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RESUMO

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria cronica autoimune
que se caracteriza pela perturbacdo da homeostase imunoldgica. Envolve a inducdo e
producdo de autoanticorpos, bem como formacdo e deposicdo de complexos imunes, que
conduzem a uma intensa resposta inflamatdria e dano tecidual. Fatores imunoldgicos,
ambientais, hormonais e genéticos podem estar implicados na patogénese da doenca. A
expressao alterada de genes e proteinas reguladores da apoptose em células T pode
comprometer a tolerdncia imunoldgica e induzir autoantigenos responsaveis pelo
desenvolvimento e perpetuacdo de condi¢des autoimunes. Mas, pouco se sabe a respeito de
como a expressdo destas proteinas afeta o desenvolvimento e a funcéo das células T. As
células T regulatorias (Treg), uma subpopulacdo celular de importancia para prevenir a
autoimunidade, apresentam ndmero e capacidade supressora alterados nos pacientes
lUpicos. Buscando entender como anormalidades observadas nas vias apoptdticas
contribuem para a autoimunidade, o presente estudo avaliou a frequéncia de apoptose
inicial e morte celular de linfocitos nestes pacientes, a frequéncia de subtipos de células T
expressando as proteinas envolvidas nas vias extrinseca e intrinseca da apoptose, como
Fas, FasL, Bax, Bcl-2 e p53, além da expressdo dos genes que as codificam. Analisou-se
ainda a frequéncia de polimorfismos nos genes FAS, FASL, BCL-2 e BAX em pacientes,
comparando estes dados com o de controles, buscando possiveis associagdes com a
predisposicdo a doenca e com os dados clinicos. Foram estudados 427 pacientes com LES
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e 543 individuos saudaveis, como
controles. Dados de 50 mulheres lGpicas mostraram maior frequéncia de células Treg, bem
como maior densidade de expressdo do fator de transcricdo Foxp3 nestas células em
relacdo a controles, embora ndo tenhamos observado diferencas estatisticas em relacdo a
expressdo de proteinas pro- e antiapoptoticas nesta subpopulacdo celular. Uma propor¢édo
aumentada de células T CD4" expressando Fas e p53, e uma frequéncia reduzida
expressando Bcl-2 foi encontrada nas pacientes, em relacdo aos controles. Esse Gltimo
dado foi apoiado pela relacdo observada entre a menor frequéncia de T CD4" expressando
Bcl-2 e a atividade da doenca, e pela expressdo diminuida do gene BCL-2 em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de mulheres ldpicas. Células T CD8"
expressando Bax e p53 também foram mais frequentes nas pacientes, ressaltando que

células T CD8"p53" foram mais numerosas nas pacientes com positividade para anticorpos
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anti-DNA. Maior frequéncia de morte de linfocitos foi observada em mulheres ldpicas.
Com relagdo ao estudo dos polimorfimos, variantes alélicas dos genes FASL e BAX
possivelmente se relacionam com o desenvolvimento e protecdo da doenca,
respectivamente. Em conclusdo, nossos achados apontam que a expressdo modificada de
genes e proteinas em células TCD4" e TCD8", relacionada a uma maior taxa de apoptose,
podem conduzir & desregulagdo das vias apoptoticas e levar a perda da tolerancia

periférica, favoraveis ao desenvolvimento do LES.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory autoimmune
disease that is characterized by disruption of the immune homeostasis. It involves the
induction and production of autoantibodies, as well as formation and deposition of immune
complexes, leading to a severe inflammatory response and tissue damage. Immunological,
environmental, hormonal and genetic factors may be implicated in the pathogenesis of the
disease. The altered expression of genes and proteins regulating apoptosis on T cells may
lead to breakdown of the immune tolerance and induce autoantigen responsible for the
development and perpetuation of autoimmune conditions. Little information is known of
how these proteins affect the development and function of T cells. Regulatory T cells
(Treg), a cell subpopulation of importance to prevent the autoimmunity, exhibit changed
number and suppressive capacity in SLE patients. Trying to understand how abnormalities
observed in apoptotic pathways contribute to autoimmunity, the present study evaluated
the frequency of initial apoptosis and cell death of lymphocytes in these patients, the
frequency of T cell subsets expressing the proteins involved in the extrinsic and intrinsic
pathways of apoptosis, such as Fas, FasL, Bax, Bcl-2 and p53, besides the expression of
genes that encode them. We also examined the polymorphisms frequencies of Fas, FasL,
Bcl-2 and Bax genes in patients, comparing these data with controls, looking for possible
associations with the predisposition to disease and the clinical data. 427 SLE patients from
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and 543 healthy subjects, as controls were
studied. Results from 50 SLE women showed a higher frequency of Treg cells as well as a
higher density of Foxp3 expression in these cells compared to controls, although we have
not observed statistical differences in relation to the expression of pro- and antiapoptotic
proteins in this cell subpopulation. An increased proportion of CD4" T cells expressing Fas
and p53, and a reduced frequency expressing Bcl-2 were found in patients. The latter
finding was supported by the negative relation found between the frequency of CD4"Bcl-
2" cells and the disease activity index and by the decreased expression of BCL-2 gene in
PBMCs of lupus women. CD8" T cells expressing Bax and p53 were also more frequent in
patients, noting that CD8" T cells expressing p53 were more frequent in patients positive
for anti-DNA antibodies. A higher frequency of death of lymphocytes was observed in
SLE women. Regarding to polymorphisms analysis, allelic variants of FasL and Bax are
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possibly relate to the development and protection of the disease, respectively. In
conclusion, our findings indicate that the modified expression of genes and proteins in
CD4" and CD8" T cells, related to an increased apoptosis, may lead to dysregulation of the

apoptosis pathways and the loss of peripheral tolerance, favorable for SLE development.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 Lapus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES é uma doenca inflamatoria crénica autoimune que acomete multiplos 6rgéos
e sistemas. A patogénese do LES é caracterizada por uma perturbacdo da homeostase
imunolodgica, que envolve a ativacdo anormal de células T, células B e células
apresentadoras de antigenos. Estas apresentam autoantigenos as células T anormais
autorreativas que séo ativadas e fornecem ajuda as células B. O resultado é a inducéo e
producdo de autoanticorpos ndo Orgao-especificos, dirigidos especialmente contra
antigenos nucleares, ativacdo do sistema complemento (SC) e a entrada de células
inflamatorias em 6rgdos-alvo, podendo levar a destruicdo tecidual. O aumento da apoptose
contribui para o excesso de restos celulares que ndo sdo processados apropriadamente por
células e mediadores soltveis, o que conduz a formacdo de complexos imunes que se
depositam nos tecidos, levando a intensa inflamacdo sistémica e dano a maltiplos érgaos
(Achour et al., 2010; Kyttaris et al., 2006; Monticielo et al., 2008).

O sistema imunologico dos pacientes se mostra comprometido de uma maneira
ampla e a desregulacdo de elementos individualmente conduz a um comportamento
alterado do sistema como um todo (Crispin et al., 2010).

O nome “lapus” vem da palavra latina que quer dizer lobo e tem sido utilizado
desde a época medieval para descrever uma ulceracdo eritematosa da face. A natureza
sistémica da doenca foi reconhecida pela primeira vez por Kaposi e Hebra (1875), que
descreveram o lUpus eritematoso discoide concomitante com sintomas como febre, perda
de peso, anemia, nddulos subcutaneos, artrite e adenite de glandulas linfaticas e salivares.
Eles notaram que havia o potencial para um desfecho fatal, frequentemente precedido do
envolvimento de grandes 6rgdos com pleuropneumonia, uremia e coma (Hay, 1995).

O diagndstico da doenca pode ser demorado. Em geral, pacientes podem levar em
média quatro anos consultando cerca de trés médicos para receber o diagndstico correto.
Parte do problema é o fato das manifestagdes clinicas do LES apresentarem amplo espectro
de variabilidade entre os pacientes, com sinais e sintomas evoluindo ao longo do tempo.
Além disso, frequentemente os médicos ndo consideram lUpus no diagnoéstico diferencial
(Manzi, 2009).
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1.2 Caracteristicas clinicas

O LES é uma doenga clinicamente heterogénea, e €, por definicdo, uma doenca
multissisttmica (Manson & Rahman, 2006). Diferentes pacientes exibem distintas
combinagbes de sintomas e caracteristicas laboratoriais (Ghodke-Puranik & Niewold,
2015), e a evolucao costuma ser crbnica, havendo periodos de exacerbagdo e remissao. A
doenca pode cursar com artrite, nefrite, vasculite, miosite, quadros neuropsiquiatricos,
hiperatividade reticulo-endotelial e pneumonite, entre outros. Critérios de classificagdo tém
sido desenvolvidos em parte na tentativa de manter o grupo de pacientes tdo homogéneo
quanto possivel para fins de pesquisa. Estes critérios, definidos pela American College of
Rheumatology (ACR), foram propostos em 1982 e combinam sinais e sintomas clinicos
com anormalidades detectadas em exames de sangue, como positividade para anticorpo
antinuclear (ANA) ou trombocitopenia. Estes critérios foram revisados em 1997, a fim de
refletir uma maior compreensdo do papel dos anticorpos antifosfolipides em pacientes com
LES (Edworthy et al., 1988; Hochberg, 1997; Manson & Rahman, 2006; Tan et al., 1982).
Os critérios do ACR buscam auxiliar os medicos nos cuidados primarios e no
estabelecimento de um diagnostico mais confidvel. Entretanto, levando-se em conta o fato
de que a confirmacdo de um destes ou sua relevancia exige frequentemente interpretacao,
eles séo inevitavelmente controversos (Manzi, 2001).

Apesar de sua aceitacdo geral, ha preocupacdes sobre a capacidade destes critérios
de detectar a doenca mais branda e incapacidade para classificar aqueles pacientes com
nefrite lupica (NL) comprovada por bidpsia na auséncia de outras manifestacdes clinicas,
por exemplo. Portanto, o grupo SLICC (Systemic Lupus International Collaborating
Clinics) criou novos critérios de classificacdo, provenientes de 702 cendrios de paciente
avaliados por peritos na area, que resultaram em menos erros de classificacdo, maior
sensibilidade e igual especificidade em comparacdo com os critérios do ACR (Petri et al.,
2012). Atualmente, ACR e EULAR (European League Against Rheumatism) comecaram
um esforco conjunto para criar critérios de classificagdo melhores, que também ajudem no
diagndstico da doenca (Lim & Drenkard, 2015). Um individuo é diagnosticado com lUpus
guando se associam achados clinicos e laboratoriais, sendo que o paciente deve apresentar,
no minimo, quatro critérios, incluindo um clinico e um imunologico, ou o paciente deve ter
lUpus nefrite comprovado com bidpsia na presenca de anticorpos antinucleares ou anti-

DNA dupla fita (Petri et al., 2012). Embora seja raro, também € possivel haver pacientes
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com LES que ndo exibem quatro dos critérios, principalmente quando apresentam
anticorpo especifico da doenga, como anti-DNA ou anti-Sm, e apenas uma das
manifestacdes clinicas descritas (Borba et al., 2008).

Entre as principais caracteristicas clinicas do LES, pode-se citar o envolvimento de
pele e mucosas (52%), febre e mal-estar (48%) e artrites e artralgias (44%) (Boey, 1998).
Os pacientes com LES apresentam fadiga e sono insatisfatério, embora a relacdo do
cansaco com a atividade da doenca ainda permaneca controversa. Assim como fadiga, a
perda de peso e febre também nédo sdo sintomas especificos da doenga, mas sdo comuns no
LES e impactam a qualidade de vida dos pacientes. A doenga renal afeta cerca de 30% dos
pacientes, e mantém-se como a mais perigosa complicacdo que pde em risco a vida. Os
pacientes que irdo desenvolver NL o fazem mais comumente nos primeiros anos de sua
doenca. Como o envolvimento renal € muitas vezes assintomatico, particularmente no
inicio da doenca o exame de urina regular e 0 monitoramento da pressdo arterial séo
cruciais. O envolvimento renal é caracterizado por proteindria (> 0,5 g/24 horas), e/ou
presenca de células vermelhas na urina e, neste caso, 0 encaminhamento para a bidpsia
renal é sugerido. As classes I-V de NL descrevem lesdes mesangiais (I, 11), proliferativas
(11, 1V) ou membranosas (V) e cada bidpsia pode ter caracteristica de mais de uma classe
da doenca. As classes Il e 1V séo subdivididas de acordo com a atividade ou cronicidade
das anomalias observadas. Os achados da bidpsia renal sdo utilizados para avaliar o
prognostico. A resposta ao tratamento pode ser avaliada por meio da razdo
proteina/creatinina na urina, além de outras medidas mais gerais da atividade da doenca
[revisado em (Manson & Rahman, 2006)].

O LES neuropsiquiatrico é visto em cerca de 20% dos casos. O diagndstico é,
muitas vezes, dificil de ser realizado. Ndo s6 existem 19 diferentes manifestacdes clinicas
como descrito pelo ACR (1999), mas também ndo ha um Unico e simples teste de
diagnostico. Em muitos casos, uma bidpsia do cérebro seria o Unico teste definitivo, e isto
é raramente executado. Tais manifestacdes incluem doengas do sistema nervoso central,
causando dor de cabega e convulsdes, ou diagndsticos psiquidtricos, incluindo depresséo e
psicose, e também o envolvimento do sistema nervoso periférico, causando neuropatia.

