvidas na
autoimunidade e reducédo da producdo de IL-17 e IL-23; Estimulo a atividade de células Tregs;

interrupcdo da diferenciagdo de células B e inibi¢do da produgdo de imunoglobulinas.

2.4. Lupus Eritematoso Sistémico
2.4.1.1. Conceitos, epidemiologia e etiologia
O LES é uma doenga inflamatoria crénica, autoimune, que pode apresentar
grande variagdo na etiologia, patogénese, manifestacGes clinicas, laboratoriais, evolucéo
e prognostico. Geralmente, ha predominio de acometimento cutaneo, articular e

alterac6es imunoldgicas, com formagéo e deposi¢cdo de imunocomplexos (1, 2).
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O LES apresenta frequéncia cerca de 6 a 10 vezes maior em mulheres do que
em homens entre as idades de 14 a 65 anos e menor quando a idade for abaixo ou acima
destes limites, sugerindo um papel importante dos fatores hormonais na sua
etiopatogénese. Ainda, evidéncias sugerem que o LES é mais frequente em
afroamericanos, indios nativos norteamericanos e em orientais, quando comparado com
caucasoides (56).

A prevaléncia do LES nos Estados Unidos varia entre 15 e 50 casos para cada
100.000 habitantes (57, 58), ja na Europa varia entre 12 e 68 casos para cada 100.000
habitantes (59, 60). Estas oscilagbes podem ser resultado de variagdes genéticas,
aspectos socioecondmicos e metodologias utilizadas nos estudos. Os relatos de
prevaléncia do LES tém aumentado nas Ultimas décadas, o que pode ser devido aos
avangos nos testes diagnosticos que tem possibilitado identificacdo mais precoce da
doenca e também devido ao aumento da sobrevida destes pacientes (61). A incidéncia
varia com determinadas caracteristicas da populagdo como género, periodo estudado e
etnia. Estudos estimam uma incidéncia anual entre 1,8 e 7,6 casos para cada 100.000
habitantes/ano nos EUA (58). J& na Europa, a incidéncia varia de 2,2 casos para cada
100.000 habitantes/ano na Espanha e até 4 casos para cada 100.000 habitantes/ano na
Inglaterra (62, 63). No Brasil, um estudo realizado no Parana apresentou uma taxa de
incidéncia de 4,8 casos para cada 100.000 habitantes/ano (64) e um estudo realizado no
Rio Grande do Norte apresentou incidéncia de 8,7 casos para cada 100.000
habitantes/ano (65).

O diagndstico baseia-se em critérios clinicos e laboratoriais manifestados ao
longo da evolugdo da doenga. O Colégio Americano de Reumatologia (ACR- American
College of Rheumatology) estabeleceu critérios de classificacdo diagndstica em 1982

que foram revisados em 1997, onde pelo menos quatro dos 11 critérios devem ser
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satisfeitos para um paciente ser classificado com LES. Estes critérios estdo detalhados
no anexo | (66-68). A evolucdo da doenca ndo € uniforme e o curso é caracterizado por
periodos de remissdo e exacerbagdo. A apresentacdo cldssica é de lesbes cutaneas,
nefrite, artrite, Ulceras orais e autoanticorpos positivos (1).

A etiologia ainda ndo esta completamente entendida, mas se acredita que seja
necessaria predisposicdo genética interagindo com fatores hormonais, ambientais e
infecciosos, levando & quebra da tolerancia imunologica e culminando na formacgédo de
autoanticorpos contra diversos autoantigenos (3, 20). Ja foram identificados mais de 30
polimorfismos genéticos que contribuem para a ativacdo da imunidade inata e
adaptativa que atuam no processo inflamatorio da doenca. A maioria dos pacientes é
fotossensivel a radiacdo ultravioleta, onde a exposicdo aos raios UVB pode ndo so6
causar uma exacerbacdo de lesdes de pele, mas também pode agravar o acometimento
sistémico e induzir a producdo de anticorpos anti-DNA nativo (69). Os autoanticorpos
mais prevalentes sd@o 0s anticorpos antinucleares, anti-DNA, anti-Ro, anti-La e
anticardiolipinas (70).

Os objetivos do tratamento sdo controlar o processo inflamatorio, melhorar
sintomas e preservar a funcdo dos diferentes d6rgdos e tecidos. Os medicamentos
utilizados no tratamento incluem analgésicos, anti-inflamatérios ndo hormonais,
corticosteroides, imunomoduladores, imunossupressores, medica¢des imunobioldgicas
alvo-especificas, além de cuidados gerais (65, 71, 72). Pior prognostico se associa ao
acometimento renal, do sistema nervoso central, do aparelho cardiovascular e
hematopoiético. Com a evolucdo do tratamento houve reducéo das lesbes em 6rgdos
nobres e aumento da sobrevida, mas as complicacbes infecciosas ainda sao
preocupantes. Alguns estudos demonstraram que existe uma mortalidade elevada em

pacientes com LES, de quatro a cinco vezes maior que na populacdo geral (73, 74).
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2.4.2. Alteracfes imunoldgicas no LES

Os pacientes com LES apresentam anticorpos contra diversos autoantigenos.
Os anticorpos mais prevalentes sdo dirigidos contra antigenos nucleares, detectados em
mais de 95% dos pacientes (3). Expressdo an6mala de moléculas coestimulatérias nas
interacOes entre célula apresentadoras de antigeno e entre linfdcitos T e B desencadeia
fendmenos de autoimunidade. Isto resulta na formagdo de autoanticorpos e,
subsequentemente, imunocomplexos, com ativacdo do sistema complemento,
inflamac&o cronica e leséo tecidual (75). A deteccdo destes autoanticorpos pode ser feita
pela realizacdo da pesquisa do FAN e também pela detecgdo de autoanticorpos
especificos.

Producdo de autoanticorpos contra eritrocitos, plaquetas, linfocitos, fatores de
coagulacdo e fosfolipideos também pode ser vista em pacientes com LES.
Anormalidades hematoldgicas sdo comumente encontradas, sendo anemia e linfopenia
as alteracGes mais frequentes. A linfopenia estd presente particularmente durante a
doenca ativa e é fortemente associada com crioglobulinas IgM, fixagdo do complemento
e anticorpos anti-linfécitos (70, 76). A identificacdo destes anticorpos é importante para
caracterizar a doenga, pois existe associagdo entre a expressdo do anticorpo e algumas
manifestacdes clinicas. Um exemplo disto é a presenca de glomerulonefrite ativa em
pacientes com altos titulos de anti-DNA nativo, especialmente o isotipo 1gG (77-79).

Os autoanticorpos sdo produzidos por linfocitos B autorreativos que
apresentam falha na maquinaria de tolerancia durante o desenvolvimento celular e
assim, ocorre uma reducdo no numero de células B virgens e um aumento de
plasmacitos secretores de imunoglobulinas que estdo correlacionadas com a atividade
da doenca (80, 81). A ativacdo excessiva dos linfdcitos B resulta em uma hiperativacao

dos linfdcitos T, que por sua vez faz com que pacientes com LES apresentem um perfil
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aberrante na producdo de citocinas secretadas pelos linfécitos Th, comprometendo a
capacidade efetora pro-inflamatoria e anti-inflamatoria, bem como alteragcbes no
mecanismo de apoptose e deficiéncia nos mecanismos de depuracdo de material
apoptotico e de imunocomplexos (20).

Os linfdcitos Tregs estdo em quantidade menor e sdo funcionalmente anormais
no LES (82). Enquanto que estudos evidenciaram aumento de expressdo de IL-6 e IL-
21, estas citocinas inflamatdrias estdo presentes na diferenciacdo de células T em
células Thl7, secretoras de IL-17 (83, 84). O numero de células Th1l7 encontra-se
significativamente elevado no plasma de pacientes com LES (85). A IL-17 e a IL-23
apresentam elevada atividade pro-inflamatéria e encontram-se anormalmente
aumentadas no LES, sendo correlacionadas com maiores indices de atividade de doenca
(77, 86). As células Thl7, importantes fontes de IL-17, estdo presentes nos rins de
pacientes com nefrite lupica. O aumento de IL-17 pode amplificar a resposta imune por
aumento de dano e inflamagdo em érgdo alvo e por estimular a producdo de anticorpos
(87, 88).

Pacientes com LES apresentam uma maior expressao de genes regulados por
IFN em células mononucleares do sangue periférico, 0 que € conhecido como
“assinatura de interferon”, sugerindo um possivel papel do INF-a na patogénese do LES
(89). Esta citocina estimula a atividade citotdxica de linfocitos T CD8+. O INF-a causa
a diferenciacdo e ativagdo de DC e estimula producdo de citocinas pro-inflamatorias,

como INF-a e IL-6, aumentando ainda mais a resposta imune (90, 91).

2.5. Vitamina D e citocinas no LES
A vitamina D apresenta efeitos imunorregulatérios em diversas células do

sistema imune, especialmente linfécitos T, linfocitos B e DC (4, 5). Alguns estudos tém
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mostrado associagdo entre niveis baixos de vitamina D e LES, sugerindo sua
participagdo na etiopatogenia desta doenca (8). A associacdo entre a vitamina D e 0 LES
foi descrita pela primeira vez em 1979 (92). Ha evidéncias de que a vitamina D
administrada in vitro reduz a chance de desenvolver doenga autoimune em modelos
murinos experimentais de encefalite e lupus (93). Estudo brasileiro, realizado em 2000,
com camundongos geneticamente predispostos a desenvolver LES, apresentou piores
achados histopatologicos na bidpsia renal no grupo que recebeu suplementagdo de
vitamina D, sugerindo que a vitamina D pudesse ter atuado como fator agravante da
doenca. Estes dados ndo foram reproduzidos em outros estudos (94).

