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RESUMO

Introducio: Estudos tém relatado um aumento da expressdo das células natural killer (NK) no sangue periférico de
pacientes com esclerose sistémica (ES). Essas células fazem parte da imunidade inata, reconhecendo células infectadas
por meio dos receptores killer immunoglobulin-like receptor (KIR), que apresentam acentuado polimorfismo. Um novo
modelo foi proposto prevendo a atividade das células NK, avaliando o excesso de ativacdo (EA), excesso de inibi¢do
(EI) ou se a célula esta funcionalmente em equilibrio (balance, B) (neutra). Objetivo: Avaliar a atividade das células NK
em pacientes com ES e comparar com grupo-controle. Método: Cento e dez pacientes com ES e 115 controles foram
estudados. Foi aplicado um novo modelo que prevé a atividade das células NK. Para esse método, considerou-se cada
célula com seu respectivo ligante KIR/HLA-C e Bw4. A nomenclatura utilizada foi EA, EI e B. Resultados: Nossos
resultados mostraram que 63,5% dos controles saudaveis apresentavam o fendtipo KIR caracterizado por EI, em com-
paragdo com 39,1% dos pacientes com ES (P=0,001). Considerando-se somente individuos com presenga de KIR2DL2
(KIR2DL2+), encontramos 34,7% de EI em controles sadios e 10,9% em pacientes com ES (P < 0,001). Concluséo:
Em nosso estudo, o modelo que prevé a agdo das células NK mostrou que controles sadios tém maior frequéncia de EI
quando comparados a pacientes com ES, sugerindo um efeito protetor do EI contra o desenvolvimento da ES. Outros
estudos, porém, devem ser realizados para confirmar nossos dados.
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INTRODUCAO

A esclerose sistémica (ES) ¢ uma rara doenga autoimune
caracterizada por disfun¢@o endotelial e fibrose tecidual.
E uma doenga difusa do tecido conjuntivo, podendo afetar
diversos sistemas organicos (principalmente digestivo e res-
piratorio). Ha duas formas de apresentacdo da ES, limitada e
difusa, diferenciadas pela extensdo do envolvimento cutaneo.!

Suas principais caracteristicas sdo deposicdo excessiva de
colageno, lesdes vasculares e alteragdes da imunidade celular
e humoral 2

Existem evidéncias de que certos quadros genéticos fa-
vorecem a progressao da inflamagdo cronica para o processo
fibrotico. A participa¢do do sistema imune ¢ sugerida pela
presenca de células mononucleares infiltradas em lesdes, anor-
malidades nas células T auxiliares e na fun¢do dos mondcitos,?
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liberagdo de varias citocinas e reducéo da atividade das células
natural killer (NK).*

As células NK apresentam receptores, denominados killer
immunoglobulin-like receptor (KIR), que sdo representantes
da familia das imunoglobulinas presentes na superficie ce-
lular. Esses receptores estdo divididos em grupos funcionais
inibitorios (evitam a lise da célula-alvo) e ativadores (causam
a lise da célula-alvo).’ O receptor inibidor reconhece o HLA
de classe I especifico, prevenindo o ataque das células NK
contra células normais; em contrapartida, o receptor ativa-
dor ¢ acionado quando os receptores KIR inibidores nao
reconhecem a célula-alvo, acionando as células NK para a
destrui¢do.® A capacidade de atacar as proprias células que
nao possuem expressdo do HLA-I ¢ conhecida como mis-
sing self-recognition. Essa hipotese tem sido amparada por
diversas constatagdes independentes, demonstrando que os
antigenos HLA realmente protegem as células da lise por
células NK fornecendo sinais negativos que inibem a fungdo
das células NK.7

Teoricamente, qualquer combinag¢do ligante inibitoria
KIR-HLA deve ser capaz de neutralizar a ativagdo. A funcao
das células NK ¢ regulada por sinais positivos e negativos
transmitidos por meio de pares de receptores ativadores e
inibitérios. In vivo, as células NK estdo sob o dominio de
receptores inibitorios para os ligantes HLA-I proprios.®
Assim, as fungdes efetoras ocorrem apenas quando os sinais
de ativagdo sdo capazes de superar a inibi¢do da sinalizacao.
Esta ¢ obtida pelo predominio de ativagdo das interagdes
receptor-ligante ou pela falta de ligante inibitério do receptor.’

Um novo modelo foi proposto recentemente por Nelson et
al.'* e prevé que, dependendo do gendtipo, um determinado
individuo poderia ser enquadrado em um de trés grupos, de
acordo com as caracteristicas da atividade de suas células
NK: 1) predominantemente sob o controle de receptores ini-
bitérios (maior inibigdo); 2) controlada equitativamente por
receptores inibitdrios e ativadores (relativamente neutro); ou
3) predominantemente sob o controle de receptores ativadores
(maior ativag@o). De modo semelhante, individuos que estdao
deficientes em ligantes para receptores inibidores (como € o
caso entre homozigotos para HLA-Cw do grupo 1 ou 2) terdo
menos células NK sob o controle inibitério que individuos
com todos os ligantes presentes.