Quanto a frequéncia de doenca musculoesquelética, artralgia e mialgia ocorrem na
maioria dos pacientes. O envolvimento da pele no lGpus também é muito comum. Além

das erupcbes malar e discoide classicas, a fotossensibilidade esta freqliientemente presente
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e, além disso, a exposicao ao sol é conhecida por desencadear crises sistémicas da doenca.
Alopécia e ulceras na boca também s&o sinais caracteristicos da doenca. Outras
manifestacbes orais incluem secura, como um resultado da sindrome de Sjogren
secundaria, e as pacientes podem manifestar ainda secura dos olhos e vagina.
Caracteristicas  hematoldgicas  incluem  anemia  normocitica  normocrdmica,
trombocitopenia (por vezes, mas ndo sempre associada a anticorpos antifosfolipides) e
leucopenia. Doenca hematologica severa pode ocorrer, mas € relativamente rara. Pleurite,
causando dor no peito, tosse e falta de ar, € a manifestacdo pulmonar mais comum do LES.
Embora os sintomas pleuriticos possam se relacionar diretamente ao lUpus ativo, embolia
pulmonar deve sempre ser considerada, particularmente naqueles pacientes que apresentam
anticorpos antifosfolipide. O envolvimento gastrointestinal mais comumente resulta em dor
abdominal ndo especifica. Hepatoesplenomegalia pode ir e vir com a atividade da doenca
[revisado em (Manson & Rahman, 2006)]. O LES pode estar associado com uma ampla
variedade de manifestacbes vasculares. O fenbmeno de Raynaud (causado pela
vasoconstricdo, com consequente reducdo do fluxo sanguineo para a pele) foi visto em
16% dos pacientes em um estudo com Europeus (Cervera et al., 2003). Na Gltima década,
tornou-se claro que os pacientes com LES apresentam um maior risco de aterosclerose. A
inflamac&o cronica e o uso de corticosterdides contribuem para este risco. Ward mostrou
que, em mulheres entre 18 e 44 anos de idade, aquelas com LES tinham duas vezes mais
chance de desenvolver um infarto do miocardio ou acidente vascular cerebral (Ward,
1999).

Quanto aos achados laboratoriais, mais de 90% dos pacientes com LES apresentam
positividade para ANA. Titulos significativos sdo aceitos como sendo de 1:80 ou superior.
Positividade para ANA, embora sensivel, esta longe de ser especifica para o llpus. A
presenca destes anticorpos também € vista em muitas outras doencas, incluindo esclerose
sistémica e polimiosite, bem como em algumas infeccdes cronicas. Todos os doentes
devem ser rastreados para antigenos nucleares extraiveis (ENA). Diferentes ENAs estdo
associados a diferentes manifestacfes da doenga. Por exemplo, anti-Sm esté associado com
envolvimento renal e anti-Ro com Sindrome de Sjogren secundaria. Os anticorpos anti-
DNA dupla-fita (dSDNA) e, mais recentemente, anti-nucleosomos sdo mais especificos
para o LES, e titulos de anti-dsDNA também séo preditivos de envolvimento renal. Além
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disso, os titulos de anticorpos flutuam com a atividade da doenca [revisado em (Manson &
Rahman, 2006)].

O LES tende a ser mais grave em homens do que em mulheres, e com um pior
prognostico também. Homens apresentam maior frequéncia de manifestacdes cutaneas,
serosite, doenca renal, convulsdes e neuropatia periférica em relacdo as mulheres. Portanto,
é fundamental considerar a natureza mais severa da doenga em homens no diagndstico e no
acompanhamento destes pacientes (Yacoub Wasef, 2004).

Apesar dos avancos significativos no tratamento ao longo dos ultimos anos, o LES
ainda confere um risco significativo de mortalidade e morbidade em longo prazo. Um
estudo Europeu com 1.000 lupicos demonstrou uma probabilidade de 10 anos de
sobrevivéncia de 92% do total de doentes. A média de idade de morte foi de 44 anos, mas
com ampla variacdo, de 18-81 anos (Cervera et al., 2003; Manson & Rahman, 2006). A
causa da morte varia de acordo com a duracdo da doenca. Numa coorte, pacientes com
acometimento renal representaram o maior nimero de mortes em individuos com menos de
cinco anos de doenca e 23% das mortes tardias foram devidas a causas vasculares (Manson
& Rahman, 2006; Moss et al., 2002).

1.3 Epidemiologia

A verdadeira incidéncia do LES é dificil de ser estimada devido a complexidade do
diagnostico e varia de acordo com as caracteristicas da populacdo, como idade, sexo,
origem étnica, periodo de tempo no qual a populacdo foi avaliada, bem como mudancas
nos critérios diagndsticos (Jimenez et al., 2003; Manzi, 2001). Além disso, muitos dos
estudos existentes foram baseados em populacfes de tamanho reduzido (Borchers et al.,
2010). Métodos variaveis para a coleta de dados e inconsisténcia em relacéo a definicdo de
casos também contribuem para este problema (Manson & Rahman, 2006). A incidéncia de
LES pode variar de 1 a 10 por 100.000 pessoas por ano na populagdo mundial (Pons-Estel
et al., 2010). A prevaléncia varia de aproximadamente 40 casos por 100.000 individuos
entre norte-europeus a mais de 200 por 100.000 pessoas entre afrodescendentes. No geral,
é estimada em cerca de 1/1.000 pessoas (Johnson et al., 1995; Moudi et al., 2013). A
prevaléncia € maior nas populacdes americanas afrodescendentes, afro-caribenhas, nativas
norte-americanas, indianas, polinesias e chinesas quando comparada a populagdo de

ascendéncia européia (Molokhia & McKeigue, 2006). Entretanto, a alta ocorréncia de LES
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em determinados grupos, como africanos ocidentais quando comparados a europeus, néo
parece ser esclarecida pelas diferencas nas freqiiéncias dos alelos em alguns loci onde
associacbes com o LES foram encontradas, tais como aqueles na regido do Antigeno
Leucocitario Humano (HLA) (Molokhia & McKeigue, 2006).

Em um estudo de Birmingham, Reino Unido, a prevaléncia foi de 27,7/100.000 na
populagéo geral, mas quase nove vezes maior em mulheres afro-caribenhas (Johnson et al.,
1995). Os dados de uma pesquisa de saude nacional nos EUA mostraram uma prevaléncia
de autorrelato de LES (sendo o diagnostico dado por um médico) de 241/100.000.
Reconhecendo que esta pode muito bem ser uma sobre-estimativa, que combina
autorrelatos com evidéncias de uma prescri¢do atual para antimalaricos, corticosterdides ou
outros medicamentos imunossupressores, esta estimativa fica em torno de 53,6/100.000
(Ward, 2004). Nos ultimos 50-60 anos, houve um aumento de mais de dez vezes na
incidéncia anual de LES nos paises ocidentais industrializados. Este fato é possivelmente
relacionado a exposicdo a fatores ambientais, e também devido ao aumento da detec¢do do
LES (Tikly & Navarra, 2008).

O LES é uma doenca rara antes dos 5 anos, com pico entre 10-15 anos. A
incidéncia estimada é de 0,6/100.000 criangas/ano abaixo de 15 anos dependendo da
populacdo. Aproximadamente 15% dos individuos com LES terdo o inicio de sua doenca
antes dos 18 anos de idade. As manifestacdes clinicas em criancas e adolescentes sdo
semelhantes as dos adultos, tendendo a uma apresentacdo mais grave (Tucker, 2007).

O LES é mais comum entre mulheres, numa proporcao de aproximadamente 9:1,
principalmente comparando-se individuos em idade reprodutiva. Esse fato é atribuido a
fatores hormonais, principalmente a efeitos do horménio estrogénio (Lahita, 1999; Yacoub
Wasef, 2004). Os primeiros sintomas surgem principalmente na idade reprodutiva, entre a
2% e 42 décadas de vida, apresentando pico de incidéncia entre 35 e 39 anos (Vilar & Sato,
2002). Embora incomum, o inicio da doenca também pode ocorrer acima dos 65 anos.
Conforme relatada em um recente estudo retrospectivo realizado na Tunisia, a frequéncia
de casos de LES em idosos foi de 5,3%, com uma média de idade de 70 anos. ldosos com
LES exibem manifestagdes clinicas e laboratoriais distintas da forma cléssica e, por esse
motivo, deve ser dada maior atencdo a este subgrupo para evitar diagnésticos incorretos
(Achour et al., 2010).

25



Um estudo brasileiro mostrou uma incidéncia de LES em torno de 8,7 casos por
100.000 pessoas por ano, sendo que em mulheres a incidéncia era de 14 casos para cada
100.000 pessoas por ano e em homens 2,2 casos para cada 100.000 por ano (Vilar & Sato,
2002).

Na primeira metade do século 20, o tempo habitual entre o aparecimento do LES e
a morte variava de 3 meses a 1 ano (Borchers et al., 2004). Em 1950, apenas 50% dos
pacientes com LES sobreviviam 5 anos ap6s o diagnostico. Na atualidade, gracas ao
melhor tratamento e diagnostico precoce, 80% a 90% sobrevivem pelo menos 10 anos
(Manzi, 2009). Nosso entendimento epidemiologico a respeito do Iupus mudou
significativamente em apenas uma geracdo. Em 1950, pensava-se que o LES era uma
condicdo rara que afetava predominantemente mulheres de cabelos claros, pele clara, e
com uma "incapacidade para se bronzear". O diagnostico da doenca melhorou e aumentou
com avancos e disponibilidade de testes imunoldgicos. A consciéncia das pessoas também
tem crescido, juntamente com um impulso no desenvolvimento de medicamentos que
resultou, por exemplo, na aprovacdo de Belimumab pela US Food and Drug
Administration (FDA), em marco de 2011, a primeira nova droga aprovada para o LES em
56 anos (Lim & Drenkard, 2015).

1.4 Etiologia

Apesar dos inameros esforcos realizados, a etiologia do LES permanece
desconhecida. A patogénese do LES é multifatorial, e a quebra da autotolerancia
imunolégica, que caracteriza a doenga, pode ser atribuida a interacdo entre maultiplos
fatores genéticos, imunoldgicos, hormonais e outras influéncias ambientais (Borchers et
al., 2010; Crispin et al., 2010; Ghodke-Puranik & Niewold, 2015).

Novos loci e genes tém sido associados com a ocorréncia do LES. Muitos estudos
tém revelado alteracdes bioquimicas que governam a funcéo de células T e a producédo de
citocinas circulantes nestes pacientes. Elementos do sistema imune inato tém sido
identificados como grandes contribuidores para o desenvolvimento da doenga, embora uma
série de estudos tenha dado atencdo a desregulacdo do sistema imune adaptativo. Além
disso, estudos recentes destacam a importancia das alteracdes epigenéticas na expressdo ou

fungéo anormal de fatores imunoldgicos (Crispin et al., 2010).
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1.4.1 Sistema Imunoldgico

A alteracdo no sistema imunoldgico dos pacientes com LES conduz a um
desequilibrio e perda da autotolerancia. Varias alteracoes ja foram descritas (Monticielo et
al., 2008; Pugh-Bernard & Cambier, 2006; Tsokos et al., 2000). No contexto do LES, as
celulas T fornecem ajuda a células B e montam resposta inflamatoria, enquanto falham
para produzir niveis suficientes de interleucina-2 (IL-2). Defeitos na bioquimica e
expressao de genes tém sido identificados como responsaveis por essa funcdo anormal. A
ativacdo celular esta alterada em células T de pacientes com LES (Figura 1). A ativacédo
do receptor das células T (TCR)/CD3, leva a uma resposta de sinalizagdo precoce e
aumentada, manifestada por um aumento do fluxo de célcio intracitoplasmético e
fosforilacdo da proteina tirosina citosélica (Crispin et al., 2010).

Ap0s a exposicdo ao antigeno, as células T CD4" naive (virgens) se desenvolvem
em subconjuntos de células efetoras, o que é definido pela expressdo de fatores de
transcricdo distintos que induzem um fendtipo e perfil de producdo de citocinas
particulares. Pacientes com LES mostram producdo anormal de citocinas e, portanto,
capacidade efetora comprometida. A producdo de IL-2, uma citocina envolvida no
processo de ativacdo e proliferacdo de celulas T, encontra-se diminuida em celulas de
pacientes com LES. Isto pode contribuir para a diminuicéo da atividade citotdxica, funcao
prejudicada de células T regulatérias (Treg), e diminuida morte celular induzida por
ativacdo.

IL-17A e F sdo produzidas principalmente por células T ativadas e desempenham
papel importante em respostas imunes contra certas bactérias e fungos. O soro de pacientes
lGpicos contém altos niveis de IL-17, e uma maior fracdo de células T CD4" e duplo
negativas (CD4 CD8), as quais producem IL-17. A liberacdo de IL-17 amplifica a resposta
inflamatdria por recrutar células efetoras aos 6rgdos alvo. Além disso, a IL-17 contribui
para a formag&o de centros germinativos e, atuando em conjunto com um fator de ativagao
de células B, aumenta a sobrevivéncia e proliferacdo destas células e a sua inducdo em
células secretoras de anticorpos. A diferenciacdo das células T em Thl7 é induzida na
presenca de TGF-B e certas citocinas inflamatorias, tais como IL-1f, IL-6 ou IL-21. A
diferenciacéo de células virgens em células pro-inflamatorias tem sido proposta ocorrer de
um modo reciproco com o desenvolvimento de células Treg e a presenca de um sinal

inflamatdrio parece ser o fator que determina se células pré-inflamatdrias ou supressoras
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serdo geradas (Crispin et al., 2010; Korn et al., 2009). Ha relatos de uma elevagdo anormal
de células Th17 e diminuicdo de Treg em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de pacientes com LES. O desbalanco entre células Thl7 e Treg pode ter um
papel importante na patogénese da doenca (Cai et al., 2012). Outros estudos também
relatam nimero e funcionalidade alterados de células Treg nos pacientes com LES.
Entretanto, a magnitude da contribuicdo destes defeitos na patologia e curso da doenca
ainda ndo é muito bem compreendida (Crispin et al., 2004). Além disso, trabalhos apontam
capacidade citotoxica deficiente de células T CD8" em pacientes com a doenca (Stohl,
1995).