Varios estudos em todo 0 mundo tem relatado que a deficiéncia desta vitamina €
mais prevalente entre pacientes com LES do que na populacéo geral (95). Uma possivel
explicacdo para isso seria a recomendacdo universal de fotoprotecdo feita a estes
pacientes. Além disto, muitas medicaces, dentre elas os glicocorticdides e a
hidroxicloroquina, poderiam interferir no metabolismo da vitamina D e determinar
alteracdo nos niveis séricos de 25(OH)D. Estudos tem sugerido que a deficiéncia de
vitamina D pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da doenga (96). No
entanto, a ingestao de vitamina D n&o foi associada com o risco de desenvolver LES em
uma coorte prospectiva de mulheres que avaliou ingestéo de vitamina D na adolescéncia
e o0 desenvolvimento de LES na idade adulta (97). Alguns estudos tem demonstrado
uma associacdo entre maior atividade da doenca e baixos niveis séricos de vitamina D
(96), mas os resultados sdo controversos. A vitamina D e seus analogos podem estar
envolvidos na prevencdo do desenvolvimento de doencas autoimunes, mas tambem
poderiam ser utilizados no tratamento destas (98). A vitamina D pode também ser

considerada um potencial agente anti-inflamatorio e imunossupressor. A deficiéncia de
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vitamina D parece ter associagdo com anormalidades imunoldgicas no LES, o que
sugere desempenhar um papel na producdo de autoanticorpos (9).

A deficiéncia de vitamina D apresenta uma associa¢do com indices de atividade
e cronicidade da doenca e algumas manifestac6es clinicas do LES. Entretanto, existem
discrepancias nas diferentes populagdes estudadas. Isso pode estar interligado a fatores
de confusdo relacionados anteriormente. Além disto, o papel dos polimorfismos do gene
VDR permanece incerto, uma vez que ha pouca evidéncia sobre a sua influéncia na acéo
da vitamina D (95, 99). Recentemente, estudo mostrou que os niveis de 25(OH)D foram
significativamente maiores em pacientes portadores do gendtipo f/f do polimorfismo
Fokl em pacientes com LES, mesmo apds ajuste para 0s conhecidos fatores de confusao
(95).

A deficiéncia de vitamina D altera a resposta imunoldgica para a perda da
tolerancia. A adicdo de vitamina D in vitro parece inverter anormalidades imunoldgicas
caracteristicas do LES. Estudo concluiu que a 1,25(0OH),D inibe a maturacao de células
dendriticas e ativagdo das células Th17 e aumenta das células Treg (100). Outro estudo,
com suplementacédo de colecalciferol em cultura de células, demonstrou que a expressao
de IFN-y e IL-17 foi diminuida, indicando que o aumento de 25(OH)D no soro esta
associado & diminuicdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células T (101,
102).

Estudo randomizado incluindo 267 pacientes com LES que receberam
suplementacdo de colecalciferol 2000 Ul/dia ou placebo por via oral, durante 12 meses
demonstrou que niveis mais baixos de 25(OH)D estdo correlacionados com maior
atividade da doenca. Apo6s 12 meses de tratamento, houve uma melhora significativa

nos niveis de marcadores de inflamacdo e hemostaticos, bem como da atividade da
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doenga no grupo de tratamento comparado com o grupo placebo, mostrando uma
tendéncia a melhora clinica subsequente (103).

Até o momento, existem mais de uma centena de estudos sobre LES e vitamina
D. Os pesquisadores destes estudos tem buscado estabelecer a prevaléncia de
deficiéncia de vitamina D e sua importancia em varios aspectos clinicos da doenga, tais
como a atividade da doenga, os danos cronicos associados a doenca e parametros
clinicos e laboratoriais. Uma questdo ainda em aberto e que precisa ser respondida é se a
deficiéncia de vitamina D realmente predispfe ao surgimento da doenca e altera sua

evolucéo e progndstico.
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3. JUSTIFICATIVA

O papel da vitamina D como imunomodulador ndo esté totalmente entendido e
os estudos existentes apresentam desfechos clinicos e laboratoriais com resultados
controversos. Estudos avaliando a influencia da vitamina D e o perfil de expresséo de
citocinas em pacientes com LES ainda sdo escassos. Portanto, analisar a associagéo
entre os niveis de vitamina D e de citocinas é importante para entendermos melhor o
papel da vitamina D na imunomodulagdo in vivo dos pacientes com LES e
consequentemente suas implicac@es clinicas, uma vez que o dano tecidual causado pela
atividade de citocinas pro-inflamatorias é responsavel pelas manifestacbes observadas

na doenca.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral
Avaliar a associacdo entre os niveis de vitamina D e o perfil de citocinas Thl,

Th2 e Th17 em pacientes com LES.

4.2. Obijetivos especificos

1- Determinar a quantidade de citocinas Thl (IL-2, INF, TNF-a e IL-12, IL-
12p70), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), Th17 (IL-17, IL-21), presente no soro de pacientes
com LES.

2- Determinar a concentracdo de 25-hidroxivitamina D em pacientes com LES.

3- Verificar a existéncia de correlagéo entre atividade da doenca (SLEDAI) e
cronicidade (SLICC damage index), niveis de vitamina D e niveis das citocinas
estudadas.

4- Verificar se os niveis séricos de citocinas estdo correlacionados com niveis

de complemento (C3 e C4) e anti-DNA nativo.
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Vitamina D e LUpus Eritematoso Sistémico: o estado da arte

Resumo

LUpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria sistémica cuja
susceptibilidade estd associada a fatores genéticos, ambientais, hormonais e
imunolégicos. Um destes fatores tem sido identificado como deficiéncia de vitamina D.
A vitamina D exerce inimeras agdes sobre o sistema imunoldgico, e diversos estudos
tem sugerido um potencial papel no desenvolvimento de doencgas autoimunes. Pacientes
com LES apresentam baixos niveis séricos de vitamina D, 0 que aumenta a
possibilidade de associagéo entre a deficiéncia de vitamina e o aparecimento da doenga.
Esta revisdo discute aspectos relacionados com os efeitos imunorregulatérios da
vitamina D e sua importancia no LES, bem como as recomendagdes para suplementacédo

de vitamina D nestes pacientes.

Palavras-chave: Vitamina D, Lapus Eritematoso Sistémico, 25-hidroxivitamina

D, deficiéncia, suplementacao.

Introducéo

As vitaminas sdo compostos organicos essenciais para o metabolismo dos seres
vivos. A vitamina D compreende compostos lipossoluveis de origem vegetal (vitamina
D, ou ergocalciferol) ou animal (vitamina D3 ou colecalciferol). O papel desta vitamina
na manutencdo da homeostase do célcio e fosforo é reconhecido hd décadas (1). No
entanto, a descoberta da participacdo da vitamina D na homeostase do sistema
imunologico, assim como a existéncia de receptores de vitamina D (VDR) em varios
tecidos e células, e a capacidade destas de transformar 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]
no metabdlito mais ativo, 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0OH),D], parecem
impulsionar a redescoberta desta molécula para um futuro promissor (2). Existem
evidéncias da influéncia desta vitamina na patogénese de doencas autoimunes,

metabolismo 6sseo, neoplasias, doencas infecciosas e cardiovasculares (1, 3, 4).

Metabolismo da Vitamina D
A vitamina D apresenta pequena atividade bioldgica intrinseca, necessitando de
sucessivas hidroxilagcdes para tornar-se ativa (5). A principal fonte de vitamina D é a

producdo endogena a partir da luz ultravioleta e apenas uma pequena quantidade é



49

obtida a partir da dieta. A luz ultravioleta do sol (UVB 290-315 nm) em uma reacdo ndo
enzimatica converte o 7-dehidrocolesterol enddégeno em pré-vitamina D, quando ha
exposicdo prolongada a luz solar, ocorre degradagdo de 75-80% das moléculas em
produtos inertes. A pré-vitamina D sofre isomerizacdo em vitamina D, conhecido como
colecalciferol. Apos a sintese na pele, a vitamina D3 entra na circulacéo e é transportada
para o figado unida a proteina ligante da vitamina D (VDBP) (6).

A vitamina D a partir da dieta é absorvida no intestino delgado e também ¢
transportada ao figado pela VDBP e em menor quantidade pela albumina (7), onde sofre
a primeira hidroxilagdo para 25(OH)D, conhecida como calcidiol. O figado € o
reservatorio usual de vitamina D e a 25(OH)D representa o principal metabolito
circulante desta vitamina (7, 8). Nos rins, a 25(OH)D ¢ hidroxilada pela enzima la-
hidroxilase a 1,25-(OH).D, também conhecida como calcitriol que é o produto mais
ativo, e uma pequena parcela € hidroxilada a 24,25-desidroxivitamina D
[24,25(0OH),D)], pela enzima a-hidroxilase, que é um metabdlito hidrossoltvel inativo,
também conhecido como &cido calcitrdico, que é excretado na bile. Esta ultima etapa é
estimulada pelo paratorménio (PTH), e suprimida pela concentracdo de fosfato e pelos
niveis séricos de 1,25(0OH),D (6, 7, 9). Recentemente, la-hidroxilase tem sido descrita
em alguns tecidos como a prostata, pulmdes, placenta, paratireoide, colon, células -
pancreéticas, e ainda, em células do sistema imunoldgico, tornando possivel a produgdo

local de vitamina D ativa, que passa a ter efeito paracrino/autocrino (10, 11).