Até o momento, apenas dois trabalhos avaliaram a ativi-
dade das células NK por esse modelo — um em diabetes'' e
o outro em psoriase.'? Devido a escassez de estudos sobre o
assunto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade das
células NK em um grupo de pacientes com ES comparando-o
com um grupo-controle.

Rev Bras Reumatol 2013;53(1):66-74

PACIENTES E METODOS

Todos os participantes receberam a explicagdo sobre o teor
da pesquisa e, de forma livre e voluntaria, assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, sem que sua decisdo
comprometesse a relagdo entre médico e paciente. O estudo,
em todos os seus principios ¢ metodologias, obteve a apro-
vagio do Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Pacientes

Foram incluidos neste estudo 110 pacientes com ES pro-
venientes do Ambulatério de Reumatologia do Servigo de
Reumatologia do HCPA. Todos estavam diagnosticados de
acordo com os critérios do American College of Rheumatology
1987," ou pelos critérios de LeRoy e Medsger'* para formas
precoces de ES. Pacientes com sindromes de superposicdo
com outras doengas difusas do tecido conjuntivo (exceto
sindrome de Sjogren) foram excluidos do estudo.

Controles

Como grupo-controle foram analisados 115 individuos nao
aparentados registrados voluntariamente para serem possi-
veis doadores de medula 6ssea (REDOME), provenientes do
Servigo de Imunologia do HCPA. Foram excluidos da amostra
individuos com doengas cronicas e agudas, assim como 0s
que apresentavam historia familiar de doencas genéticas
(doengas ligadas ao cromossomo X, doengas autossomicas
ou anormalidades cromossdmicas).

Estudo imunogenético

As amostras de DNA foram extraidas pelo método de salting
out” e amplificadas pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A sequéncia dos primers para a reagao de
PCR foi a descrita por Gémez-Lozano et al.'®

Para a amplificagdo do DNA utilizou-se uma mistura com
1 uL de Buffer 10x, MgCl, 50 nM, dNTP’s 25 mM, 0,5 U
taq polimerase, 10 ng de DNA, 100 nm de controle interno
e 500 mM de primer especifico. A temperatura inicial para a
amplificag@o foi de 94°C durante 3 minutos. Depois, houve
4 ciclos com 15 s a 94°C, 15sa 65°C e 30 s a 72°C. Em se-
guida, 21 ciclos com 15 s a 94°C, 15 s a 60°C ¢ 30 s a 72°C.
Para finalizar, 5 ciclos com 15 s a 94°C, 60 s a 55°C e 120 s
a 72°C. O produto ficou mais 420 s a 72°C.

O produto do PCR foi analisado por eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v) em tampdo tris-acetato-EDTA
(TAE), e a corrida eletroforética ocorreu em 20 min
a 200 V, em temperatura ambiente. As bandas foram
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visualizadas e fotografadas em luz UV por coloragdo do brometo
de etidio.

Andlise estatistica

Aplicou-se o modelo que prevé a atividade das células NK,
fundamentado da seguinte forma: a) KIR2DS1 e/ou KIR2DS2
com HLA-Cw homozigoto para grupo 1 ou 2 (combinagdo
de suscetibilidade — excesso de ativacdo); b) KIR2DS1
e/ou KIR2DS2 com grupo HLA-Cw heterozigoto; c) falta
de KIR2DS1 ou KIR2DS2 com grupo HLA-Cw homozigoto
(combinagdo relativamente neutra — equilibrio, balance); e
d) falta de KIR2DS1 ou KIR2DS2 com grupo HLA-Cw he-
terozigotos (combinagdo de prote¢do — excesso de inibigdo).
Os resultados foram avaliados pelo teste de qui-quadrado de
Pearson, pelo programa SPSS 16.0. Considerou-se estatisti-
camente significativo um valor de P <0,05.

RESULTADOS

O perfil genético dos pacientes pode ser observado na Tabela
1. Como podemos observar, a presenca de todos os genes
KIR tende a apresentar um fator de prote¢do ao desenvol-
vimento da ES. Verificamos que 1,77% dos pacientes com
ES apresentam esse perfil genético, comparado a 13,9% do
grupo-controle com esse mesmo perfil (P <0,001). Os outros
perfis genéticos ndo apresentaram diferenga significativa.