Linfécitos T que ndo possuem os correceptores CD4 e CD8 sdo chamados de
células T duplo-negativas (DN), que correspondem a uma populacdo rara de células em
individuos normais (<5% dos linfdcitos T), mas que esta significativamente aumentada em
pacientes com LES. Estas células induzem a producao de anticorpos anti-DNA por células
B autorreativas. Trabalhos recentes tém mostrado que esta subpopulacdo de células
também secreta outras citocinas, tais como IL-1p e IL-17, e é encontrada como infiltrado
celular em bidpsias renais de pacientes com lupus nefrite. Células DN representam uma
fracio de células T CD8" que, apds ativacdo, adquire um perfil de expressdo génica
distinto, o qual induz a perda de expressédo de CD8 e a capacidade de producdo de citocinas
pré-inflamatorias (Crispin et al., 2008; Crispin & Tsokos, 2009).

Assim como linfdcitos T, células B também sdo comumente afetadas em pacientes
com LES. Linfopenia de células B e hiperatividade destas células estdo entre as
anormalidades mais marcantes encontradas no LES. Os linfocitos B destes pacientes
produzem uma série de autoanticorpos contra constituintes solGveis e celulares, mas a
maior parte contra antigenos intranucleares (Crispin et al., 2010).

Estudos recentes tém relatado uma funcdo estimulada de mondcitos e células
dendriticas (DCs) na doenca (Ding et al., 2006). Ja outros estudos descreveram ndmero e
funcdo de DCs normais ou diminuidos quando comparados a células de individuos normais
(Koller et al., 2004).

Sob condicGes fisiologicas, a presenca de células apoptoéticas € interpretada pelo
sistema imune como um sinal anti-inflamatorio. Assim, quando DCs capturam fragmentos
de células apoptdticas, autoantigenos sdo apresentados levando a inativacdo de eventuais

células T autorreativas. Enquanto as células necréticas ingeridas sdo capazes de induzir a
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maturacdo de DCs, as células apoptdticas ndo conseguem ativa-las em circunstancias
normais. Disturbios na apoptose e/ou no clearance de células apoptdticas podem ter um
papel importante na patogénese do LES (Crispin et al., 2010; Kaplan, 2004).

O SC, que envolve tanto o sistema imune inato quanto adaptativo, é particularmente
importante na patogénese do LES (Truedsson et al., 2007). Apresenta papel central na
resposta inflamatoria, sendo importante para a destruicdo de microorganismos através da
opsonizacao, ativacdo leucocitaria e lise de celulas-alvo. No contexto do LES, o SC é
responsavel pela remocdo de complexos imunes. Esse sistema pode ser ativado por trés
diferentes vias: a via cléssica, a via alternativa e a via da lectina. Ha muitas deficiéncias
associadas com essas vias, que podem desencadear desordens autoimunes, como o LES, e
a susceptibilidade a infecces (Dommett et al.,, 2006; Monticielo et al., 2008;

Células Supressoras

(T regulatorias)
CD4*CD25HIGHFOXP3+

m) dano tecidual

Zimmermann-Nielsen et al., 2005).

luz UV, infeccOes

~N

Figura 1. Esquema mostrando os defeitos na tolerancia imunolégica em pacientes com LES

dano tecidual

(Adaptado de Kyttaris et al., 2006). Nos pacientes com LES, fatores hormonais e ambientais
interagem com uma multiplicidade de genes, conduzindo a perda da autotolerancia. Células
dendriticas apresentam autoantigenos no contexto do MHC para células T autorreativas e, ao
mesmo tempo, ha a producdo de interferon-alfa entre outras citocinas. As células T mostram padrédo
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de ativagdo anormal, com aumento da sobrevida e diminuigdo da funcdo reguladora, fornecendo
ajuda as células B. As células B ativas mostram diminuicdo do nimero e funcdo de receptores
inibitérios, tornando-se plasmdcitos e produzindo autoanticorpos. Além disso, as células B ainda
contribuem para desregular células T, através da produgdo de autoanticorpos anti-CD3/TCR que
limitam a producéo de IL-2 pelas células T. A apoptose contribui para o excesso de restos celulares
que ndo sdo tratados adequadamente por mediadores solUveis e por células. Isto resulta na

formac&o de complexos imunes que ativam ainda mais as células B e se depositam nos tecidos.

APC: célula apresentadora de antigenos. BLYS: estimulador de linfocito B. CRP: proteina
regulatéria do complemento. FcyRIIB: receptor para a porcao Fc das imunoglobulinas. FoxP3:
fator de transcricdo Forkhead Box P3. IFN: interferon. IL: interleucina. MBL: Proteina de Ligacdo
a Manose. TCR: receptor de células T. TLR: receptor do tipo Toll. TNF: fator de necrose tumoral.
Treg: célula T regulatéria. UV: ultravioleta.

1.4.2 Fatores Ambientais e Ocupacionais

Ainda pouco se sabe sobre a influéncia de exposi¢des ocupacionais e ambientais no
risco de desenvolver LES. No entanto, a contribuicdo do meio ambiente para a expressao
do LES é inquestionavel, como exemplificado pela concordéncia clinica da doenca em
gémeos monozigoticos ser limitada a menos do que a metade dos pares de irmdos. A
exposicao a luz ultravioleta (UV) e varias toxinas ambientais, incluindo aquelas contidas
no fumo, tém sido relacionadas a doenca em estudos epidemioldgicos (Crispin et al., 2010;
Rahman & Isenberg, 2008). A luz solar é considerada um fator ambiental que pode
exacerbar a doenca. Queratindcitos de pacientes com LES apresentaram citotoxicidade
aumentada quando irradiados com luz UV, que pode estimula-los a expressar antigenos
nucleares em sua superficie e aumentar a secrecdo de citocinas que estimulariam linfocitos
B a produzir anticorpos autorreativos (Casciola-Rosen et al., 1994; Cooper et al., 1998;
Furukawa et al., 1999; Lehmann et al., 1990).

Metais pesados, como o mercurio, podem induzir doencas renais autoimunes ou
sindromes como o LES. Estudos epidemioldgicos relatam o envolvimento de p6 da silica
com o LES e outras doencgas autoimunes (Brown et al., 2003; Cooper et al., 1998). A
exposicdo a silica pode aumentar a geracdo de material apoptotico, considerado uma
importante fonte de autoantigenos (Parks & Cooper, 2005). Em uma populacéo urbana de
Boston, realizou-se uma avaliacéo do risco de LES associado com a exposi¢do ocupacional

ao po da silica e a solventes orgénicos e se encontrou associacdo entre a exposicao a silica
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por mais de um ano e a ocorréncia de LES. Por outro lado, uma associacdo entre a
exposicdo a solventes organicos e o LES né&o foi encontrada nesta regido (Finckh et al.,
2006).

Mudancas epigenéticas, como a metilacdo do DNA também tém sido consideradas
como fatores associados com o LES. Algumas drogas comumente usadas, como a
hidralazina e a procainamida, inibem a metilacdo do DNA e podem induzir 1Gpus em
individuos saudaveis. A desmetilacdo do DNA causa producdo aumentada de citocinas por
células T CD4" e hiperproducio de IgG por células B que superexpressam moléculas
coestimulatérias CD70 e CD40L (Crispin et al., 2010). Pacientes com LES relataram
aumento de reagdes alérgicas a medicamentos, particularmente com relacdo a antibiéticos.
A alergia a medicac@es foi associada com um risco 3,1 vezes maior de desenvolver LES.
Outros estudos também sugeriram que enquanto a procainamida e a hidralazina se
associam com maior risco de LES, a quinidina se associa com um risco moderado. A
injecdo, no timo, de procainamida-hidroxilamina, um metabdlito reativo da procainamida,
induz autotolerancia, aparecimento de linfocitos T reativos a cromatina e producdo de
anticorpos contra a cromatina (Kretz-Rommel & Rubin, 2000).

Recentemente, o lupus induzido por drogas foi associado com o uso de inibidores
de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interferons (IFN). Os mecanismos responsaveis
pelo seu desenvolvimento podem variar dependendo da droga ou do paciente. O IUpus
induzido por drogas € caracterizado pelo surgimento de manifestacGes clinicas apds a
exposicdo, sendo que apds a suspensdo da droga, hd completo desaparecimento das
alteraces clinicas e laboratoriais (Chang & Gershwin, 2011; Cooper et al., 2002b).
Infecces virais, incluindo o parvovirus B19 e citomegalovirus, s&o comuns em pacientes
com LES (Ramos-Casals et al., 2008). Notavelmente, muita discussdo tem sido feita em
torno da idéia de que infeccBes virais podem desencadear o LES (Aslanidis et al., 2008). A
alta prevaléncia de Epstein-Barr virus (EBV) na populacdo adulta faz com que seja dificil
tirar conclusdes definitivas sobre a causalidade, mas ha evidéncias convincentes de que a
infeccdo pelo EBV precede o desenvolvimento do LES. Em um estudo, no qual amostras
de soro foram examinadas em pacientes antes e apos desenvolverem LES, foi observado
que todos os pacientes desenvolveram anticorpos para o antigeno nuclear 1 do virus
Epstein-Barr (EBNA-1) antes do desenvolvimento de autoanticorpos e da doenca (McClain

et al., 2005). Um nivel mais elevado de soropositividade para EBV tem sido descrito em
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pacientes com LES pediétrico em comparac¢do com criancas saudaveis (James et al., 1997).
Enquanto a infecgdo viral cronica pode levar & exaustdo das células T, os virus também
tém sido implicados no desenvolvimento de autoimunidade, através do mimetismo
molecular. Algumas proteinas virais sdo semelhantes a autoantigenos e, portanto, induzem
respostas imunologicas especificas que podem reagir de forma cruzada com autoantigenos.
Por exemplo, a proteina EBNA-1 de EBV pode reagir de forma cruzada com anticorpos
direcionados contra o autoantigeno Ro, um alvo comum de autoanticorpos. O mimetismo
molecular também é observado entre epitopos bacterianos e parasitarios (Crispin et al.,
2010).

1.4.3. Fatores Hormonais e Reprodutivos

O papel dos hormonios sexuais na patogénese do LES é complexo, interativo e
dindmico (McMurray, 2001). Os hormonios desempenham uma importante fungéo
imunorregulatéria e, portanto, alteracbes em suas concentracdes podem ser relevantes,
influenciando tanto a incidéncia, quanto o curso clinico da doenca (McMurray & May,
2003).

Considerando-se que o LES é manifestado principalmente em mulheres (80-90%
dos pacientes), presume-se que 0s hormodnios sexuais femininos tenham grande
importancia no seu desenvolvimento. A baixa frequéncia de LES entre os homens e o
inicio da doenca em mulheres na pos-menopausa ou em mulheres pré-puberes sugere um
papel do estrogénio na predisposicdo a doenca (Chan & Mok, 2013). A influéncia do
estrogénio no LES é complexa e dificil de ser investigada, devido a incidéncia da doenca
ser relativamente baixa na populagdo em geral. Mulheres com LES tém um risco
aumentado de distdrbios no inicio da primeira menarca e menopausa, distarbios
cardiovasculares, aterosclerose prematura e trombose, fraturas devido a osteoporose,
comprometimento cognitivo e qualidade de vida reduzida, quando comparadas com
mulheres saudaveis. A influéncia dos estrogénios sobre o desenvolvimento de LES
permanece incerta, visto que ha dados conflitantes na literatura. Alguns deles abordam a
influéncia negativa desses horménios no sistema imune, especialmente em pacientes com
predisposicdo genética, enquanto outros mostram uma influéncia positiva [revisado em
(Grygiel-Gorniak & Puszczewicz, 2014)]. Segundo McMurray, a maioria dos dados

disponiveis sugere que o estrogénio é supressor de imunidade mediada por células, a
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dehidroepiandrosterona (DHEA)/testosterona € supressora tanto da imunidade celular
quanto da humoral, e a prolactina é estimulatdria para a imunidade humoral. Quanto ao
papel da progesterona na patogénese da doenca, os dados mostraram-se inconclusivos
(McMurray, 2001).

H& evidéncias para um papel oposto de estrogénios e androgénios na patogénese do
LES. Reforcando o papel dos hormdnios femininos no risco de LES, um estudo relatou que
um individuo transexual masculino para feminino desenvolveu a doenca 20 anos apds a
cirurgia de redesignacao de sexo e uso prolongado de terapia com estrogénio (Chan &
Mok, 2013).