Deficiéncia de Vitamina D

O diagndstico de hipovitaminose D depende da determinacdo dos niveis séricos
de 25(OH)D, mas ndo ha consenso sobre os valores a serem adotados. VAarios
especialistas concordaram em definir a deficiéncia de vitamina D a partir niveis séricos
de 25(OH)D inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L), levando em consideragdo as variagéo
regulatoria do PTH. A insuficiéncia de vitamina D é definida quando os niveis séricos
se mantém entre 21-29 ng/mL, sendo considerada suficiente quando os niveis forem
iguais ou superiores a 30 ng/mL (75 nmol/L). Acredita-se que valores mais elevados
ndo confiram beneficios adicionais aos individuos (12). No entanto, as concentracfes
ideais de 25(OH)D necessérios para 0 bom funcionamento do sistema imunoldgico ndo
estdo bem definidos e estudos vém demonstrando que alguns polimorfismos genéticos

envolvendo a proteina ligadora da vitamina D, enzimas envolvidas em seu metabolismo,
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e 0 proprio VDR podem determinar variagdes nos niveis séricos e tornar ainda mais
complexa a determinagéo da concentracéo ideal de vitamina D (13-15).

A ingestdo diaria de vitamina D depende de habitos alimentares e estratégias de
suplementacéo através de medicamentos ou alimentos enriquecidos. Atualmente, ndo ha
consenso internacional sobre a dose ideal para a suplementacdo de vitamina D. O
Instituto de Medicina dos Estados Unidos (IOM) considera segura a suplementacéo de
600 Ul/dia até os 70 anos e 800 Ul/dia para individuos com mais de 70 anos (12), ja a
Endocrine Society considera como limite maximo toleravel 1.000 Ul/dia (16). The
European Food and Safety Authority recomenda suplementacéo abaixo de 4.000 Ul/dia
(17). A administracdo do calcitriol, metabolito altamente ativo, deve ser criteriosamente
avaliada, pois pode causar efeitos colaterais, em particular hipercalcemia. Uma andlise
de perspectiva global demonstrou que 6 a 47% do consumo de vitamina D podem vir de
suplementos alimentares (18). Consequentemente, sem suplementacdo, os niveis de
vitamina D dependem da producdo enddgena, que é influenciada por determinantes
genéticos, etnia, latitude, uso concomitante de medicamentos, estagdo do ano,

pigmentacéo da pele e estilo de vida, tais como o uso de protetor solar e roupas (5, 19).

Vitamina D e imunorregulacéo

As primeiras evidéncias de que a vitamina D determina regulacdo positiva da
imunidade inata surgiram de relatos de casos sobre o tratamento da tuberculose com o
oleo de figado de bacalhau, onde observaram que o calcitriol aumentava os efeitos
antimicrobianos de macrofagos, além de aumentar a quimiotaxia e capacidade
fagocitica (20, 21). Mais tarde, a descoberta do VDR em células do trato reprodutivo
(Utero, ovario, placenta, testiculo e préstata), mamas, sistema endocrinoldgico (ilhotas
pancreaticas, hipofise, tiredide, paratiredide e coOrtex adrenal), musculatura lisa e
esquelética, coracao, pele, cérebro e figado, sugeriu a possivel participacdo vitamina D
em outras funcbes regulatdrias do organismo que ndo somente relacionadas com o
metabolismo 0sseo (22). A partir destas descobertas, houve um avango nas pesquisas
sobre as propriedades imunomoduladoras da vitamina D.

Ambos 0s sistemas imunitario inato e adaptativo apresentam uma grande
variedade de células, tais como macréfagos, células dendriticas, células T e células B,
que expressam VDR. No entanto, sua maior concentracdo estad em células imunoldgicas
imaturas no timo e nos linfécitos T CD8 maduros, independentemente do seu estado de

ativacdo (23) e, portanto, podem responder a forma biologicamente ativa da vitamina D
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(24). Estudos in vitro demostraram que a vitamina D inibe atividade pré-inflamatoria de
células Thl, e a produgdo de citocinas, tais como IL-2, interferon-y (IFN-vy) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) (25, 26). A 1,25(0OH),D exerce efeito inibitdrio sobre a
proliferacédo de células T, podendo alterar o perfil de citocina para o fenétipo Th2, mais
anti-inflamatorio e imunorregulador (27). Estas propriedades imunologicas levaram a
investigacdo de um possivel papel nos mecanismos patogénicos de doencgas autoimunes
como no lupus eritematoso sistémico (LES), esclerose multipla (EM) e diabetes melito
tipo 1 (DM1).

VitaminaDeo LES

Estudos com modelos animais tem mostrado associagdo da vitamina D e LES.
Ha evidéncias de que a vitamina D administrada in vitro reduz a chance de desenvolver
doenca autoimune em modelos murinos experimentais de encefalite e lapus (28).
Estudo brasileiro, realizado em 2000, com camundongos geneticamente predispostos a
desenvolver LES, apresentou piores achados histopatoldgicos na bidpsia renal no grupo
que recebeu suplementacdo de vitamina D, sugerindo que a vitamina D pudesse ter
atuado como fator agravante da doenca. Estes dados ndo foram reproduzidos em outros
estudos (29).

A associacdo entre a vitamina D e o LES foi descrita pela primeira vez em 1979
(30). Varios estudos em todo o mundo tem relatado que a deficiéncia desta vitamina é
mais prevalente entre pacientes com LES do que na populacédo geral (31). Uma possivel
explicacdo para isso seria a recomendacdo universal de fotoprotecdo feita a estes
pacientes. Além disto, muitas medicacBes, dentre elas os glicocorticoides e a
hidroxicloroquina, poderiam interferir no metabolismo da vitamina D e determinar
alteracdo nos niveis séricos de 25(0OH)D. Estudos tem sugerido que a deficiéncia de
vitamina D pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da doenga (32). No
entanto, a ingestdo de vitamina D n&o foi associada com o risco de desenvolver LES em
uma coorte prospectiva de mulheres (33). Alguns estudos tem demonstrado uma
associacdo entre maior atividade da doenca e baixos niveis séricos de vitamina D (32),
mas os resultados sdo controversos. Recentemente, estudo americano realizado com
uma coorte de enfermeiras, ndo observou associacdo entre ingestédo de vitamina D na
adolescéncia e o desenvolvimento de LES na idade adulta (34). A vitamina D e seus
analogos podem estar envolvidos na prevencdo do desenvolvimento de doencas

autoimunes, mas também poderiam ser utilizados no tratamento destas. A vitamina D
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pode também ser considerada um potencial agente anti-inflamatdrio e imunossupressor.
A deficiéncia de vitamina D parece ter associa¢cdo com anormalidades imunoldgicas no
LES, o que sugere desempenhar um papel na producéo de auto-anticorpos (35).

A deficiéncia de vitamina D apresenta uma associagdo com indices de atividade
e cronicidade da doenca e algumas manifestagdes clinicas do LES. Entretanto, existem
discrepancias nas diferentes populagdes estudadas. Isso pode estar interligado a fatores
de confusdo relacionados anteriormente. Além disto, o papel dos polimorfismos do gene
VDR permanece incerto, uma vez que ha pouca evidéncia sobre a sua influéncia na acéo
da vitamina D (31). Recentemente, estudo mostrou que os niveis de 25(OH)D foram
significativamente maiores em pacientes portadores do genétipo f/f do polimorfismo
Fokl em pacientes com LES, mesmo ap06s ajuste para 0s conhecidos fatores de confusao
(31).

Até o momento, existem mais de uma centena de estudos sobre LES e vitamina
D. Os pesquisadores destes estudos tem buscado estabelecer a prevaléncia de
deficiéncia de vitamina D e sua importancia em varios aspectos clinicos da doenga, tais
como a atividade da doencga, os danos cronicos associados a doenca e parametros
clinicos e laboratoriais. Uma questdo ainda em aberto e que precisa ser respondida € se a

deficiéncia de vitamina D realmente altera o curso e progndstico do LES.

Suplementacdo de vitamina D em paciente com LES

A suplementacdo de vitamina D em pacientes com LES vem sendo estudada,
buscando modificar desfechos clinicos, com resultados ainda inconsistentes. Ruiz-
Irastorza et al.,, em um estudo observacional, avaliaram os efeitos terapéuticos da
suplementacdo oral de vitamina D no LES. Apds 2 anos de tratamento, verificaram
aumento dos niveis de 25(OH)D em todos os pacientes. No entanto, 71% destes ainda
apresentavam niveis insuficientes de vitamina D e ndo houve reducdo dos indices de
atividade de doenca (36). Petri et al., estudaram 1.006 pacientes por 128 semanas. Na
primeira visita, 763 pacientes (76%) apresentaram dosagem de 25(OH)D <40 ng/ml,
sendo que 85% destes eram Afro-descendentes. Estes pacientes receberam
suplementacdo com 50.000 unidades de vitamina D, (ergocalciferol) semanalmente. Ao
final do estudo, os autores ndo encontraram qualquer beneficio clinico em manter os
niveis séricos de 25(OH)D acima de 40 ng/ml (37).