A ativagdo da célula NK pode ser previsivel pela possivel
combinacdo da ativagdo ou inibi¢do de receptores com a
molécula HLA-C. Essa previsao indica que, dependendo do
gendtipo, um individuo pode ter mais células NK com exces-
so de ativacdo, equilibrio ou excesso de inibi¢do. Em nosso
estudo, constatamos que os pacientes com ES apresentam
excesso de ativagdo, quando comparados ao grupo-controle
(Tabela 2). Dos 110 pacientes com ES, 34 (29,6%) tiveram
excesso de ativagdo, comparado a 22 (19,1%) dos 115 in-
dividuos sadios. Ao analisar o excesso de inibi¢ao em cada
grupo, conferimos que o grupo-controle apresentou maior
frequéncia desse perfil.

Estudos anteriores evidenciaram que a presenca do gene
inibidor KIR2DL2 em pacientes pode estar relacionada a
um fator de protegdo para desenvolver a ES. Para testar
essa hipdtese, estratificamos os pacientes de acordo com
presenga e auséncia desse gene (Tabela 3). Ao considerar
somente pacientes com 2DL2 positivo, identificamos que o
grupo-controle apresenta excesso de inibi¢ao (34,7%) em re-
lacdo aos pacientes com a doenca (10,9%), com uma diferenga
estatisticamente significativa (< 0,001). Quando analisamos o
estado das células em equilibrio ou o excesso de ativagao na
presenca do gene 2DL2, ndo encontramos diferenca estatistica
significativa. Os pacientes com ES apresentam 10,2% em ex-
cesso de ativagdo e 10% em equilibrio, similar aos controles,
que apresentam 16,5% e 11,3%, respectivamente. Avaliando

Tabela 1

Frequéncia do perfil genético do sistema KIR em pacientes com esclerose sistémica (n = 110) e controles (n = 115)*
Perfil KIR 2DL1 2D12 2D13 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 3DST 3DL1 flssctfn:‘l’zg o CGJ:tf:gle o
#1 + - + - - - + - + 23,4 24,3
#2 + - + + - - + + + 4,34 7,0
#3 + - + - + - + - + 6,08 0,0
#4 + - + + + - + + + 1,77 0,0
#5 + + + + + + + + + 1,77° 13,9?
#6 + + + - + - + - + 9,73 13,9
#7 + - + ~ - - + + + 9,73 0,0
#8 1 T = = = = A = A 0,0 6,1
#9 + + + + + - + + + 0,0 4,3
#10 + + + - + + + - + 2,6 4,3
#11 + + - ~ + + + - + 4,34 3,5
#12 + - + + + + + + + 5,21 0,0
#13 + - - - - - + - + 3,5 0,0
Outros* 22,6 21,7

*Andlise estatistica realizada por meio do teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.
*Perfil genético observado em somente uma pessoa foi combinado (outros).

%P = 0,00085; razdo de chances = 0,11; intervalo de confianca de 95% (0,012-0,497). Os outros perfis genéticos ndo tiveram significancia estatistica.
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Tabela 2
Analise da agdo das células natural killer em pacientes com
esclerose sistémica (n = 110) e grupo-controle (n = 115)

Controles Esclerose sistémica
n % n %
Excesso de ativagao 22 19,1 34 29,6
Equilibrio 20 17,4 36 31,3 0,001
Excesso de inibigao 73 63,5 40 39,1

*Teste de qui-quadrado de Pearson.

Tabela 3
Previsdo de acdo das células natural killer em pacientes e
controles estratificados por presenca ou auséncia de KIR2DL2

KIR2DL2 positivo KIR2DL2 negativo

EA B El EA B El
Controles  16,5%  11,3%  34,7% 2,6% 6,1% 26,1%
Pacientes  10,2%  10,0%  10,9% 20,9%  20,9%  29,10%
p* NS NS <0,001 <0,001 0,001 NS

EA: excesso de ativagdo; B: equilibrio; El: excesso de inibicao; NS: ndo significativo.
*Teste de qui-quadrado de Pearson.

pacientes com auséncia do gene KIR2DL2, encontramos
resultados diversos. A frequéncia de excesso de inibi¢do nos
pacientes (29,1%) ¢ semelhante a do grupo-controle (26,1%).
Por conseguinte, o estado da célula em excesso de ativacdo e
equilibrio apresenta frequéncia menor em individuos sadios
(2,6% e 6,1%, respectivamente) em comparagao com pacientes
com ES (20,9% e 20,9%, respectivamente).

DISCUSSAO

A ES ¢ uma doenga multifatorial complexa. A hipétese mais
aceita sobre a patogé€nese da ES ¢ que a ativacdo do sistema
imune ¢ desencadeada pela interagdo entre fatores ambientais
e predisposicdo genética.!” Alguns fatores genéticos podem
influenciar a suscetibilidade para desenvolvé-la. A histéria
familiar representa o maior fator de risco identificado; no
entanto, o risco absoluto para cada membro da familia ¢ baixo
(< 1%). O risco relativo em parentes de primeiro grau é de
10 a 16, e entre gémeos monozigodticos ¢ de 10 a 27.'8 Muitos
estudos sugerem que a suscetibilidade genética sozinha ndo
¢ suficiente para induzir a doenga.