Visto que mulheres freqlientemente usam suplementacdo farmacoldgica de
estrogénios em diferentes periodos da vida, muitos estudos tém tentado avaliar o seu
impacto na salde. O efeito desses hormdnios € particularmente importante nas mulheres
lUpicas, devido ao risco aumentado associado com a terapia hormonal por si sé, além do
curso da doenga (Chan & Mok, 2013; Grygiel-Gorniak & Puszczewicz, 2014; McMurray
& May, 2003). Hormonios esterodides, tais como 17b-estradiol, testosterona, prolactina,
progesterona e DHEA influenciam a regulacdo do sistema imunoldgico e a atividade do
LES [revisado em (Grygiel-Gorniak & Puszczewicz, 2014)]. A terapia de reposicéo
hormonal pode induzir crises de Idpus e eventos tromboembdlicos venosos ou
cardiovasculares (Gompel & Piette, 2007).

O estrogénio estimula timdcitos, linfocitos TCD8" e TCD4", linfocitos B e
macrofagos, além de estimular a liberacdo de citocinas e a expressdo de moléculas do
HLA, classes | e Il, e moléculas de adesdo endotelial (Cutolo et al., 1995). Ja os
androgénios tendem a ser imunossupressores (Lahita, 1990). O equilibrio entre niveis de
estrogénios e androgénios parece entdo influenciar a resposta imune (Cooper et al., 2002a).

Estudos com modelos murinos mostraram que o estrogénio ou a prolactina podem
levar a um fendtipo autoimune, causando aumento da maturidade de células B
autorreativas. Também foi obervado que a prolactina acelera o desenvolvimento da doenca
em camundongos propensos ao lupus (Cohen-Solal et al., 2008; Crispin et al., 2010).
Niveis elevados de prolactina em criangas pré-puberes (6-13 anos) com LES
correlacionaram-se com a atividade da doenca e com manifestacdes no sistema nervoso
central (EI-Garf et al., 1996).
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A gravidez, em geral, pode agravar o LES, mas isso ndo ocorre em fungdo do
aumento dos hormdnios estradiol ou progesterona. Na verdade, os niveis desses hormonios
sdo mais baixos no segundo e terceiro trimestres em pacientes com LES em comparacao
com mulheres saudaveis gravidas. Essas variagcfes hormonais resultam em uma menor
ativagdo da resposta imune humoral, provavelmente relacionada a uma mudanca no
balanco estrégeno/andrégeno, o que poderia explicar a diminuicdo da atividade da doenca
observada durante o terceiro trimestre da gestacdo nestas pacientes (Doria et al., 2002).

Também se propds, recentemente, que cromossomos sexuais podem influenciar a
expressdo do LES. Estudos com camundongos machos e fémeas gonadectomizados, XX,
XO (fémea), XY ou XXY (macho), indicaram que a presenca de dois cromossomos X
aumenta a gravidade da doenca (Crispin et al., 2010; Smith-Bouvier et al., 2008).

1.4.4 Base Genética

O entendimento da base genética do LES tem progredido rapidamente nos ultimos
anos. Enquanto uma série de polimorfismos tém sido associados com a susceptibilidade a
doenca, 0 grande passo seguinte envolve a integracdo destes polimorfismos genéticos com
0s mecanismos moleculares e com a imunologia celular da doenca (Ghodke-Puranik &
Niewold, 2015).

Estudos de agregacdo familiar e com gémeos monozig6ticos firmemente apoiam a
existéncia de predisposicdo genética para o LES. Estudos de agregacdo familiar
demonstraram que irmdos de pacientes com LES apresentaram maior risco relativo (RR:
23,68; I1C 95% 20,13-27,84) de desenvolver a doenca em comparagdo com a populacao
geral (Alarcon-Segovia et al., 2005). Nesse mesmo sentido, a taxa de concordancia entre
gémeos monozigéticos (~30%) é dez vezes maior do que em gémeos dizigoticos (~3%)
(Deapen et al., 1992; Ghodke-Puranik & Niewold, 2015; International Consortium for
Systemic Lupus Erythematosus et al., 2008). Parentes em primeiro grau de pacientes com
LES tém um risco 20 vezes maior de desenvolver a doenca em comparagdo com a
populacdo geral dita saudavel. No entanto, dentro das familias com multiplos membros
afetados, a ocorréncia de LES ndo costuma seguir um padrdo de heranca mendeliana
classica. Enquanto a etiologia da maioria dos casos de LES parece ser geneticamente
complexa, alguns poucos casos podem ser atribuidos a mutacdes raras altamente

penetrantes (Ghodke-Puranik & Niewold, 2015). Embora grande parte da herdabilidade da

34



doengca ainda permaneca a ser explicada, avangos recentes tém aumentado
significativamente 0 nosso conhecimento sobre a base genética da susceptibilidade ao LES.
Estes incluem estudos de multiplas populacdes, diferentes estudos genéticos de fenotipos
do sistema imunologico e estudos genéticos funcionais examinando o papel da variacdo
genética na regulacdo da transcrigdo e funcionamento de células (Niewold, 2015).

H& um consenso de que a susceptibilidade genética ao LES € determinada por um
conjunto de variantes alélicas relativamente comuns na populacdo que, individualmente,
contribuem de forma modesta para o risco de desenvolver a doenca (Borchers et al., 2010).
E dificil prever quantos genes contribuem para a sua predisposi¢do. Estima-se que mais de
100 genes estejam envolvidos (Horiuchi et al., 2009). Muitos trabalhos tém identificado
marcadores genéticos associados a doenca, envolvendo diferentes vias, processos e tipos
celulares (Deng & Tsao, 2010; Fraser et al., 2003; Jakab et al., 2007). H& na literatura uma
diversidade de relatos acerca de mecanismos genéticos pelos quais polimorfismos
impactam na biologia molecular do LES (Ghodke-Puranik & Niewold, 2015).

Nos altimos dez anos, o entendimento da base genética do LES se acelerou ainda
mais com os estudos de associa¢do do genoma (GWAS), que levaram a identificacdo de
novos genes candidatos por meio de estudos de mapeamento fino (Rhodes & Vyse, 2008).
Diversos trabalhos de GWAS ja foram realizados em pacientes com LES em vaérias
populagdes de diferentes etnias e, atualmente, mais de 40 loci de risco foram relacionados
a susceptibilidade ao LES em estudos de caso-controle (Ghodke-Puranik & Niewold,
2015). Esse tipo de analise fornece uma poderosa ferramenta para a identificacdo dos
fatores de susceptibilidade a doencas complexas. Além disso, como o numero destes
estudos esta crescendo rapidamente, isso resultou na descoberta de novas associacdes e
replicacdo de diversas associacdes de genes relacionados a doenca. Meta-analises de
conjuntos de dados de GWAS aumentam o poder de detectar associacdes atraves do
aumento do tamanho da amostra e por permitir a analise de diversas variantes (Ghodke-
Puranik & Niewold, 2015; Lee et al., 2012). Publicada em 2012, uma meta-analise de dois
GWAS foi realizada utilizando 737.984 SNPs (single nucleotide polymorphisms) em 1.527
casos de LES e 3.421 controles de ancestralidade européia. Neste estudo, o resultado mais
significativo foi a associacdo de um SNP (rs2051549) na regido do HLA com a
susceptibilidade ao LES. Também, identificaram-se cinco SNPs candidatos em regides
ndo-HLA (STAT4, TNPO3, BLK, FAM167A, e IRF5). Neste trabalho, corroboraram-se
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ainda as evidéncias para a maioria dos loci de suceptibilidade conhecidos no gene HLA-DR
(Lee et al., 2012). Alelos HLA também tém sido associados com a producdo de
autoanticorpos em pacientes com LES (Graham et al., 2007). Além disso, uma hipotese
atrativa € a de que alelos HLA associados ao LES possam corresponder a uma molécula de
MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) alterada que apresenta autoantigenos
de um modo anormal, levando & formacdo de autoanticorpos contra estes autoantigenos
(Niewold, 2015).

A frequéncia aumentada de certos haplétipos HLA em pacientes lUpicos revela a
importancia dos genes do sistema imune no desenvolvimento da doenca (Huang et al.,
2003). O haplétipo HLA DR3-DQ2-C4AQO0 estd fortemente associado ao LES em
eurodescendentes (Jonsen et al., 2004). Um estudo mostrou um aumento significativo na
freqiéncia dos haplétipos HLA-DRB1*0301, DQA1*0501 e DQB1*0201 em pacientes
comparados a controles (Granados et al., 2006). Nessa dire¢do, 0 gene do TNF-a esta
localizado dentro da regido MHC, no cromossomo 6. O polimorfismo TNF-a-308A, na
regido promotora do gene, ja foi associado com o aumento da producdo de TNF-a. Este
polimorfismo encontra-se em forte desequilibrio de ligacdo com o haplotipo HLA B8, DR3,
que confere um risco 2 a 3 vezes maior de LES (Ahmad & Bruce, 2001; Rood et al., 2000;
Sullivan, 2000; Werth et al., 2000).

Deficiéncias hereditarias completas ou parciais de componentes do SC, tais como
as que envolvem Clqg, Cir, Cls, C4 e C2, e alelos nulos de C4A (C4AQO0), também ja
foram descritas como fatores de susceptibilidade ao LES (Huang et al., 2003; Saevarsdottir
et al., 2006). O clearance defeituoso do material apoptético poderia ser uma conseqiiéncia
destas deficiéncias, determinando exposi¢cdo prolongada de autoantigenos ao sistema
imune e a geracdo de anticorpos contra 0s mesmos (Monticielo et al., 2008). Muitos dos
genes candidatos para a predisposicdo a doenca desempenham um papel fundamental na
apoptose e no ciclo celular. A autofagia, quando excessiva, pode desencadear apoptose e
este processo € controlado por genes que atuam em um sistema de conjugacao tipo-
ubiquitina. O gene ATG5 (proteina de autofagia 5) pode agir como um interruptor,
determinando se a autofagia progredira para a apoptose e, devido a esta atuacdo, é
considerado como um excelente gene candidato para a predisposi¢cdo a doenca (Rhodes &
Vyse, 2008).
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Além destes, o gene que codifica a Proteina de Ligacdo a Manose (MBL),
estruturalmente similar a C1q, tem emergido como um candidato a predisposic¢éo ao LES,
devido ao papel da MBL na imunidade inata e a possivel associacdo entre a sua deficiéncia
e doencas autoimunes (Glesse et al.,2011; Monticielo et al., 2010; Sandrin-Garcia et al.,
2011).

H& um precedente forte de que os alelos de susceptibilidade genética para o lGpus
possam ser diferentes entre as distintas populacdes humanas, como serd salientado nos
paragrafos a seguir. O gene da proteina tirosina fosfatase, ndo-receptor tipo 22 (PTPN22),
que codifica uma proteina conhecida por regular negativamente a ativacao de células T, é
um exemplo de um fator de risco genético bem estabelecido para o LES (Chung &
Criswell, 2007; Criswell, 2008; Kaufman et al., 2006; Niewold, 2015). Um estudo
realizado na Grécia relatou que o alelo T do SNP C1858T do gene PTPN22 foi mais
comum entre pacientes com LES do que em individuos controle (Eliopoulos et al., 2011).
A substituicdo de uma arginina por um triptofano leva a um ganho de funcéo e a variante
do gene codifica uma fosfatase mais ativa. Vang et al. mostraram que a proteina resultante
desta variacdo € um potente inibidor da sinalizacdo de TCR (Chung & Criswell, 2007;
Vang et al., 2005).

Um recente estudo revelou que genes relacionados a familia IRF de fatores de
regulacdo do interferon (IRF5) e um membro da familia JAK (TYK2) foram
significativamente associados a predisposi¢cdo aos LES em uma populacdo chinesa Han
(Tang et al., 2015). Um haplétipo de IRF5 foi também implicado como fator de risco para
0 LES em um outro estudo (Graham et al., 2006). Interessantemente, este alelo ndo foi
identificado em populagdes africanas da Africa Subsaariana. O alelo de risco promove a
formacdo de autoanticorpos no LES e também foi associado a maiores niveis de IFN tipo |
em pacientes com LES (Niewold et al., 2012).

Estudos de GWAS recentes revelaram novas associacdes em pacientes asiaticos
com LES que eram exclusivas para estas populagdes, como o oncogene ETS1 (v-ets
erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1), IKZF1 (IKAROS Family zinc finger 1),
RASGRP3 (RAS guanyl releasing protein 3), dentre outros (Han et al., 2009; Niewold,
2015). Em contrapartida, um estudo com pacientes lupicos afro-americanos observou que
alguns alelos de risco descobertos na populacdo européia também eram relevantes nesta

populagéo, tais como o gene BANK1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1),

37



ITGAM (integrin, alpha M - complement component 3 receptor 3 subunit), IRF7
(interferon regulatory factor 7) e SRC (proto-oncogene tyrosine-protein kinase) (Nath et
al., 2008; Sanchez et al., 2011).

Polimorfismos genéticos em genes que codificam yenzimas da familia Glutationa
S-transferase (GST) e da superfamilia do citocromo P450 (CYP), envolvidos na
detoxificacdo e metabolizacdo de xenobidticos, tais como os genotipos GSTT1 nulo,
GSTM1 nulo, bem como os alelos GSTP1*Val e CYP2E1*5B podem também contribuir
para a patogénese da doenca (Glesse et al., 2014; Salimi et al., 2015).

A expressdo alterada de genes reguladores de interferon-o também tem sido
relatada em pacientes com LES, podendo estar associada a muta¢des no gene TREX1, que
codifica uma exonuclease de DNA. Um prejuizo na sua atividade pode resultar em
acumulo de &cido nucléico nas células, desencadeadando uma condicdo autoimune (Fredi
etal., 2015).