Estudo randomizado controlado por placebo com 267 pacientes, avaliou

biomarcadores inflamatorios e hemostaticos, além de indice de atividade da doenca,
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antes e depois da suplementacdo oral de 200 Ul de colecalciferol por dia, por um
periodo de 12 meses. No inicio do estudo a media de 25(OH)D era de 19,8 ng/ml nos
pacientes e 28,7 ng/ml nos controles. A prevaléncia de insuficiéncia (10-30 ng/ml) ou
deficiéncia (<10 ng/ml) de vitamina D no inicio do estudo foi de 69% e 39%,
respectivamente. Ao final de 12 meses de suplementacdo, houve uma melhora
significativa nos niveis dos marcadores inflamatorios e hemostaticos bem como da
atividade da doenca no grupo de tratamento comparado com o grupo placebo (38).

A vitamina D atuando na imunomodulacdo de citocinas inflamatdrias pode ter
efeitos cardioprotetores. Kiani et. al. avaliando se baixos niveis de vitamina D podem
prever mudancas nas medidas subclinicas da aterosclerose ou da PCR ultra-sensivel
(hsCRP), estudou uma amostra de 200 pacientes incluidos no estudo Lupus
Atherosclerosis Prevention, durante 2 anos. Os autores encontraram que a dosagem de
25(0OH)D variou entre 4-79 ng/ml e ndo foi associada com qualquer medida subclinica
da aterosclerose. A deficiéncia de vitamina D foi associado com maiores valores de
hsCRP no inicio do estudo, mas ndo previu uma mudanc¢a na hsCRP apos 2 anos (39).

Existem ensaios clinicos em andamento que testam a seguranca e a eficacia de
diferentes doses de vitamina D em pacientes com LES e, ainda, se a vitamina D pode
ser  utilizada como um  tratamento  e/ou prevengdo  de LES.
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT00418587?term=%22vitamin+D%22+AN
D+%22lupus%22&rank=3) Estudo semelhante pretende avaliar o impacto de diferentes
doses de vitamina D3 na expressdo de interferon alfa (IFN-alfa).
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00710021?term=%22vitamin+D%22+AND+%?2
2lupus%22&rank=2) As doses mais estudadas como tratamento de suplementacdo séo
de 800 Ul/dia, 2000 Ul/dia e 4000 Ul/dia.

Enquanto ndo tivermos resultados mais concisos a respeito da suplementacdo de
vitamina D, muitos especialistas continuardo recomendando corrigir a deficiéncia de
vitamina D. A dose necessaria para atingir e manter niveis adequados de 25(OH)D
depende do nivel sérico inicial, sendo que, para elevar 1 ng/ml de 25(OH)D no soro, €é
necessario cerca de 100 Ul/dia de ingestdo de vitamina D, e que leva aproximadamente
3 meses para alcancar um estado de equilibrio uma vez que a suplementacéo € iniciada
(40). Ainda, as respostas individuais podem variar e os fatores de risco conhecidos para

a suplementacéo, devem ser levados em conta.

Conclusédo
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Deficiéncia de vitamina D associa-se com o LES e parece interferir em aspectos
clinicos tanto de atividade quanto de cronicidade de doenca. Entretanto, estudos de
suplementacdo parecem ndo demonstrar melhora clinica dos pacientes com LES.
Ensaios clinicos ainda sdo necessarios para determinar como a suplementacdo de
vitamina D afetaria in vivo a fisiopatologia do LES e como poderia contribuir para
imunomodulacdo e tratamento da doenca. Ainda é preciso definir a dosagem ideal de
suplementacéo e se ha necessidade de monitoramento pelos niveis séricos de 25(OH)D.
Seria a vitamina D somente um epifendmeno ou realmente alteraria a suscetibilidade, o

curso e o prognastico do LES?
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the expression of Thl. Th2 and Th17 cytokines in
patients with SLE. and verify the association between cytokine levels and serum

vitamin D concentration.

Methods: The sample consisted of 172 patients with SLE. 25-hydroxyvitamin
D [(25(0OH)D)] levels were measured by chemiluminescence. 25(OH)D levels <20
ng/ml were considered to reflect vitamin D deficiency. Serum cytokine levels were
measured in once-thawed samples. using a Th1/Th2/Th17 CBA (cytometric beads

array) kit.

Results: One hundred sixty one (94%) patients were women and 128 (74.4%)
were of European-derived. Mean patient age was 40.5£13.8 years. and mean age at
diagnosis was 31.5=13.4 years. At the time of study entry. patients had a median (IQR)
SLEDAI of 2 (1-4) and SLICC of 0 (0-1). Mean 25(OH)D concentration was
25.4=11.04 ng/ml. Fifty-nine (34.3%) patients had a vitamin D deficiency. No
statistically significant associations were identified between cytokine and vitamin D

levels. The most significant finding was a positive correlation between INF-« levels and

SLEDAI (1,=0.22. p=0.04).

Conclusion: Although vitamin D deficiencies are highly prevalent in patients
with SLE. vitamin D levels were not significantly associated with patient cytokine
profiles. The positive correlation between IFN-a levels and SLEDAI showed in this
study corroborates other findings in the literature. The present results did not replicate
those of in vitro studies of the effect of vitamin D levels on cytokine profiles. Placebo-
controlled intervention trials of the effect of vitamin D on cytokine profiles are still
required before any definitive conclusions can be drawn regarding the association

between these variables.

Keywords: vitamin D. 25-hydroxyvitamin D. systemic lupus erythematosus.
SLE. cytokines, Thl. Th2. Th17.
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INTRODUCTION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune inflammatory disease
with diverse clinical manifestations which affects several different organ and systems.
SLE occurs mostly in women of fertile age. and has an approximate incidence of 2-8
cases per 100,000 people (1). Patients with this condition develop T and B-cell
mediated autoimmune responses characterized by the production of autoantibodies (2).
The autoimmune mechanisms responsible for the disease and the factors which

contribute to its onset and progression are only poorly known.

Vitamin D is a hormone produced in the skin and metabolized by the liver and
kidneys. Although its main function is to regulate calcium homeostasis in bone cells, its
effect on vitamin D receptors (VDR) also characterize it as an immunomodulator (3).
VDR are expressed in a wide variety of cells in the innate and adaptive immune
systems, such as macrophages, dendritic cells., and T and B cells (4). However. the
highest concentration of these receptors is found in the immature immune cells of the
thymus and in mature CD8 T lymphocytes. regardless of their activation state (5).
Therefore. these cells may also respond to the biologically active form of vitamin D (6).
Vitamin D deficiency has been considered one of the main environmental contributors
to the development of autoimmune diseases. Studies show that patients with SLE have a
higher prevalence of vitamin D deficiency than the general population (7). Low vitamin
D levels appear to be inversely associated with the activity and chronicity of SLE (7-9),
although these results are still controversial. Vitamin D levels have also been associated
with immunological abnormalities and changes in the expression of T-helper cells and
B cells, suggesting that this vitamin may play a role in autoantibody production and in

the clinical manifestations of SLE (10).

The imbalance of helper T cells has been found to play an important role in the
pathogenesis of SLE. The differentiation of T helper (Th) cells 1s influenced by their
medium and local cytokine environment. These cells are then classified as Thl. Th2 or
Thl7. according to the type of cytokines they produce. There are cytokines that are
considered to be central within each group. such as Th1 cells produce interferon y (IFN-
v). whereas Th2 cells are characterized by expression of interleukin-4 (IL-4). Th17 cells
have only recently been described. and are characterized by their ability to produce IL-

17A (11). In vitro studies have shown that vitamin D inhibits the proinflammatory
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activity of Thl cells. prevents the differentiation of dendritic cells. interrupts the
proliferation of activated B cells. and increases the expression of regulatory T cells
(Treg). preserving the immune response and maintaining self-tolerance (4. 12. 13).
Vitamin D has also been found to alter cytokine profiles, increasing TGF-B. IL4, ILS
and IL10 expression. while decreasing the production of IFN-y. TNF-a and IL-12 (14.
15). Additionally. vitamin D inhibits the Th17 responses involved in autoimmunity and
reduces the production of IL-17A. suppressing the proliferation of Thl-cells, and. at
times, shifting the cytokine profile to Th2 (2. 16).

The immunomodulating effects of vitamin D may result in an increase or
decrease in the levels of pro and anti-inflammatory cytokines. which may. in tum. alter
the course of SLE. influencing disease activity and chronicity. In the present study. we
evaluated the expression of Thl, Th2 and Th17 cytokines in patients with SLE. and the
possible association between Th cell profiles and serum vitamin D levels in these

individuals.