Em nosso estudo, observamos que 9,73% dos pacientes
com ES apresentam o ativador 2DS2 ¢ o inibidor 2DL2, com
auséncia dos ativadores 2DS1, 2DS3 e 3DSI1, comparado
a 13,9% do grupo-controle, podendo existir uma protegao
também nesse perfil. Ao analisar o perfil de pacientes com
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auséncia do inibidor 2DL2 e dos ativadores 2DS1, 2DS2 e
2DS3, encontramos esse perfil somente em pacientes com
ES (9,73%). Inversamente, o perfil com presenca do inibi-
dor 2DL2 e auséncia dos ativadores so foi encontrado no
grupo-controle (6,1%), assim como a presenga de todos os
genes (incluindo o ativador 2DS2 ¢ o inibidor 2DL2) foi en-
contrada em maior frequéncia no grupo-controle, comparado
ao grupo de pacientes. Esses dados mostram a importancia do
inibidor 2DL2 no desenvolvimento da ES, e vdo ao encontro
de um estudo anterior, que mostrou aumento da frequéncia
do ativador KIR2DS2 na auséncia do inibidor KIR2DL2 em
pacientes com ES.!" Recentemente, usando dados dos mes-
mos pacientes envolvidos no presente estudo, relatamos um
efeito protetor do gene inibidor 2DL2 no desenvolvimento
da ES.* Essa combinacdo de genes KIR também tem sido
observada na patogénese de outras doengas reumaticas. Na
artrite reumatoide, a presenca de KIR2DS?2 foi relacionada
a vasculite;?! na artrite psoriasica, observou-se associacdo de
KIR2DS2 na auséncia de ligantes de KIR2DL2 com maior
risco de desenvolvimento da doenga.!! Também ha evidéncias
que sugerem o envolvimento da combinagdo KIR2DS2+/
KIR2DL2- na patogénese da sindrome de Sjogren.?

Estudos recentes sugerem que os genes HLA-I podem
ter um papel na suscetibilidade e na expressdo em doencas
autoimunes como artrite reumatoide, espondilite anquilosante
e lupus eritematoso sist€émico, por meio da interagdo com
receptores KIR. Com base no raciocinio de que um KIR ati-
vador, como o KIR2DS2, pode favorecer o desenvolvimento
de ES se o ligante para qualquer KIR2DL1 ou KIR2DL2/3
estiver em falta (ou seja, homozigotos para um grupo de
ligantes HLA-Cw), empregou-se o novo modelo proposto
por Nelson et al.,'” que se encaixa adequadamente em nossa
compreensdo da expressdo e da funcao do KIR, e que apre-
senta um suporte estatistico mais robusto para o papel do KIR
na suscetibilidade a ES que o modelo anterior.

Estudos prévios associando os genes KIR na ES eviden-
ciaram importantes resultados referentes a suscetibilidade
a doenga. Porém, nenhum deles avaliou o perfil de agdo
das células NK em pacientes e controles — foram avaliados
apenas os genes isoladamente. Nosso estudo mostrou que os
individuos sadios apresentam excesso de inibigdo quando
comparados a pacientes com ES (P <0,001), o que corrobora
um estudo realizado em pacientes com diabetes,”® em que se
encontrou excesso de inibi¢ao em controles (25,71%) quando
comparados a pacientes (1,02%). Entretanto, em outro estudo,
ao analisar tal modelo em pacientes com psoriase, ndo se
encontrou diferenga estatistica entre pacientes e controles
(P=0,822).12
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Quando estratificamos os pacientes pelo gene que estava
associado a ES (KIR2DL2), encontramos excesso de inibigao
nos controles com presenga do KIR2DL2 (P <0,001). Quando
esse gene estava ausente, houve prevaléncia de excesso de
ativacao (P <0,001) e de equilibrio (P=0,001) nos pacientes
com ES, sugerindo papel importante desse gene no desen-
volvimento da doenca. Essas observagdes corroboram ainda
mais a hipotese de uma protecdo dominante conferida por
alguns genes KIR inibitorios.

CONCLUSAO

O desequilibrio entre o nimero de KIR ativador/inibidor pa-
rece ser importante para a suscetibilidade e a protecao contra
adoenga. Se modelos perspicazes sdo utilizados na analise de
dados, a interagao entre os genes KIR/HLA-C pode indicar o
papel das células NK na patologia da doenga. Niveis adicio-
nais de variagdes, como polimorfismos alélicos, precisam ser
investigados, assim como sdo necessarios novos estudos de
associagdo de genes KIR com outras desordens autoimunes.
Os resultados sugerem que as experiéncias com a fungdo das
células NK podem ser mais informativas.
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