Receptores Fc gama (FcyRs) ligam-se a regido Fc, regido constante, da
imunoglobulina G e transmitem o sinal estimulador ou inibidor para as células do sistema
imune. Uma recente publicacdo mostrou que polimorfismos genéticos dentro de FcyRIIB
foram associados com a susceptibilidade ao LES e com os fendtipos da doenca em
Coreanos (Jeon et al., 2015).

Variantes que conferem risco genético, descobertas em doencas autoimunes, estéo
frequentemente localizadas em regides regulatorias ao invés de regides codificantes dos
genes. Isto também ocorre no LES, onde muitos polimorfismos encontrados nos genes
préximos a regides regulatérias provavelmente impactam na biologia celular por alterar a
expressdo do gene (Figura 2). UBE2L3 é um exemplo de haplétipo funcional, que tem um
polimorfismo na regido promotora, conferindo expressdo aumentada do RNAm de
UBEZ2L3 e da proteina. Este hapldtipo também esta associado com o aumento da expressao
de NF-kB (factor nuclear kappa B) em células B (Lewis et al., 2015).

O gene IL-10 é outro exemplo de gene que confere risco ao LES, com
polimorfismos que apresentam funcdo regulatoria, dentro de uma regido de ligacdo para o
fator de transcrigdo Elk-1. O estudo de Sakurai e colaboradores, em 2013, foi capaz de
demonstrar que a Unica mudanca de base codificada pelo alelo de risco resultou em uma

ligacdo alternativa do fator de transcri¢do EIk-1. Notou-se que a expresséo de IL-10 e Elk-
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1 fosforilado estavam elevadas em pacientes com LES e se correlacionaram com a
atividade da doenca (Sakurai et al., 2013).

No presente estudo, focamos em avaliar polimorfismos localizados em regides
regulatérias de genes que controlam a morte celular programada (apoptose), tais como
FAS, FASL, BAX e BCL-2. Estes polimorfismos sdo responsaveis por alterar a expressdo
dos genes e, possivelmente, a expressdao de proteinas que determinam a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo de morte celular, que serdo abordados com mais detalhes adiante.

Consequéncias funcionais das variantes citadas anteriormente envolvem a
desregulacdo do sistema imunoldgico (Figura 3), incluindo defeitos na ativacéo,
diferenciacdo e funcdo de células B e T, células dendriticas e outras células do sistema
imune; degradacdo de proteinas, transporte anormal de peptideos através das membranas
celulares, defeitos nas vias do complemento, disfuncdo reticulo-endotelial, producéo
anormal de imunoglobulinas, células apoptoticas e liberacdo de hormonios, dentre outros
(Crispin et al., 2010; Garrett-Sinha et al., 2008; Monticielo et al., 2008).
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Figura 2. Diagrama esquematico de um gene hipotético, com a localizacédo de alguns genes que
apresentam variantes funcionais associadas ao LES. Variantes associadas ao LES estdo localizadas
em varias regides através do genoma, como regibes regulatorias, éxons, sitios de splicing, introns e

regides intergénicas conhecidas. (Adaptado de Ghodke-Puranik & Niewold, 2015).
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Figura 3. Principais vias e tipos celulares envolvidos no LES, com genes de risco mostrados no
tipo celular a que se presume funcéo. O painel A mostra os genes que influenciam diferentes tipos
de células envolvidas na resposta imune inata, enquanto que o painel B mostra os genes que tém
impacto sobre varios tipos de células envolvidas na resposta imune adaptativa (Adaptado de
Ghodke-Puranik & Niewold, 2015). MHC: complexo principal de histocompatibilidade. BCR:
receptor de célula B. TCR: receptor de célula T.

Compreender os mecanismos funcionais de variantes genéticas envolvidas na
doenca humana facilita muito a nossa capacidade de traduzir as associa¢des genéticas para
um atendimento mais personalizado, e assim nos permite identificar novos alvos

terapéuticos relevantes para o combate da doencga (Ghodke-Puranik & Niewold, 2015).

1.5 Células T regulatérias (Treg) e o LES

Os mecanismos imunolégicos regulatérios que mantém a autotolerancia e previnem
a autoimunidade sdo mediados, em parte, por uma subpopulacdo de células T, as células
Treg, que Se caracterizam por ser CD4*CD25""CD127'", e que expressam o fator de
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transcricdo Foxp3, indicando reunirem as caracteristicas necessarias para desempenhar o
papel de supressdo em uma resposta imune. Estas células sdo consideradas naturalmente
ativas e presentes no organismo em freqiiéncias relativamente baixas (Sakaguchi et al.,
2007). As células Treg desenvolvem-se naturalmente no timo (nTreg) e na periferia (Tregs
induzidas) (Singh et al., 2010; Yan et al., 2008). As Treg naturais correspondem de 5 a
10% das células T CD4" do sangue periférico em humanos e camundongos (Yan et al.,
2008). Atuam suprimindo linfocitos T autorreativos, através da inibicdo da ativacdo e
expansio de células CD4" T auxiliares e também da diferenciacio de células T CD8"
citotoxicas e de células B (Ohl & Tenbrock, 2015). Alem disso, também é sugerido que as
células Treg humanas podem inibir a producdo de anticorpos pelas células B e a producao
de IFN-y pelas células Natural Killer (NK) e células T citotoxicas. A capacidade
supressora deste subgrupo é mediada pela secrecao o de citocinas anti-inflamatorias, como
TGF-p e IL-10, contato célula-célula e mesmo através de transferéncia ativa de pequenos
metabdlitos (Vignali et al., 2008). A caracterisitca marcante das células Treg é a expressao
do fator de transcricdo Foxp3 (Marson et al., 2007). A demonstracdo de que baixos niveis
de expressdo de CD127 e altos niveis de CD25 apresentam uma forte correlagdo com a
expressdo de Foxp3 foi um avanco crucial para a identificacdo de células Treg baseada em
marcadores de membrana (Bacchetta et al., 2006; Levings et al., 2006).

Varios estudos relataram uma diminuicdo do nimero e funcdo das Treg em Vérias
doencas autoimunes humanas. O nimero de Treg alterado foi observado em doentes com
diabetes tipo I, micose fungoide, doenca do enxerto-versus-hospedeiro e artrite reumatoide.
No entanto, o aumento do numero de células Treg funcionalmente ativas tem sido
detectado no liquido sinovial de pacientes com artrite reumatdide. No LES, dados
contraditérios sobre o papel deste subgrupo de células tém sido apresentados na literatura.
Torna-se dificil analisar se as alteracdes na populacdo de Treg sdo causadoras de doencas
autoimunes ou simplesmente um epifenémeno. Diminui¢do do nimero de Treg no sangue
periférico tem sido relatada pela maioria dos estudos com pacientes com LES ativo, mas a
funcdo normal ou mesmo o nimero aumentado de Treg também tém sido descritos. Além
disso, tanto a capacidade supressiva deficiente quanto normal de Treg isoladas também ja
foram observadas em pacientes com LES. Os dados obtidos em estudos com camundongos
mostram claramente que o nimero de células Treg reduzido e/ou funcéo prejudicada esta

correlacionado com o aumento da autoimunidade [revisado em (Costantino et al., 2008;
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Kuhn et al., 2009)]. Essa heterogeneidade observada pode ser parcialmente explicada em
funcdo dos critérios utilizados para definir a populacdo de Treg. O grau de atividade da
doenca, a influéncia da terapia com imunossupressores e aspectos técnicos, como a analise
no citbmetro de fluxo, podem contribuir para a divergéncia dos achados. Anormalidades
nestas células podem conduzir a hiperatividade de células T e B nos pacientes com LES
(Bonelli et al., 2009; Horwitz, 2010; Liu et al., 2004; Yates et al., 2008; Zhang et al.,
2008b).

Em uma analise detalhada, Miyara et al. relataram que a disfuncdo no controle da
sobrevivéncia de Tregs poderia conduzir a sua deple¢do in vivo e que estas células
expressam altos niveis de Fas na sua superficie, sugerindo que o aumento da sensibilidade
de Treg a apoptose mediada por CD95 (Fas) pode explicar a perda destas células em
pacientes com LES ativo. Sendo assim, a inducdo inapropriada de apoptose de Treg
(Figura 4), seguindo de exposi¢cdo de autoantigenos durante o curso da doenca sdo
considerados fatores relevantes na patogénese do LES e, por essa razdo, motivaram a
execucdo deste trabalho. (Fritzsching et al., 2005; Miyara et al., 2005). Dessa forma, €
importante determinar se as Treg isoladas de pacientes com LES expressam niveis
anormais de fatores pro e antiapoptéticos ja descritos (Gavin et al., 2002). Igualmente
interessante, seria avaliar ainda se esta propensdo anormal a apoptose induzida por Fas
pode ser revertida depois da expansao in vivo (Vigouroux et al., 2004).

Portanto, conhecimentos especificos sobre os mecanismos celulares e moleculares
relacionados a freqiiéncia e funcdo de Treg em diferentes doengas humanas necessitam ser
obtidos, com o objetivo de melhorar futuras estratégias terapéuticas baseadas nessa
importante subpopulacéo celular [revisado em (Costantino et al., 2008; Kuhn et al., 2009)].
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Figura 4: Homeostase e apoptose de células Treg. A apoptose influencia a sobrevivéncia de
células Treg e sua funcdo em varios niveis. A susceptibilidade & apoptose de Treg em resposta a
glicocorticoide é diminuida, mas aumentada em resposta & deprivagdo de citocinas, irradiacdo-y,
ciclofosfamida e interagdo Fas-FasL, quando comparadas as convencionais células T CD4". Além
disso, as células Treg medeiam a supressao de respostas imunes, em parte, pela inducdo de
apoptose (citdlise, consumo de citocinas ou de expressdo de ligantes DR) (Adaptado de Tischner et
al., 2012). DR: death receptor. FasL: ligante de Fas. IL-2: interleucina-2. TRAIL: Tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand.

1.6 Apoptose

A apoptose é um processo de morte celular programada altamente regulado e
representa uma parte vital do crescimento e diferenciacdo em todos os tecidos, sendo um
evento critico para a funcdo biolégica normal dos organismos multicelulares. E parte do
desenvolvimento embrionario, selecdo de células T e B, eliminacdo de linfécitos
potencialmente autorreativos na periferia e manutencdo da homeostase dos linfdcitos
através da morte celular induzida por ativacdo. Evidéncias sugerem que eventos celulares e
moleculares especificos para a apoptose podem manter a tolerancia imunoldgica, mas
também gerar autoantigenos responsaveis pelo desenvolvimento inicial e pela perpetuacdo
de condicBes autoimunes. Durante a apoptose, as células sofrem alteragdes morfoldgicas e
moleculares que incluem redistribuicdo de autoantigenos na superficie celular, clivagem de
antigenos préprios por proteases intracelulares e fosforilagdo de autoantigenos por quinases
especificas. Normalmente, os fagocitos irdo remover rapidamente células em apoptose,
antes que elas possam liberar seus conteudos modificados. No LES, os processos de

apoptose e/ou clearance de material apoptético pode estar prejudicado, o que faz com que
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autoantigenos nucleares modificados sejam expostos ao sistema imune e reconhecidos
como antigenos ndo proprios ou como um sinal perigoso (Munoz et al., 2008; Navratil &
Ahearn, 2001; Salmon & Gordon, 1999; Xue et al., 2006).

Os mecanismos fundamentais de apoptose e dos genes que a controlam sao
altamente conservados entre as diversas espécies, dos vermes ao homem (Salmon &
Gordon, 1999). A apoptose é regulada por diferentes vias envolvendo genes que
promovem ou inibem este processo (Chen et al., 2007). Entre as moléculas de importancia
fundamental para a apoptose estdo os receptores de morte e seus ligantes especificos, bem
como as proteinas reguladoras dos seus respectivos genes (Kohler & Petzl-Erler, 2006).
Existem duas vias principais envolvidas na apoptose: a via extrinseca, controlada pela
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNF) e ativada pela ligacdo dos
receptores de morte; e a via intrinseca, controlada pelos membros da familia Bcl-2
(linfoma de célula B do tipo 2) e mediada pela mitocondria (Figura 5) (Bengtsson et al.,
2008; Liphaus & Kiss, 2010). Quando os receptores de morte, como Fas e o receptor do
fator de necrose tumoral 1 (TNFR1) sdo vinculados aos seus ligantes, Fas ligante (FasL) ou
TNF, a apoptose pode ocorrer. Ap6s a ligacdo de FasL a Fas, o dominio de morte
associado a proteina adaptadora Fas (FADD) é recrutado e este complexo, por sua vez,
recruta a pré-caspase 8, com subsequente autoativacdo. A caspase 8 pode clivar
diretamente a caspase 3, que inicia a cascata de morte. A caspase 8 também pode ativar a
via intrinseca, mediada pela liberacdo de citocromo ¢ via tBid (proteina proapoptética de
dominio BH3-only agonista da morte celular) a partir da mitocondria. A via intrinseca é
ativada passivamente, devido a auséncia de sinais de sobrevivéncia essenciais. Todas as
células do corpo requerem sinais continuos positivos para permenecerem vivas. No caso
dos linfocitos T, por exemplo, esses sinais incluem IL-2 e interferon-f (IFN-B), que atuam
up-regulando a expressdo de moléculas antiapoptéticas, tais como Bcl-2 e a proteina
antiapoptotica de linfoma de célula B extra grande (Bcl-xyy. Essas moléculas impedem a
liberagdo do citocromo c a partir da mictocéndria. Quando essa via é ativada, na auséncia
de um sinal positivo para a sobrevivéncia, a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP) é alterada, permitindo a liberagdo de proteinas intermembranares, como o
citocromo ¢, que juntamente com Apaf-1 (Fator de ativacdo de apoptose 1) constitui 0

apoptossomo, o qual recruta e ativa a caspase 9. Esta, por sua vez, cliva e ativa as caspases
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executadoras, iniciando a morte celular. MOMP é regulada por membros da familia Bcl-2
(Bengtsson et al., 2008; Salmon & Gordon, 1999).