MATERIALS AND METHODS
POPULATION STUDIED

This was a cross-sectional study of a convenience sample of 172 patients
diagnosed with SLE according to American College of Rheumatology (ACR) revised
criteria for the classification of SLE (17). seen at the Rheumatology Clinic of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Patients with the following conditions
were excluded from the study: other autoimmune conjunctive tissue diseases, save for
secondary antiphospholipid syndrome and Sjogren’s syndrome: lymphoproliferative
disease: cancer: active infections: HIV, HBV or HCV positivity. The present study was
approved by the Research Ethics Committee of the HCPA, and all participants provided

written consent prior to study enrollment.
CLINICAL AND LABORATORY VARIABLES

A standardized questionnaire was used to investigate the following variables at

the time of recruitment: age. gender. skin phototype. smoking status, alcohol
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consumption, body mass index (BMI). use of oral vitamin D supplementation and
treatment with hydroxychloroquine. corticosteroids and immunosuppressants drugs.
Clinical manifestations of SLE included photosensitivity. malar or discoid rashes. oral
or nasal ulcers, arthritis, serositis (pleurnitis or pericarditis). nephritis and neurological
disorders (seizures or psychosis). The laboratory evaluation included diagnostic tests for
blood disorders (hemolytic anemia, leukopenia, lymphopenia or thrombocytopenia), and
the identification of positivity for antinuclear antibodies (ANA) (titer>1:100). or
autoantibodies such as anti-dsDNA. anti-Sm. anti-RNP. anti-Ro/SS-A. anti- La/SS-B.
anticardiolipin, lupus anticoagulant and false positive VDRL. The SLEDAI (18) and
SLICC damage index (19) were used to assess disease activity and cumulative damage

in each patient.
VITAMIN D MEASUREMENTS

Blood samples were collected during each patient's medical appointment.
between 4 and 6 p.m.. after at least 4 hours of fasting. In order to limit the effects of
seasonal variations in vitamin D photosynthesis, all patients were recruited and
evaluated in the spring. All samples were frozen at -80°C and analyzed at the same
time. Serum 25(OH)D levels were measured by chemiluminescence assay (LIAISON -
DiaSorin Inec. Stillwater/MN. CV 6% intra-assay) according to the manufacturer's
instructions: wherein values <20 ng/ml were considered to indicate vitamin D

deficiency and levels =220 ng/ml were considered normal.
CYTOKINE MEASUREMENTS

Serum cytokine concentration was determined by the flow cytometry of once-
thawed serum using the BD™ Cytometric Bead Array (CBA) assay (BD Biosciences,
San Diego. CA): The Human Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit was used to quantify the
serum concentrations of IL-2, IL-4, IL-6. IL-10. TNF-o. IFN-y and IL-17A. and Human
Cytokine Flex Sets were used to measure IL-12/IL-23p40. IL21. IL-12p70 and IFN-a
levels. Samples were processed and analyzed according to the manufacturer's
instructions. Briefly. serum samples were incubated with cytokine capture beads and
PE-conjugated detection antibodies at room temperature and protected from light.
Samples were then washed. and data were acquired using a FACSCalibur flow

cytometer (BD Biosciences. San Diego. CA). The standard curves were generated in



graphical and tabular format using the BD CBA Analysis Software FCAP ArrayTM 3.0
(BD Biosciences, San Diego. CA) with R2 above 0.99 for all cytokines and the results

were calculated using the five parameter logistic equation.
STATISTICAL ANALYSIS

Data were analyzed using the SPSS 16.0 program for Windows. and
descriptive statistics were expressed as mean, standard deviation. median and
mnterquartile range (IQR). Normality was assessed using the Shapiro-Wilk test.
Between-group comparisons of cytokine levels and categorical wvariables were
performed using the Mann-Whitney test. Spearman correlation coefficients were used to
evaluate the association between continuous variables. A linear regression analysis was
also performed to control for the effects of confounding factors (use of NSAIDs.
prednisone, antimalarial drugs and immunosuppressants). Results were considered
significant at p<0.05. and correlations were considered clinically significant if they

exceeded 0.5.

RESULTS

The final sample consisted of 172 patients diagnosed with SLE. most of whom
were female (n=161: 94%) and of European-derived (n=128: 74.4%). Mean patient age
was 40.5+13.8 years, and mean age at diagnosis was 31.5=13.4 years. The frequency of
clinical and laboratory manifestations of SLE in the sample is displayed in Table 1.
These data have been described in a previous publication by the same group of
researchers (7). At the time of study enrollment. the mean SLEDAI score was 2 (IQR:
1-4), while the corresponding values for the SLICC were 0 (IQR: 0-1). On study entry.
patients were taking: NSAIDs (n=30: 17.4%). analgesics (n=58: 33.7%). prednisone
(n=75: 43.6%). antimalarials (n=143: 83.1%) and immunosuppresants (n=82: 47.7%)
(Table 1).
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Table 1. Demographic, clinical,

and laboratory features of SLE patients ®.

Patients’s features n=172
Demographic profile
Females 161 (93.6)
European-derived 128 (74.4)
Age (years)' 40.5 (x13.8)
Age at diagnosis (years)! 31.5(x13.4)
Criteria for diagnostic classification
Photosensitivity 136 (79.1)
Malar rash 105 (61.0)
Discoid rash 23 (13.4)
Oral ulcers 70 (40.7)
Arthritis 145 (84.3)
Serositis 49 (28.5)
Hematologic disorders 135 (78.5)
Hemolitic anemia 54 (31.4)
Leuko/Lynphopenia 112 (65.1)
Thrombocytopenia 44 (25.6)
Nephritis 82 (41.7)
Neurologic disorders 20(11.6)
Convulsion 11(6.4)
Psicoses 10 (5.8)
Immunologic disorders 129 (75)
Anti-dsDNA 98 (57)
Anti-Sm 30(17.4)
Anticardiolipinas IgG/IgM 53 (30.8)
Lupic Anticoagulant 19(11)
False positive VDRL 13(7.6)

FAN

170 (98.8)
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Anti-Ro/SSA 75 (43.6)
Anti-La/SSB 25(14.5)
Anti-RNP 52 (30.2)
Sjogren’s syndrome 11 (6.4)
Antiphospholipid syndrome 11(6.4)
SLEDAIP? 2(0-4)
SLICC? 0(0-1)
C3t 109.75 (£30.6)
c4 17.15 (£8.7)
Anti-dsDNA 32 (18.6)
25(0OH)D! 254 (x11.0)
Treatments
NSAIDs 30(17.4)
Analgesics 58 (33.7)
Steroids/ Prednisone 75 (43.6)
Chloroquine/hydroxychloroquine 143 (83.1)
Immunosuppressive 82 (471.7)
Azathioprine' 60 (73.2)
Metotrexate! 10(12.2)
Mycophenolate Mofetil! 12 (14.6)

FAN (Fator Anti-nuclear); SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index); SLICC
(systemic lupus international collaborating clinics); NSAIDs (Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs).
“Data expressed as n = number of individuals (%).

'Média (+Standard Deviation) 2Mediana (interquatile range).

The mean serum 25(OH)D concentration in the sample was 25.4+11.04 ng/ml.
Fifty-nine (34.3%) patients had a vitamin D deficiency, while 113 (65.7%) had normal
vitamin D levels. One hundred and eight (62.8%) participants took vitamin D
supplements, and 36 (61%) of the patients with vitamin D deficiencies consumed at
least 800 UI of the vitamin every day. Figure 1 displays the distribution of Thl (IFN-y,
IFN-a, TNF-a, IL-2), Th2 (IL-10, IL-4, IL-6) and Th17 cytokines (IL-17A, IL-21), as
well as of IL-12/IL-23p40 and IL-12p70. No significant associations were found
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between cytokine levels and vitamin D concentration (Table 2). Additionally, no

associations were found between the presence of, secondary antiphospholipid

syndrome, secondary Sjogren’s syndrome, SLEDAI, SLICC damage index, anti-

dsDNA, C3 and C4.

Table 2. Cytokine profiles and vitamin D levels in SLE patients

Cytokine profiles 25(0OH)D <20 ng/ml 25(0OH)D =20 ng/ml p value®
n=59 n=113
Thl
2 2.98 (2.5-3.7) 3.00 (2.5-3.5) 0.98
IFN=y® 3.97 (3.5-4.6) 3.95 (3.6-4.5) 0.97
IFN-a® 4.19 (2.2-5.6) 4.19 (2.5-5.6) 0.96
TNF-a" 3.89 (3.1-4.3) 3.77 (3.1-4.7) 0.66
Th2
IL-10° 2.93(2.6-3.9) 2.85(2.1-3.7) 0.15
IL-6" 6.33 (3.9-8.3) 5.30 (3.8-7.1) 0.22
IL-4° 3.37 (3.2:3.7) 3.50 (3.3-3.8) 0.18
Th17
IL-17° 72.56 (53.4-112.7) 74.28 (52.5-112.2) 0.89
IL21® 22.76 (16.7-30.5) 24.77 (20.7-36.2) 0.13
Other
IL-12/1L-23p40° 23.96 (15.9-38.5) 26.04 (14.7-41.2) 0.83
IL-12p70° 1.81(1.5-2.2) 1.87 (1.6-2.3) 0.51
SLEDAI" 2(0-4) 2(0-4) 0.79
sLICcC® 0(0-1) 0(0-1) 0.23
" 112.58 (£32.94) 108.27 (£29.41) 0.43
C4* 16.18 (£7.93) 17.65 (£9.08) 0.43
Anti-dsDNA, n (%) 12 (20.34) 20(17.7) 0.19

*Mann-Whitney test; "Median (interquartile range); “Mean (standard deviation)

The correlation between serum cytokine concentrations and clinical and

laboratory manifestations of SLE are displayed in Table 3. Of the Thl cytokines, TNF-u



and IFN-y not showed statistically significant value, when correlated with clinical and
laboratory variables. Moreover, INF-a showed a weak positive correlation with
SLEDAI (r; 0.219; p=0.004) and IL-2 shows weak negative correlation with VDRL (r -
0.210; p=0.006). Th2 cytokine levels were not significantly correlated. The analysis of
Th17 cytokines revealed no correlations between IL-17A levels and any clinical or
laboratory variables. However, IL-21 showed weak negative correlation with
hematological disorders (ry -0.226; p=0.003). Cytokine IL-12p70 didn’t show any
correlation, and IL-12/IL-23p40 showed weak negative correlation with immune
disorders (r; -0.204; p=0.007).