Figura 5: As duas principais vias apoptéticas em células de mamiferos. A via ativada pelos
receptores de morte e seus ligantes (topo) a via mitocondrial de apoptose (a direita). As duas vias
operam independentemente uma da outra (Adaptado de Hengartner, 2000). AlF: Flavoproteina.
Apaf-1: Apoptotic protease activating fator 1. Bax: proteina proapoptética de dominio BH3-only
promotora de morte associada a Bcl-2. Bcl-2: proteina 2 de linfoma de célula B. Bcl-xL: proteina
antiapoptotica de linfoma de célula B extra grande. Bid: proteina proapoptética de dominio BH3-
only agonista da morte celular. c-FLIP: FLICE-like inhibitory protein. DIABLO: direct IAP-
binding protein with low Pi. FADD: Fas-associated death domain protein. IAPs: Inhibitors of

apoptosis proteins. Smac: second mitochondria-derived activator of caspases.
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O LES é uma doenca autoimune dependente de autoantigeno dirigido a célula T.
Tanto um aumento ou atraso na apoptose, quanto um reduzido clearance de células
apoptoticas (que nao sdo mutuamente excludentes) levam a um aumento da exposicédo de
nucleossomos ao sistema imune, os quais serdo identificados como autoantigenos muito
importantes. Isto gera células T especificas contra nucleossomos e anticorpos
antinucleossomo, causando lesdes nos 6rgdos (Figura 6). Recentemente, tem-se proposto
que a resposta imune anormal esta associada com a anormalidade na apoptose de linfocitos
em pacientes com LES. A apoptose acelerada pode ser uma conseqliéncia direta de
alteracfes nos genes/proteinas relacionadas & morte celular programada, como Fas e Bcl-2.
AlteracGes destas proteinas podem gerar um status pro-inflamatério, conduzindo ao lupus
(Bengtsson et al., 2008; Liphaus & Kiss, 2010; Munoz et al., 2008; Xue et al., 2006).

A relacdo entre indutores e inibidores da apoptose pode variar de acordo com o tipo

de célula, doenga autoimune e a idade de inicio da doenca (Liphaus et al., 2006).

Diminuidaremogdo de
células apoptaticas Macréfago

Capturade autoantigenos
‘ por células dendriticas
-

Indugdo de modificagdes em
autoantigenos

AtivagdodecélulasTe
estimulagdo de células B

Apoptose desregulada

®
Formag&o de complexos )
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Ligagdoa membranabasalmediada |

por nucleossomo

Figura 6: HipoOtese geral para a ocorréncia do LES. Apoptose desregulada e/ou remocéo
insuficiente de células apoptéticas conduz a liberacdo de autoantigenos (exemplo: nucleossomos)
na circulagdo. Isso conduz a ativacdo de células apresentadoras de antigenos, uma resposta
autoimune mediada por célula T, e a formacgéo de imunocomplexos que induz glomerulonefrite, por

exemplo (Adapatado de Munoz et al., 2008).
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1.6.1 Sistema Fas/FasL

Em circunstancias imunoldgicas normais, a atividade contra antigenos proprios € impedida
por varios mecanismos, incluindo a via Fas de apoptose, que esta envolvida no processo de
tolerancia imunoldgica pela delecdo de células T autorreativas indesejaveis e células B. A
importancia da apoptose na tolerancia imunologica foi definida em um estudo de defeitos
genéticos em FAS e no seu ligante (FASL) em modelos de camundongos com LES
humano. A via apoptotica mediada por Fas é bem descrita na tolerancia periférica. O
complexo Fas/APO-1 (antigeno de apoptose 1 — CD95) foi inicialmente caracterizado
como uma molécula de superficie celular que poderia regular o crescimento de linfocitos
malignos. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra tumores conduziu a
descoberta de duas moléculas denominadas APO-1 e Fas. ApGs a observacdo de que as
duas moléculas possuiam sequéncias idénticas, foi dada a designacdo CD95 (Nagata &
Suda, 1995; Trauth et al., 1989; Varadhachary & Salgame, 1998; Yonehara et al., 1989).
Fas € um membro da superfamilia do fator de necrose tumoral e do fator de crescimento de
nervo, e € expressa em muitas células, enquanto que seu ligante FasL (CD95L) é expresso
em células T ativas, células NK e sitios imunologicamente privilegiados
(Mohammadzadeh et al., 2011; Sahebari et al., 2010; Xue et al., 2006). A forma soltvel da
proteina Fas (sFas) é originada do splicing alternativo do RNAm, e codifica uma molécula
de Fas sem o dominio transmembranar. Esta forma pode ligar-se a FasL, blogueando a
apoptose mediada por Fas (Blanco-Colio et al., 2007). A forma sollvel de FasL (sFasL)
pode ser gerada por varios mecanismos independentes, incluindo splicing diferencial e
clivagem proteolitica, e ap6s a sua ligacdo ao receptor Fas ocorre a inducdo da apoptose
celular (Janssen et al., 2003; Movassagh & Foo, 2008). O mais importante ativador do
receptor Fas é o FasL. A interacdo de FasL nas células efetoras com o seu receptor Fas nas
células alvo induz um sinal de morte por apoptose nestas células. Essa interacdo ocorre em
pelo menos trés processos fisioldgicos: delecdo periférica de linfocitos T maduros ativados
apos a resposta imune, eliminacdo de células neoplasicas ou infectadas com virus e
eliminacdo de células inflamatdrias em sitios imunoprivilegiados (Liphaus, 2005). As
proteinas Fas e FasL sdo fatores essenciais na morte celular induzida por ativacdo, e
qualquer disfuncéo neste sistema conduzird a uma perturbacdo na tolerancia periférica. O

aumento da expressdo do antigeno Fas de membrana, por exemplo, pode intensificar a
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exposicdo de antigenos ocultos e induzir o fendmeno autoimune (Liphaus & Kiss, 2010;
Sahebari et al., 2010; Xue et al., 2006).

Nos altimos anos, revelou-se que os genes FAS e FASL tém um importante papel na
artrite reumatoide, LES e outras doengas autoimunes, as quais podem estar associadas a
apoptose anormal nas células T (Lee et al., 2001a; Mohammadzadeh et al., 2011).
MutacBes nos genes FAS, FASL, e nos genes das caspases 8 e 10 também podem resultar
na sindrome linfoproliferativa autoimune [revisado em (Kohler & Petzl-Erler, 2006)]. Um
estudo encontrou um aumento da expressdo de Fas em linfécitos B de pacientes com LES,
0 que esta relacionado ao estado de ativacdo dos linfdcitos e se correlaciona com a
atividade da doenca. O aumento da expressdo de Fas resulta em uma maior
susceptibilidade a apoptose mediada por Fas, podendo contribuir para 0 aumento dos
niveis de linfécitos apoptdticos nos pacientes com LES (Bijl et al., 2001). Um estudo
Japonés indicou que FASL é regulado positivamente em pacientes com LES ativo, e que
corticosterdides promovem uma regulagdo negativa da expressdo génica de FASL (Feng,
1997).

O gene FAS, em humanos, esta localizado no cromossomo 10g24.1 e consiste de
nove éxons e oito introns. Dois polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP) foram relatados
na regido promotora: a transigdo G—A na posicdo -1377 (rs2234767), que altera
estruturalmente o sitio de ligacdo do fator de transcricdo da Proteina estimulatoria 1; e a
transicdo A—G na posigdo -670 (rs1800682), que esta localizada no sitio de ligacdo do
fator de transcricdo STAT1. Estes dois polimorfismos podem desregular a atividade
promotora e afetar a expressdo do gene FAS, podendo contribuir para diversas doencas
autoimunes (Broen et al., 2009; Wang et al., 2009). J& foi relatado que o polimorfismo
FAS -670A>G confere susceptibilidade ao LES, esclerose sistémica, sarcoidose e hepatite
autoimune (Broen et al., 2009). O gene FASL, que codifica o ligante de Fas, estd mapeado
no cromossomo 1g23 e compreende quatro éxons. Dois importantes polimorfismos
descritos nesse gene, na regido promotora (-844T—C, rs763110) e no intron 2
(INV2nt_124A—G, rs5030772), parecem exercer um efeito fundamental na regulacéo e
expressdo de FASL. Visto que a substituicdo na posicdo -844 foi identificada no motivo
putativo de ligacdo para um fator de transcrigdo (proteina P intensificadora de ligacéo a
CCAAT), o alelo -844C pode estar relacionado com o aumento da expressdo de FasL.
(Mohammadzadeh et al., 2011; Wang et al., 2009).
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1.6.2 Proteinas da familia Bcl-2

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte celular
por apoptose (Borner, 2003). Os membros da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-xL, inibem a
apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo e sdo chamados de reguladores
antiapoptaticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak sdo proteinas pro-apoptéticas (Hengartner,
2000). Interacdes entre 0s membros pro- e anti-apoptdticos definem se uma célula deve ou
ndo morrer (Borner, 2003). Entre as proteinas mais bem caracterizadas e estudadas desta
familia estdo a Bax e a Bcl-2.

O primeiro gene antiapoptético descrito foi BCL-2, identificado em linfoma
folicular de células B. Esta localizado no cromossomo 18g21.3 e consiste de 3 éxons e 2
promotores (Nuckel et al., 2007; Tsujimoto et al., 1985). A proteina Bcl-2 se localiza entre
as membranas interna e externa da mitocondria, na membrana nuclear e no reticulo
endoplasmatico e inibe a apoptose através da heterodimerizacdo com membros pro-
apoptoticos e através da formacdo de canais que estabilizam a membrana mitocondrial,
impedindo a liberagdo do citocromo ¢ e o ativador secundario de caspases derivado da
mitocdndria. Assim, essa proteina desempenha um papel fundamental na regulacdo da
apoptose em diversos tipos celulares, incluindo células T e B humanas (Brown, 1997;
Liphaus & Kiss, 2010; Starczynski et al., 2005).

Especula-se que SNPs em BCL-2, que alteram a funcdo e/ou expressao da proteina,
poderiam exercer um impacto sobre o delicado equilibrio dos mecanismos reguladores da
apoptose. O SNP Ala43Thr (G127A, rs1800477), no éxon 2, ja foi associado com um
aumento da resisténcia a doengas autoimunes em uma populacdo japonesa, e resulta em
uma funcdo antiapoptotica diminuida em linhagens de pré-células B in vitro. No entanto,
este SNP é raro na populacdo euro-descendente. Andlises haplotipicas mostraram um
desequilibrio de ligacdo significativo entre um SNP inibitério no promotor P2 (-938C>A,
rs2279115) e um SNP silencioso no éxon 1 (+21A>G, rs1801018). Entretanto, as possiveis
implicacdes funcionais destes alelos ainda ndo foram bem definidas. Um estudo mostrou
que o0 gendtipo BCL-2 -938AA foi associado a expressdao aumentada de Bcl-2 e € um
marcador genético desfavoravel em pacientes com leucemia linfocitica cronica de células
B (Komaki et al., 1998; Nuckel et al., 2007). Por outro lado, tem-se especulado que o
genotipo variante AA pode render uma melhor interacdo com a p53, conduzindo a

expressdo diminuida de Bcl-2 e menor longevidade de células transformadas, diminuindo o
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risco de desenvolvimento de cancer. A superexpressdo desta proteina em camundongos
transgénicos protege as células B contra a morte celular, conferindo maior sobrevida as
células e promovendo o desenvolvimento de uma sindrome autoimune semelhante ao
lUpus, com nefrite e autoanticorpos, como anti-dsDNA e anti-Sm (Chen et al., 2007;
Strasser et al., 1991b). A expressdo dessa proteina em linfocitos isolados de pacientes com
LES também tem sido uma questdo controversa. Uma investigacdo relatou aumento da
expressao de Bcl-2 em células T, mas ndo em células B, enquanto que outro estudo
demonstrou expressao diminuida da proteina em linfocitos de pacientes com LES ativo
(Aringer et al., 1994; Chan et al., 1997). Além disso, a expressdo aumentada de Bcl-2
também foi observada em células TCD8" de pacientes com llpus que sdo resistentes a
terapia com esterdides. Estudos como este podem fornecer estratégias importantes para
estratificar pacientes para a intervencéo terapéutica (Seki et al., 1998).

A proteina X associada ao Bcl-2 (Bax) € uma proteina intracelular pré-apoptotica
necessaria para o estimulo de morte celular intrinseca, e constitui parte da maquinaria que
controla tanto a selecdo de linfécitos do timo, quanto a homeostase linféide periférica. Bax
foi isolada como uma proteina de ligacdo a Bcl-2 em experimentos de imunoprecipitacao,
pois co-imunoprecipitava com Bcl-2, bloqueando sua atividade (Borner, 2003; Brown,
1997; Kohler & Petzl-Erler, 2006). Apo6s receber um estimulo apoptético, Bax é
translocada do citoplasma e se insere na membrana mitocondrial, podendo causar a
liberacdo do citocromo c, embora 0 mecanismo deste processo ainda ndo esteja bem
esclarecido (Kohler & Petzl-Erler, 2006). Em alguns modelos animais e linhagens de
células tumorais, a proteina Bax mostrou ser supressora de tumor que estimula a apoptose
in vivo (Yin et al., 1997). Essa proteina pode homodimerizar ou heterodimerizar com Bcl-2
ou Bcl-xL para reverter seus efeitos antiapoptéticos e promover a apoptose. As taxas de
Bcl-2:Bax e Bcl-xL:Bax parecem ser importantes determinantes da apoptose. Altas taxas
de Bcl-2 e Bcl-xL em relacdo & Bax favorecem a sobrevivéncia da célula, enquanto o
contrario promove a morte celular (Aggarwal & Gupta, 1998). Um estudo de 2003 relatou
uma expressdo diminuida da proteina Bax em linfocitos de pacientes com artrite
reumatoide, o que pode contribuir para a expansdo de uma subpopulacdo de linfocitos
CD4" ativados e, portanto, contribuir para a manutencdo de clones de células T

autorreativas periféricas nestes pacientes. Os autores revelaram também uma relacdo entre
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defeitos na apoptose de linfécitos in vitro e a atividade clinica da doenca (Szodoray et al.,
2003).

O gene BAX humano foi mapeado no cromossomo 19q13.3-gq13.4, possui 6 éxons
e a regido promotora contém 4 motivos com homologia aos sitios consenso de ligacdo a
proteina p53. Ensaios envolvendo a regido promotora de ambos os genes (BAX e p53)
sugeriram que BAX é ativado pela proteina p53 (Chen et al., 2007; Miyashita & Reed,
1995). Varios polimorfismos foram identificados no gene BAX nos ultimos anos. A
transicdo -248G>A (rs4645878), localizada na regido promotora, aparentemente resulta em
variabilidade funcional. O alelo -248A est4d associado com expressdo diminuida da
proteina, progresséo clinica e resisténcia ao tratamento em leucemia linfocitica crénica. A
eficiéncia apoptdtica pode estar reduzida em individuos com este alelo (Fegan et al., 2006;
Saxena et al., 2002). No entanto, os resultados de um estudo brasileiro com a doenca
autoimune Pénfigo Folidceo mostraram que, embora as variantes alélicas de BAX -248G>A
diferem funcionalmente, esta variagdo nao altera a funcionalidade das moléculas de forma
que possam interferir com o desenvolvimento da doenca em questdo (Kohler & Petzl-Erler,
2006). Certos SNPs nos promotores dos genes BAX e BCL-2 sdo particularmente
interessantes, pois estdo localizados dentro do elemento de ligagdo a p53 na regido
promotora de BAX e do elemento responsivo a p53 no promotor de BCL-2. Entdo, estes
SNPs podem afetar a interacdo entre a proteina p53 e as suas sequéncias reguladoras nos

promotores destes genes (Chen et al., 2007).

1.6.3 Proteina p53

A proteina supressora de tumor p53 é ativada em resposta ao dano no DNA e é
determinante na resposta apoptotica. A p53 atua na regulacdo da expressdo, localizagdo
celular e atividade de efetores-chave de processos celulares, tais como o reparo do DNA,
parada do ciclo celular, senescéncia e apoptose. Esta proteina blogueia o ciclo celular nas
fases G1 e G2 e assim pode iniciar a apoptose pela inducdo da expressdo de genes pro-
apoptoticos, incluindo BAX e FAS, ou reprimir genes antiapoptéticos, como BCL-2. A p53
é um fator de transcricdo que pode se ligar diretamente no elemento de ligacdo & p53 no
promotor de BAX e induzir sua expressao, enquanto que pode inibir a transcricdo de BCL-2
através de uma regido responsiva no promotor deste gene (Chen et al., 2007; Grochola et

al., 2010). A proteina p53 é codificada pelo gene TP53, considerado 0 mais comumente
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alterado em canceres humanos, o que resulta em uma mudanca quantitativa e/ou qualitativa
da proteina (Zhuo et al., 2009). O gene TP53 foi mapeado no cromossomo 17 através do
uso de um clone de cDNA para analise de células hibridas murinas e humanas.
Posteriormente, o loco para TP53 foi identificado na porcdo telomérica do bragco curto
deste cromossomo (17p13.1) (McBride et al., 1986).

Ja foi relatado que pacientes com LES com maior indice de atividade da doenca
apresentam niveis mais elevados da proteina p53 no sangue periférico. Estudos tém
sugerido que as variacdes genéticas na via p53, que resultam em alteracGes sutis na fungéo
apoptdtica da proteina, poderiam estar associadas com a susceptibilidade ou severidade do
LES (Lee et al., 2005; Onel et al., 2009; Sanchez et al., 2006). Inimeros polimorfismos ja
foram descritos no gene TP53 humano, os quais sdo capazes de influenciar direta ou
indiretamente as rotas metabdlicas nas quais a proteina p53 atua. O polimorfismo mais
estudado neste gene, até 0 momento, localiza-se no éxon 4 do cddon 72 e consiste de uma
substituicdo do aminodacido prolina por arginina devido a uma troca de guanina por citosina
na posicdo 12139 de TP53 (Pro72Arg, rs1042522). Este polimorfismo ocorre em um
dominio rico em prolina, que é necessario para a proteina induzir a apoptose. Em uma
andlise do potencial apoptotico das duas variantes do cédon 72 de TP53, notou-se que a
molécula que apresenta arginina induz a apoptose marcadamente melhor do que a molécula
com prolina. Portanto, sugeriu-se que a variacdo interindividual na resposta apoptética
pode estar correlacionada com o polimorfismo Pro72Arg. Os dados indicam que uma fonte
deste realcado potencial apoptdtico é a maior habilidade da variante Arg72 para localizar a
mitocdndria. Essa localizacdo € acompanhada pela liberagcéo de citocromo c para o citosol.
(Dumont et al., 2003; Kohler & Petzl-Erler, 2006).

Um estudo publicado em 2007 relatou que o risco de carcinoma de células
escamosas da cabeca e do pescoco pode estar associado com SNPs nos promotores de BAX
e BCL-2, particularmente entre heterozigotos TP53 Arg72Pro, sugerindo que estes
polimorfismos podem, conjuntamente, contribuir para o risco de cancer (Chen et al.,
2007). Um estudo recente, que avaliou coreanos com LES, sugeriu que individuos com o
alelo Pro72 podem ter um risco maior de desenvolver a doenga do que aqueles com o alelo
Arg72. Porém, ndo houve associacdo significativa deste SNP com as manifestacdes
clinicas/sorologicas da doenca (Lee et al., 2005). A associacdo deste polimorfismo com a

susceptibilidade ao LES néo foi encontrada em um estudo similar realizado com pacientes
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lUpicos da Espanha (Sanchez et al., 2006). Em poleneses, uma investigacdo encontrou uma
fraca contribuigdo do genotipo Arg/Arg para a morbidade do LES. Os autores ressaltaram
ainda que a distin¢do dos resultados entre varias populaces pode ser devido a diferencas
na composicao étnica e/ou a exposicdo a diferentes fatores ambientais que produzem um
impacto distinto dos genotipos TP53 Pro72Arg na incidéncia do LES (Piotrowski et al.,
2008). Analises de associacdo deste SNP com outras doengas autoimunes revelaram um
aumento da freqliéncia de homozigotos Pro72 entre pacientes com artrite cronica juvenil
(Taubert et al., 2000). No entanto, ndo foi encontrada associacdo com pénfigo foliaceo
endémico, artrite reumatoide e doenca de Alzheimer (Kohler & Petzl-Erler, 2006; Lee et
al., 2001b; Rosenmann et al., 2003).
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CAPITULO 2 - JUSTIFICATIVAS

Considerando que o LES é um grave problema de salde que afeta pessoas no
mundo todo e que, devido ao seu carater multifatorial, muitas questbes sobre a doenca
ainda permanecem sem resposta, diversos trabalhos estdo engajados na tentativa de
identificar os possiveis fatores envolvidos na sua ocorréncia e progressdo. Embora a
apoptose seja um fator ja bem aceito para o desenvolvimento do LES, ainda ndo esta bem
esclarecido (se €) como anormalidades observadas nas vias apoptoticas podem desencadear
a autoimunidade. Estudos das alteragbes na expressdo de genes/proteinas apoptoticas
podem ser importantes ndo somente para o entendimento da etiopatogénese do LES, mas
também para contribuir no desenvolvimento de novas terapias. O conhecimento do papel
dos componentes da apoptose no LES poderia conduzir ao desenvolvimento de terapias
mais direcionadas, resultando em uma resposta mais especifica e efetiva quando
comparada a imunossupressao global. Porém, os estudos que avaliam os produtos de
variantes génicas e a possivel influéncia da apoptose desregulada no LES sdo limitados e
0s resultados sdo, muitas vezes, controversos. A maioria deles aborda somente um ou
alguns elementos envolvidos nas vias de apoptose independentemente, o que dificulta uma
visdo global da desregulacdo apoptotica que influencia a patogénese da doenca. Baseados
nestas informacbes e consideragfes feitas, realizamos uma ampla investigacdo
imunogenética em pacientes com LES, a fim de elucidar os diferentes mecanismos
moleculares e imunoldgicos envolvidos na desregulacdo apoptotica que podem influenciar

0 desenvolvimento a doenca.
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CAPITULO 3 - OBJETIVOS

Diante das consideracbes citadas anteriormente, este estudo propde a
caracterizacdo imunogenética de pacientes com LES e individuos controle, atraves de
diferentes abordagens envolvendo genes e proteinas apoptoticas, juntamente com os dados
clinicos dos pacientes. Essa ampla anélise buscou a identificacdo dos possiveis fatores
genéticos e imunoldgicos e sua implicacdo na desregulacdo apoptotica que influencia a

patogénese do LES. Para isto, delineamos os objetivos especificos descritos a seguir:

l. Estudar a frequéncia dos polimorfismos -1377 G>A e -670 A>G do gene
FAS; -844 T>C e INV2nt 124 A>G do gene FASL; -938 C>A do gene BCL-2 e -248 G>A
do gene BAX em uma populacdo de pacientes com LES e comparar com controles

saudaveis;

. Avaliar quantitativamente a apoptose inicial e a morte celular de linfécitos,
utilizando o método de Anexina V e o corante nuclear 7-AAD (7-Amino-Actinomicina-D),

em pacientes com LES e comparar com controles saudaveis;

I1l.  Avaliar a frequéncia de células T regulatérias CD4"'CD127°“CD25""

Foxp3* em mulheres ltpicas, comparando com mulheres saudaveis.

IV.  Analisar a frequéncia de diferentes subtipos de células T (T CD4", T CD8" e
T regulatérias CD4*CD127°"CD25""Foxp3*) expressando proteinas reguladoras da
apoptose Fas, FasL, Bcl-2, Bax e p53, em mulheres lpicas e comparar com mulheres

saudaveis, buscando possiveis associa¢cdes com o quadro clinico e tratamento estabelecido;

V. Determinar a expressdo do RNAm dos genes FAS, FASL, BAX, BCL-2 e
TP53 em um grupo de mulheres com LES, comparando com a expressdao dos mesmos em

mulheres saudaveis.
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VI.  Buscar relagdo entre os dados encontrados, bem como relacionar as
frequéncias dos polimorfismos genéticos estudados com possiveis associacdes clinicas e

laboratoriais dos pacientes com LES.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease marked by the
disruption of the immune homeostasis. Patients exhibit a wide range of clinical
manifestations and environmental and genetic factors are involved in SLE pathogenesis.
Evidences suggest that abnormalities in the cellular and molecular events that coordinate
apoptosis may favor the generation of autoantigens, involved in autoimmunity. In this way,
the apoptotic deregulation may be affected by polymorphic variants in apoptotic-related
genes. We analyzed FAS, FASL, BCL-2 and BAX polymorphisms in order to correlate to
SLE susceptibility and clinical features. 427 SLE patients from the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre and 543 controls from southern Brazil were evaluated. We observed higher
frequencies of the FASL -844CC genotype and -844C allele, as well as of the FASL-
844C/1VS2nt-124A haplotype in African-derived SLE patients when compared to controls
(p<0.001). FASL -844C, which is related to high FasL expression, could contribute to
increased apoptosis and to the breakdown of immunological tolerance, favoring
autoantibodies production and inflammation. On the other hand, the BAX -248GA genotype
and the -248A allele, related to low protein expression, were observed as a protective factor
against SLE in this same population. In conclusion, our data support a role for apoptosis

related gene polymorphisms in SLE susceptibility.

Keywords: systemic lupus erythematosus, apoptosis, Fas/FasL pathway, Bcl-2,

genetic polymorphisms.
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INTRODUCTION

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a complex autoimmune inflammatory
disorder that presents a wide range of clinical manifestations and organ damage [1-3]. This
disease is characterized by loss of immunological tolerance resulting in autoantibody
production against intracellular antigens. The deposition of immune complexes in tissues
followed by the subsequent activation of the complement system induces serious
inflammatory conditions [3, 4]. SLE predominantly affects women, with a peak around 30
years of age and the rate of women to men is 9:1 [2, 5, 6]. Further, the SLE prevalence
differs according to the ethnic origin of the evaluated patients, and is higher in African-
American, African-Caribbean, Native American, Indian, Polynesian and Chinese
populations when compared to European-derived populations [7].