Figure 1. Association between Thl /Th2 / Th17 and levels of Vitamin D
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Graphical representation of the association between cytokine levels and normal and deficiency levels of
vitamin D.

The Th1/Th2 ratio showed no significant differences in the prevalence of either
profile. A linear regression analysis was performed to control for confounders in the
correlations between cytokines and vitamin D, C3 and C4 levels, or the presence of
anti-dsDNA, SLEDAI and SLICC damage index. However, this analysis produced no

significant results (data not shown).
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DISCUSSION

Although most of the sample used vitamin D supplements, approximately one
third of participants had a vitamin D deficiency. Similar findings have been identified
by several other studies. The first investigation to report low levels of vitamin D in
patients with SLE was published in 1979 (20). Since then, several studies have
confirmed that most patients with SLE have lower vitamin D levels than the general
population (21). Studies performed in the same region as the present investigation have
reported similar prevalence rates of vitamin D deficiency across different samples (22,
23). Vitamin D deficiency is a global health problem, and may occur regardless of
vitamin D supplementation. This condition may cause several clinical problems, and is
influenced by numerous factors which interfere with serum vitamin D levels, such as

sun exposure, skin pigmentation, medication use and the presence of certain diseases.

In the present study, the prevalence of Thl, Th2 and Th17 cytokine profiles did
not differ between patients with and without a vitamin D deficiency. Vitamin D inhibits
adaptive immune responses and may suppress the cytokines involved in the
physiopathology of SLE, in the inhibition of dendritic cell maturation, Thl activity, B
cell maturation and differentiation and Treg cell function (24). SLE is associated with
an imbalance between Thl, Th2 and Th17 cytokines, which may be modulated by
vitamin D levels (10, 25, 26). However, this hypothesis was not confirmed by the

present study.

An in vitro study of the intracellular cytokine phenotype of T-helper cells in
patients with SLE showed Treg cell depletion and alterations in the balance of Th-cell
subsets, with a particularly strong effect on IFN-y levels (Th1 cytokine profile) (27). On
the other hand, some studies have also found elevated Th1 and Th2 cytokines in patients
with SLE as compared to controls (28). Alterations in T cell profiles consisting of
increased IL-17A expression and decreased IFN-y levels may be associated with the
inflammatory process seen in SLE, especially in lupus nephritis (29). Other study has
reported low serum IL-4 levels (Th2 cytokine profile) but increased IL-17 and IFN-y
expression in patients with SLE as compared to a control group. The IFN-y levels were
associated with pyuria and hematuria, while increased IL-17 levels were related to
pyuria and proteinuria. Therefore, both these substances may serve as biomarkers of

renal activity in SLE (30). The apoptosis and cytokine production triggered by high
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levels of proinflammatory cytokines may play a role not only in the early phases of the

disease, but also in its progression over time.

An in vivo study of cytokines in mononuclear cells demonstrated that vitamin
D supplementation had a beneficial effect on B and T cell homeostasis in patients with
SLE, increasing the number of Treg cells and decreasing Thl and Th17 responses.
Vitamin D inhibits the activation of B cells and its differentiation in plasmocytes,
decreasing the expression of immunoglobulins. Furthermore, vitamin D also appears to
inhibit the activation and maturation of dendritic cells, which are the main producers of
IEN (26). Another in vivo study performed in patients with SLE who received vitamin D
supplementation confirmed the presence of decreased Thl and Thl7 responses in
patients with this condition, as well as the increase in Treg cells, reduced memory B
cells and decreased anti-dsDNA antibodies reported in similar samples by other studies
(31). In the present study, serum cytokine levels were assessed in the absence of vitamin
D supplementation, which may explain the lack of an association between vitamin D

levels and cytokine profiles.

Vitamin D levels were not associated with clinical and laboratory
manifestations of SLE, or with disease activity and damage indices. However, several
studies have demonstrated the influence of vitamin D on the clinical and laboratory
features of SLE, and low levels of this vitamin have been found to be associated with
increased SLEDAI and SLICC damage index, greater fatigue indices and increased
cardiovascular risk (32, 33). The association between vitamin D deficiency and disease
activity was illustrated by a Brazilian study of 36 patients, which found lower 25(OH)D
levels (mean: 17.4%12.5 ng/mL) in patients with high disease activity (SLEDAI>12)
than in those with lower activity indices (SLEDAI<3) or control individuals (34).

However, published results on this topic remain controversial (21).

The analysis of the serum concentration of Thl, Th2 and Th17 cytokines,
vitamin D levels and clinical and laboratory features of SLE revealed a weak positive
correlation between IFN-a levels and SLEDAL corroborating previous findings in the
literature (35, 36). This cytokine stimulates the cytotoxic activity of CD8+ T
lymphocytes. The increased expression of IFN-regulated genes in mononuclear
peripheral blood cells, which is known as the "interferon signature”, suggests a possible

role of INF-« in the pathogenesis of SLE (37). However, the absence of correlations
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between IFN-y levels and disease activity reported by this and other studies suggests
that this topic is still controversial (30, 38). The literature has also identified positive
correlations between TNF-a levels and disease activity, which supports the use of this
cytokine as a biomarker in SLE (39). However, this correlation was not found in the
present study, and as well as no correlation with the Th2 cytokines, IL-17A and IL-

12p70, and clinical and laboratory variables were found.

IL-2 was weakly and negatively correlated with false-positive VDRL results,
and a similar correlation was found between IL-21 and hematological alterations.
Additionally, IL-12/IL-23p40 was weakly and negatively correlated with
immunological alterations. Since, at the time of writing, these associations have not
been sufficiently explored in the literature, it is possible that they were obtained by

chance.

The TFN-y/IL-4 ratio reflects the Th1/Th2 ratio, since IFN-y is predominantly
expressed by Thl cells, while IL-4 is produced by Th2 cells (40). Alterations in the
expression of these cytokines result in changes to the IFN-y/IL-4 ratio, reflecting
changes in the Th1/Th2 cell ratio (41). The lack of statistically significant differences in
the prevalence of Thl and Th2 cells in the present study suggested the absence of an

association between vitamin D deficiency and Th cell profiles.

The main limitation of the present study was the lack of a control group for the
measurement of cytokine and vitamin D levels. Such a design would have allowed for a
comparative analysis of cytokine profiles. Since the present study only involved the
cross-sectional evaluation of serum cytokine levels, the absence of significant
differences between patients with and without vitamin D deficiencies may be
attributable to intersubject variability. The longitudinal evaluation of vitamin D levels
may enhance the identification of associations between vitamin D levels and cytokine
profiles by accounting for interindividual variation in the bioavailability of active
vitamin D and quantity of active receptors. Associations between vitamin D
supplementation and decreased SLE activity have also been reported in the literature
(31-33, 42). However, the studies of this association did not investigate cytokine

profiles.
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This was the first study to evaluate the relationship between Thl, Th2 and
Th17 cytokines and serum 25(OH)D levels in patients with SLE. Although our findings
were nonsignificant, they make important contributions to future clinical and
experimental studies by reinforcing need for longitudinal investigations of vitamin D
levels. Such studies would allow for the assessment of the role of prolonged vitamin D
deficiency, genetic polymorphisms in vitamin D receptors, intersubject variability and
other as yet unknown factors on immunomodulation. Randomized clinical trials of the
effects of vitamin D supplementation on immunological markers are still required
before definitive conclusions can be drawn regarding the role of vitamin D in

immunomodulation.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, 0s pacientes com e sem deficiéncia de vitamina D néo
apresentaram diferencas nos perfis de citocina Thl, Th2 e Thl7. A vitamina D exerce
uma acgdo inibitoria sobre a reposta imune adaptativa por varios mecanismos, inclusive
sobre as citocinas. No desenvolvimento do LES é visto um desequilibrio entre as
citocinas do perfil Thl, Th2 e Th17 que poderia ser modulado pelos diferentes niveis de
vitamina D, o que néo foi confirmado neste estudo.

Na analise de correlacdo entre as concentragdes séricas das citocinas do perfil
Thl, Th2 e Th17, vitamina D e as variaveis clinicas e laboratoriais dos pacientes com
LES, evidenciamos fraca correlagdo positiva entre o IFN-a ¢ o SLEDAL Isso se deve
aos pacientes com LES apresentarem uma maior expressao de genes regulados por IFN
em células mononucleares do sangue periférico, o que é conhecido como “assinatura de
interferon”, sugerindo um possivel papel do INF-a na patogénese do LES. O estudo foi
realizado de forma transversal e é possivel que a variabilidade entre os individuos do
estudo possa ter contribuido para ndo termos encontrado diferencas significativas. N&o
avaliamos a suplementacdo de vitamina D de maneira longitudinal, o que poderia
contribuir para que encontrassemos correlacao entre niveis de vitamina D e o perfil de
citocinas estudadas, pois os pacientes diferem entre si quanto a biodisponibilidade de
vitamina D ativa e quantidade de receptores atuantes.

Apesar das limitagdes, este estudo € o primeiro a avaliar a associacao do perfil
de citocinas Thl, Th2, Thl7 e niveis séricos de 25(OH)D em pacientes com LES.
Apesar dos resultados ndo terem sido significativos, eles sdo importantes para estudos
clinicos e experimentais futuros, uma vez que reforcamos a necessidade de estudos com
avaliacdo longitudinal dos niveis de vitamina D, considerando a hipdtese de que a

imunomodulacdo possa estar relacionada com o tempo prolongado de deficiéncia de
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vitamina D, alteracBes genéticas do receptor de vitamina D, variabilidade
interindividual e outros fatores ainda ndo conhecidos. Ensaios clinicos randomizados
com suplementacdo de vitamina D avaliando marcadores imunoldgicos sdo necessarios
para investigar melhor o papel da vitamina D na imunorregulagdo ou se a vitamina D
seria somente um epifendbmeno ou realmente alteraria a suscetibilidade, o curso e o

prognostico do LES.
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9. ANEXQOS

ANEXO 1 - Critérios de classificacdo do lupus eritematoso sistémico (66-68)

Critérios Definicéo

1. Eritema malar Eritema fixo, plano ou elevado, nas eminéncias

malares, tendendo a poupar a regido nasolabial

2. Eritema Discéide Placas eritematosas elevadas, ocorrendo

cicatrizacao atrofica nas lesdes antigas

3. Fotossensibilidade Eritema cuténeo resultante de reagdo incomum ao
sol, por historia do paciente ou observacdo do

médico

4. Ulcera oral Ulceracdo oral ou nasofaringea, geralmente ndo

dolorosa, observada pelo médico

5. Artrite Artrite ndo erosiva envolvendo 2 ou mais
articulacbes periféricas, caracterizada por dor a

palpacéo, edema ou derrame

6. Serosite (a) Pleurite— historia convincente de dor pleuritica,
atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de
derrame pleural

ou

(b) Pericardite — documentada por ECG, atrito ou

evidéncia de derrame pericardico

7. Alteracao renal (a) Proteindria persistente >0,5 g por dia ou >3+ se
ndo quantificada

ou

(b) Cilindros celulares: podem ser hematicos,

granulares, tubulares ou mistos

8. Alteracdo neuroldgica (@) Convulsdo — na auséncia de drogas implicadas
ou alteragdes metabdlicas conhecidas (ex.: uremia,
cetoacidose ou distarbios hidroeletroliticos)

ou

(b) Psicose— na auséncia de drogas implicadas ou
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alteragbes metabolicas conhecidas (ex.: uremia,

cetoacidose ou disturbios hidroeletroliticos)

9. Alteracdo hematoldgica

(@) Anemia hemolitica com reticulocitose

ou

(b) Leucopenia— <4000/mm3 total em 2 ou mais
ocasioes

ou

(c) Linfopenia— <1500/mm3 em 2 ou mais
ocasioes

ou

(d) Trombocitopenia— <100 000/mm3 na auséncia

de drogas causadoras

10. Alteracdo imunoldgica

(@) Anti-dsDNA- anticorpo ao DNA nativo em
titulos anormais

ou

(b) Anti-Sm- presenca do anticorpo ao antigeno
nuclear Sm

ou

(c) Achados  positivos de  anticorpos
antifosfolipideos baseados em: (1) concentracdo
sérica anormal de anticardiolipina 1gG ou IgM; (2)
teste positivo para anticoagulante lUpico usando
teste-padréo ou (3) VDRL falso positivo por pelo

menos 6 meses e confirmado por FTA-Abs

11. Anticorpo antinuclear (FAN)

Titulo anormal do FAN por imunofluorescéncia ou
método equivalente em qualquer momento, na
auséncia de drogas sabidamente associadas ao

lUpus induzido por drogas

Para fins de classificagcdo de doenca, 0 (a) paciente deve apresentar pelo menos 4 dos

11 critérios.
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ANEXO Il - Protocolo de avaliacéo clinica e laboratorial de lupus eritematoso
sistémico

PROTOCOLO DE AVALIAGCAO CLIiNICA E LABORATORIAL DO AMBULATORIO DE
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICACAO n°

Nome: Registro:

Sexo:OF 0OM Raca: O Branca O Nao branca

Data de nascimento:__ /___ /

Profissao: Estado civil:
Naturalidade/Procedéncia:

Enderego:

Cidade: CEP: -
Telefones:

DATA DO INiCIO DOS SINTOMAS:__ /  / DATA DO DIAGNOSTICO:__ /__/

MANIFESTACOES INICIAIS NO DIAGNOSTICO:
INiCIO DO ACOMPANHAMENTO NO HCPA:__ /|

éBITO:O0S ON DATA:__ / |/
CAUSA:

CRITERIOS PARA CLASSIFICAGAO PARA LES (ACR 1997)

1.0 Eritema malar 2.0 Eritema discoide 3.0 Fotossensibilidade 4.0 Ulceras orais/nasais
5.0 Artrite 6.0 Serosite: O Pleurite O Pericardite
7.0 Doenca renal: Classe: (data: __/___ /) [Osem biopsia
indice de atividade / indice de cronicidade: /

8.0 Doenca neuroldgica: O Psicose O Convulsédo
9.0 Hematoldgico: O Anemia hemolitica O Leucopenia/ linfopenia O Plaquetopenia
10.0 FAN: Titulac@o: Padréo:
11.0 Imunoldgico: O anti DNA (Titulacéo: ) O anti Sm

O aCL: 1gG: IgM:

O Anticoagulante Lupico O VDRL

ALTERAGOES CLINICAS E LABORATORIAIS ASSOCIADAS

Hipertensao Os | ON Tabagismo Os | ON | O Atual OPassado Anos-maco:

Diabetes Os | ON Etilismo 0Os | ON | O Atual OPassado

Dislipidemia Os | ON Obesidade Os | ON | Peso: Altura: IMC:

Hist. Fam. DCV | OS | ON SAAF 0Os | ON | Assinalar critérios na folha anexa

Hist. Fam. LES Os | ON S.de Sjogren | OS | ON | Assinalar critérios na folha anexa

Eventos CV Os | ON OAVC OAIT OAngina OIAM OTVP 0O Claudicagdo intermitente
O Qutros:

Historia obstétrica: G.____/P: /C: IA: obs.:

DAls/Sobreposicoes:

Anti- ENA:

TRATAMENTO REALIZADO

O Corticoterapia(Dose Max____mg/kg/d) O Pulsoterapia O Ciclofosfamida
O Azatioprina O Cloroquina / Hidroxicloroquina O Metotrexate

O Micofenolato mofetil O Dapsona O Ciclosporina
O Rituximabe O AAS O Anticoagulante
0O ACO/TRH O CaCo3/D3 O Bisfosfonados

O Estatina O Danazol O Anti-hipertensivos
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ANEXO 11l - Ficha de avaliagio para dosagem da vitamina D

FICHA DE AVALIAGAO PARA DOSAGEM DE VITAMINA D

IDENTIFICACAO (data da coleta: / / )

PESQUISADOR:

NOME: N°

REGISTRO:

SEXO:BFEM

FOTOTIPO:

IDADE: DATA DE NASCIMENTO: / /

DATA DO DIAGNOSTICO: / /

SLEDAI: - DATA: / /

SLICC: - DATA: / /

PESO: ALTURA: IMC:

CICLO MENSTRUAL:

TABAGISMO:

ALCOOLISMO:

INGESTA DIETETICA DE CALCIO:

CARBONATO DE CALCIO (DOSE E DURACAO):

VITAMINA D (DOSE E DURACAO):

DOSE ATUAL DE CORTICOIDE:

DOSE MEDIA DE CORTICOIDE NO ULTIMO ANO:




ANEXO V- Protocolo Citometria de Fluxo — Cytometric Beads Array-CBA

1. Preparo do mistura das beads de captura

Esta etapa leva cerca de 30 minutos (quando a amostra for soro ou plasma).

Objetivo: preparar um pool das sete citocinas (imediatamente antes do uso).

A) Determine o nimero de amostras (incluindo os padrdes e controles)

Ex: 86 amostras + 10 padrdes = 96 tubos

B) Dar vortex vigoroso em cada tubo de beads (3 a 5s)

C) Calculo: kit instrui adicionar 10ul de cada bead por amostra. Considerar

10% de erro de pipetagem e otimizacdo da técnica (rendimento de 2x).

Ex: (106 x 10)/2 = 530 ul. Assim. adicionar 530 ul de cada bead para o tubo de mistura.
D) Homogeneizar bem a mistura.

E) Se a amostra for soro ou plasma: ressuspender as beads no Serum Enhancement

Buffer:
- centrifugar a mistura de beads a 300g (forca centrifuga) por 10 minutos
- aspirar ¢ descartar cuidadosamente o sobrenadante

- ressuspender o pellet em Serum E. Buffer (2.650 ul porque vamos pipetar 25 ul

da mistura por amostra. Dar vortex.

- incubar a mistura de beads por 30 minutos. a temperatura ambiente. protegido

da luz.

2. Preparo dos padroes de citocinas
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Esta etapa leva cerca de 15 minutos. Os padrdes devem ser preparados para cada

experimento. nao sendo recomendado armazenar ou reutilizar padroes ja reconstituidos.

A) Abra um vial de padrio liofilizado, transfira as esferas para um tubo de 15ml e

reconstitua com 2 ml do Assay Diluent

B) Deixe o tubo por no minimo 15 minufos a temperatura ambiente (para equilibrar o

padrdo reconstituido)
C) Homogeneizar com cuidado (com a pipeta, sem vortex). Este € o tubo Top Standard

D) Prepare 8 tubos para a diluicdo seriada: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e
1:256.

E) Pipete 300 pl do Assay diluent em cada tubo.

F) Faca a diluicdo seriada: transfira 300 pl do Top Standard para o tubo 1:2, misture

(sem vorrex) e siga a diluicdo.

G) Prepara um tubo s6 com Assay Diluent — Branco (controle negativo).

Concentracdo (pg/ml) Diluicdo do padrao de citocinas
0 Sem diluir (so diluente)

20 1:256
40 1:128
80 1:64
156 1:32

3125 1:16

625 1:8

1250 1:4

2500 1:2

5000 Top standard

3. Incubacao das amostras

A) Fazer o espelho da placa.
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B) Em uma placa de fundo redondo. pipetar 30 pul das amostras e 30 ul da curva.

C) Pipetar 25 ul da mistura de beads em todos 0s pocos.

D) Incubar por 1.5h protegido da luz. a temperatura ambiente.

E) Adicionar 100 pl de wash buffer e centrifugar 300g por 10 minutos.

F) Desprezar o sobrenadante (invertendo a placa sobre a pia).

G) Adicionar 25 ul do Detection Reagent PE.

H) Incubar por 1.5h protegido da luz. a temperatura ambiente. OBS: durante esta

incubacdo. realizar a calibracdo e setagem.

I) Adicionar 100 pl de wash buffer e centrifugar 300g por 10 minutos.

I) Desprezar o sobrenadante (invertendo a placa sobre a pia).

K) Adicionar 150 pl. ressuspender o pellet e iniciar aquisicdo dos dados.

4. Setagem do equipamento: passar as beads de setagem.

Esta etapa leva cerca de 30 minutos.

A) Calibrar o equipamento com o Calibrite (em lyse/no wash).

B) Preparo das beads de setagem:

- Adicionar 50 ul das beads de setagem em trés tubos: A. Be C.

- No tubo B, adicionar 50 pl do Controle Positivo para FITC.

- No tubo C, adicionar 50 pl do Controle Positivo para PE.

- Incubar os tubos a temperatura ambiente por 30 minutos. protegido da luz.

- Adicionar 450 pl de wash buffer no tubo A e 400 ul nos tubos Be C.

C) Abrir o femplate de compensacao.



C)No FCAP:

I. Abrir programa, colocar senha (BDIS).

II. Escolher New Experiment.

III. Em Ovenrview. colocar Next.

IV. Em Test samples, mimero de amostras = 0.

V. Em Plex Components: escolher as beads que foram utilizadas na dosagem (verifique

bead ID na identificacdo do reagente).

VI. Em Clustering Parameters: selecionar arquivo de um ponto da curva, definir o
nome do equipamento (FACSCalibur). Scatter parameter = SSC. Number of scatter

peaks = 1. Clustering parameters = FL3, Reporter parameter = FL2.

VII. Em Analyvte Assignment: associar os clusters as beads (selecionar o cluster na
esquerda e dar dois cliques no pico correspondente na direita). Ex de ordem dos picos.

da esquerda para a direita: bead C, bead B, bead A.

VIII. Na proxima aba, em Fitting Equation, selecionar 5 parametros logisticos.

IX. Em Standards: definir unidade e valores de concentracdo dos pontos da curva

(verificar na datasheer do kit ou Flex).

X. Na proxima aba, numero de controles = 0.

XI. Dar Next até aba que aparece Nome do Experimento. Finish e salvar em uma pasta.

XII. Em File Assignment. correlacionar os pontos da curva com os arquivos da curva.

XII. Start analvzing this experiment. Apos. o programa mostra se houve algum erro. Se
der erro. analisar as curvas, os dados brutos e tentar “melhorar™ a curva (Ex: excluindo

algum dos pontos).

XIV. Quando tudo Ok, salvar o Report em PDF e imprimir (os valores de A.B. C.De

E para cada bead serdo utilizados no calculo).
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C) No FCAP:

I. Abrir programa, colocar senha (BDIS).

II. Escolher New Experiment.

II. Em Overview, colocar Next.

IV. Em Test samples, numero de amostras = 0.

V. Em Plex Components: escolher as beads que foram utilizadas na dosagem (verifique

bead ID na identificagdo do reagente).

VI. Em Clustering Parameters: selecionar arquivo de um ponto da curva, definir o
nome do equipamento (FACSCalibur), Scatter parameter = SSC, Number of scatter

peaks = 1. Clustering parameters = FL3. Reporter parameter = FL2.

VIL Em Analyte Assignment: associar os clusters as beads (selecionar o cluster na
esquerda e dar dois cliques no pico correspondente na direita). Ex de ordem dos picos.

da esquerda para a direita: bead C, bead B, bead A.
VIII. Na proxima aba. em Firting Equation. selecionar 5 parametros logisticos.

IX. Em Standards: definir unidade e valores de concentracdo dos pontos da curva

(verificar na datasheet do kit ou Flex).

X. Na proxima aba, numero de controles = 0.

XI. Dar Next até aba que aparece Nome do Experimento. Finish e salvar em uma pasta.

XII. Em File Assignment, correlacionar os pontos da curva com os arquivos da curva.

XIII. Start analyzing this experiment. Apds. o programa mostra se houve algum erro. Se
der erro. analisar as curvas. os dados brutos e tentar “melhorar™ a curva (Ex: excluindo

algum dos pontos).

XIV. Quando tudo Ok. salvar o Report em PDF e imprimir (os valores de A, B.C.D e

E para cada bead serdo utilizados no calculo).
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D) No citometro. abrir arquivo CBA para refazer stats (no desktop). abrir os arquivos

das amostras (somente R1) e ajeifar os gates das citocinas analisadas.
E) Exportar os valores de MFI fazendo batch:

I. Selecionar tabelas das estatisticas — Export Statistics (em File). Criar uma pasta para

os Stats.

II. Fazer Batch Setup a partir da primeira amostra da pasta: escolher entre 3-5 s ou fazer

manualmente: em Existing Files, colocar Append e selecionar a pasta dos Srars.
III. Fazer Batch Run e acompanhar para ver se todas as amostras permanecem nos gates.
F) Copiar arquivo Jonier e arquivo Srats com os valores de MFL

G) No Excel, copiar os numeros/formulas do arquivo Jonier. Fazer uma planilha para
cada citocina. substituindo os valores de A. B. C. D e E de Jonier por aqueles do Report
obtido no FCAP. colocar os MFI das amostras e puxar a formula. (OBS: conferir a
ordem dos gates utilizada para exportar valores de MFI para identificar corretamente o
que cada gate (Ex: R1. R2 e R3, ou seja, G1, G2 e G3) significa (Ex: IL-6, IL-10 e
TNF).
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ANEXO V - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DA VITAMINA D EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Os portadores de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) apresentam fatores
hormonais implicados no seu surgimento e evolucéo. Este estudo esta sendo realizado
para tentar identificar possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de LES e
existéncia de correlacdo com as manifestacdes clinicas.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Mediante consentimento do paciente, sera coletada uma amostra de 10 ml
sangue que sera destinada a dosagem dos niveis de vitamina D.

QUAIS SAO AS VANTAGENS DA PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

1. Auvaliar a influéncia da vitamina D nos pacientes com LES.
2. Colaborar para o avanco e progresso do conhecimento sobre a LES.
QUAIS SAO AS DESVANTAGENS DA PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO?
1. Comparecer ao hospital
2. Realizar punc&o venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e
colecdo de sangue na pele (equimose ou hematoma)

HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi planejado para encerrar em dezembro de 2010 e para avaliar a
influéncia da vitamina D nos pacientes com LES. No entanto, & possivel que outros
fatores relacionados ao surgimento do LES possam ser analisados futuramente. Para
tal, o paciente, através de um novo contato com a equipe pesquisadora, devera
autorizar novamente o uso da amostra ja coletada e o novo projeto devera ser avaliado

pela Comisséo de Etica em Pesquisa da instituicdo e Conselho Nacional de Etica em
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Pesquisa. Outra possibilidade & a de um novo contato com o paciente em 5 ou 10 anos

para verificar a evolucé@o da doenca.

DADOS RELATIVOS A PROTEGCAO DO PACIENTE

A. Os dados coletados neste estudo s&o confidenciais, e ndo seréo revelados dados
gue permitam identificar os pacientes em hipdtese alguma.

B. A ades&o ao estudo & voluntéaria, ou seja, cada paciente & livre para decidir ndo
participar.

C. A decisdo de nao participar néo interferirda no acompanhamento normal dos
pacientes no Ambulatério, na Emergéncia nem na Internacdo do Hospital de
Clinicas.

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

COMPREENSAO E AUTORIZACAO
Tendo compreendido as informacdes do presente termo de consentimento e
concordado com elas, permito que os dados desta pesquisa sejam utilizados para

analise da influéncia da vitamina D em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico.

Paciente:

Registro: Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de20__ .

Pesquisadores responsaveis:

Prof. Dr. Jodo Carlos Tavares Brenol: Telefone: (051) 2101 8340; FAX: (051) 3331 3834
Odirlei André Monticielo: Telefone: (051) 9652 6170

Comité de Pesquisa e Etica em Saude: Telefone: (051) 2101 8304
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