In healthy individuals, most of the autoreactive T and B cells are deleted by the
process of central tolerance. However, in SLE patients autoreactive cells persist generating
a variety of autoantibodies [8, 9]. Apoptosis has attracted the attention of researchers since
it can potentially be a major source of autoantigens in SLE [10, 11]. Apoptosis is critical in
normal physiological processes of multicellular organisms, being essential for T and B
lymphocytes selection and the regulation of immune responses [12]. A disbalance in this
process and/or defects in the clearance of apoptotic cells can contribute to an excess of cell
debris, leading to the formation and consequent tissue deposition of immune complexes
[10, 13-15]. In addition, these defects may be responsible for the initial development of
autoimmune conditions as well as by its perpetuation [8, 11, 16].

Apoptosis is regulated by different pathways that involve inhibitory and activating
genes [17]. In normal circumstances, an immune response against self-antigens is

prevented by mechanisms of apoptosis mediated by the Fas/FasL pathway [18], that also
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play important roles in T cell tolerance and B cell homeostasis [19, 20]. Genetic defects in
FAS and FASL genes highlight the importance of apoptosis in immune tolerance [3, 21].
Thus, FAS and FASL genes potentially play important roles in rheumatoid arthritis, SLE
and other autoimmune diseases, probably due to abnormal apoptosis of T cells [22-24].
The Bcl-2 family comprises a variety of repressor and activating proteins that regulate
apoptosis. Interactions between pro and antiapoptotic members define whether a cell must
survive or die [25]. The Bcl-2 protein plays a role in the regulation of apoptosis in several
cell types including human T and B cells [26, 27]. This protein inhibits apoptosis through
heterodimerization with proapoptotic members. The overexpression of Bcl-2 in transgenic
mice protects B cells against apoptosis, improving survival of cells and promoting the
development of a lupus-like autoimmune syndrome, nephritis, and autoantibodies
production, such as anti-dsDNA and anti-Sm [28]. Bax is a proapoptotic intracellular
protein required for intrinsic cell death stimulus, controlling both the selection of
lymphocytes from the thymus as well as the peripheral lymphoid homeostasis [29]. This
protein can form dimers with Bcl-2 or Bcl-xL to reverse its antiapoptotic effects and
promote apoptosis [30].

Since the maintenance of peripheral immune tolerance is achieved by the balance
between inducers and inhibitors of apoptosis, disturbances in this system may be involved
in the trigger of an autoimmunity condition. In this way, polymorphic variants in FAS,
FASL, BCL-2 and BAX genes could be potential candidates for SLE susceptibility. There
are no studies investigating the joint genetic contribution of these genes in SLE. Moreover,
few studies have ever examined the importance of these genes individually and their
precise role in the pathogenesis of SLE is still controversial [3, 22, 31, 32]. Therefore, the

aim of the present work was to investigate the presence and frequency of FAS -670, FAS -
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1377, FASL -844, FASL 1VS2nt-124, BCL-2 -938 and BAX -248 polymorphic variants in
Southern Brazilian SLE patients and healthy controls, seeking for possible associations
among these polymorphisms and lupus susceptibility as well as clinical and laboratory

characteristics of patients.

MATERIALS AND METHODS

Study samples

We recruited a total of 427 SLE patients at the Division of Rheumatology from the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and 543 healthy blood donors. Patients and
controls were classified as European-derived or African-derived according to their
phenotypic characteristics. Data about ethnicity of parents and grandparents were reported
by the participants. The issue concerning skin color-based classification criteria used in
Brazil is well documented and it has been already assessed by our group in previous
studies [33, 34]. Information about demographic, clinical and laboratory features of SLE
patients were collected from medical records filled in the Medical Archive Service and
Health Information (Table 1). The diagnostic criteria for SLE were based on the
classification proposed by the American College of Rheumatology (ACR) [35]. SLE
patients were also evaluated for the presence of Sjogren's Syndrome and Secondary
Antiphospholipid Syndrome (APS), according to the classification criteria proposed for
both diseases [36, 37]. SLICC (systemic lupus international collaborating clinics) damage
index [38] and SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index) [39] were
also performed for each patient. At the time of recruitment, written informed consent was
obtained from all participants. This study was approved by the Ethics Committee of

UFRGS (96.672) and HCPA (23200).
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Sample collection
The DNA used for all molecular techniques was obtained from 5 mL of peripheral
blood samples collected with EDTA and extracted through the Salting-out method

described by Lahiri and Nurnberger [40]. DNA samples were stored at -20°C.

FAS, FASL, BCL-2 and BAX Gene Polymorphic Variants Genotyping

Molecular identification of polymorphisms was performed by Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) assay. The
amplification of polymorphic variants was performed separately and the fragments
generated were visualized in 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide. Primers and
PCR conditions for amplification of the FAS and FASL promoter region containing FAS -
1377G/A, FAS -670A/G and FASL -844T/C polymorphisms were previously described by
Sun et al. [41]. The amplified products were digested with BstUI, ScrFI and BsrDI (New
England Biolabs, Beverly, MA) restriction enzymes to distinguish the FAS —1377G/A, FAS
—670A/G, and FASL —844T/C polymorphisms, respectively. All digestion products were
visualized in 8% polyacrylamide gel electrophoresis stained with ethidium bromide. For
genotyping of the FASL 1VS2nt-124A/G polymorphism we used the primers and PCR
conditions previously described by Zhang et al. [42]. The amplified product was digested
with Fokl restriction endonuclease that generated fragments, visualized in an 8%
polyacrylamide gel electrophoresis stained with ethidium bromide. For amplification of the
BCL-2 -938 C/A polymorphism, the primers and PCR conditions were previously
described by Zhang et al. [43]. The PCR products were cleaved with Bccl. The BAX -248

G/A polymorphism genotyping was performed according to Moshynska et al. [44]. Acil

65



restriction endonuclease was used to cut the PCR product, which were visualized in 8%

polyacrylamide gel electrophoresis stained with ethidium bromide.

Statistical analysis

Genotypic and allelic frequencies were estimated by direct counting. The genotypic
frequencies of cases and controls were compared to Hardy—\Weinberg expectations using
Chi-Square tests. Genotypic and allelic frequencies of FAS, FASL, BCL-2 and BAX
polymorphisms were compared between patients and controls using the Chi-square test or
Fisher's exact test when appropriate. The adjusted residuals and Odds Ratio (OR)
estimative were also calculated. Haplotype frequencies, D’ and r? were estimated using
MATLAB 7.10 and MLocus programs [45]. Demographic, clinical and laboratorial
features were compared between European-derived and African-derived SLE patients
through the Chi-square test for qualitative variables and t-test or Mann—-Whitney test for
quantitative variables. Associations among clinical and laboratory variables of patients and
the frequencies of polymorphisms were also performed through the Chi-square test (or
Fisher's exact test) for qualitative variables and t-test, Mann—Whitney test and Kruskal-
Wallis test for quantitative variables. Bonferroni correction was performed for multiple
comparisons. All data were analyzed with SPSS software and WinPepi program.

Significance level was established at p<0.05 (two-tailed).

RESULTS
In this case-control study we evaluated 427 SLE patients (74.5% European-derived
and 25.5% African-derived) and 543 healthy blood donors (52.7% European-derived and

47.3% African-derived) from southern Brazil. Clinical, demographic and laboratory
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characteristics of SLE patients are shown in Table 1 while demographic features of the
control group are shown in Table 2. The mean age of SLE patients was 47.84 + 14.76 years
and of controls was 39.02 £ 11.24 years. Among SLE patients, 91.8% of the subjects were
female and almost all had positivity for ANA (99.5%). The mean age of onset of
symptoms was 30.52 + 13.42 years while the mean age at SLE diagnosis was 32.48 *
13.62 years. The most common clinical and laboratory characteristics in SLE patients were
arthritis  (81.5%), hematologic disorders (76.6%), photosensitivity (74.7%) and
immunologic disorders (69.3%). European-derived SLE patients presented more
photosensitivity than those African-derived (79.9% vs. 59.6%, p<0.001). However,
African-derived patients had a higher prevalence of hematologic disorders (88.1% vs.
72.6%, p=0.002), leukopenia/lymphopenia (75.2% vs. 57.9%, p=0.002), anti-Ro/SSA
(59.0% vs. 37.6%, p<0.001) and anti-La/SSB (19.0% vs. 10.4%, p=0.034) antibodies when
compared to the European-derived group.

Concerning the FAS -1377G/A and FAS -670A/G polymorphisms no statistical
differences were observed in the genotypic and allelic frequencies between SLE patients
and controls in both ethnic groups as well as looking for the combined effects of both
polymorphisms in haplotypes analysis (data not shown). Results for the FASL gene
polymorphisms (Table 3) showed different genotypic and allelic frequencies for the FASL
—844T/C variant between the studied groups. African-derived SLE patients had a higher
frequency of CC genotype than controls (20% vs. 7%, p<0.001). In addition, carriers of the
CC genotype had a 4.51-times higher risk of developing SLE compared to subjects
carrying the TT genotype (Cl 95% 2.01 — 10.13, p<0.001). Moreover, African-derived
subjects carrying the CT genotype had a 1.90-fold increased risk of developing SLE (CI

95% 1.11 — 3.28, p=0.038) in comparison with those carrying TT genotype. Likewise, a
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higher frequency of C allele was observed in SLE African-derived patients as compared to
their controls (45% vs. 29%, p<0.001), with the overall OR of 2.02 for C allele (Cl 95%
1.42 — 2.86) in relation to T allele. Concerning the European-derived control group, the
frequencies of the FASL -844T/C polymorphism were not in Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE), avoiding further comparisons. In relation to FASL 1VS2nt-124A/G polymorphism,
genotypic and allelic frequencies did not differ between European- and African-derived
cases and controls.

The studied polymorphisms in FASL gene are in linkage disequilibrium. Thus, we
performed haplotype analyses (Table 4). Four haplotypes of FASL -844/FASL 1VS2nt-124
(T/A, T/G, C/A and C/G) were observed. Our results indicated that the FASL -844C/FASL
IVS2nt-124A haplotype was more frequent in African-derived patients when compared to
controls (45% vs. 27%, p<0.001), and that C/A haplotype carriers presented a 2.30-fold
increased risk of developing SLE (Cl 95% 1.58 — 3.36, p<0.001) in comparison to
individuals with the T/A haplotype.

With respect to genes from the intrinsic apoptosis pathway, we studied BCL-2 -
938C/A and BAX -248G/A polymorphisms (Table 5). BCL-2 -938C/A genotypic
frequencies in European-derived SLE patients were not under HWE. Analyzes of the BAX
-248G/A polymorphism showed significant differences in the frequencies of the GG, GA
and AA genotypes as well as G and A alleles between African-derived cases and controls.
Lower frequencies of GA heterozygous were observed in SLE patients when compared to
their controls (19% vs. 62%, p<0.001), with an OR of 0.12 in relation to individuals
carrying the GG genotype (CI 95% 0.02 - 0.51, p=0.003). SLE subjects had a lower

frequency of A allele than controls (11% vs. 38%, p<0.001; OR 0.21 CI 95% 0.08— 0.58).
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Finally, we investigated a potential relationship among these FAS, FASL, BCL-2
and BAX polymorphisms and clinical features of the disease (Table 6). Evaluating the
damage index (SLICC) and the presence of the variants studied, we observed a possible
association of the BCL-2 -938CA genotype and SLICC in European-derived group
(p=0.04). Nevertheless, the significance was lost after applying Bonferroni correction for

multiple comparisons.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study that investigated the joint role of
apoptotic related FAS, FASL, BCL-2 and BAX gene polymorphisms in the susceptibility
and pathogenesis of SLE. Since the SLE incidence and the frequencies of apoptotic-related
polymorphisms vary among different populations, our sample was classified according to
the ethnic origin [3, 46-50]. A previous study published by Santos et al. assessed
individual interethnic admixture and validated the classification criteria of European-
derived or African-derived subjects used in our Brazilian admixed population [51].

The two FASL polymorphisms evaluated (-844T — C, rs763110) and intron 2
(INV2nt_124 A — G, rs5030772) are reported to have fundamental effects on gene
expression and regulation. A substitution at -844 position was identified in the binding
motif for CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBPbeta), and the -844C allele was
associated with increased FASL expression [23, 52]. Our data concerning higher
frequencies of the CC genotype and of the C allele in African-derived SLE subjects,
suggests a possible association of increased FASL expression and an elevated risk for SLE.
Activated T cells expressing FasL are considered as major inductors of apoptosis in T, B

and antigen-presenting cells. T cells presenting higher amounts of FasL would provide a
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signal to accelerate the apoptosis through the interaction of TCR and CD28. This process
contributes to an excessive lymphocyte apoptosis and an impaired clearance of apoptotic
cells mediated by phagocytes, contributing to hyperactivity of B cells and the subsequent
overproduction of autoantibodies [49]. This same CC genotype (rs763110) was already
associated to lupus in three different ethnic populations, i.e Iranians, Taiwanese and
African Americans [3, 46, 49]. Of note, the C allele frequencies observed in the literature
were different among the distinct ethnic groups, and this situation will be further discussed
later. Back to FASL -844, as previously discussed, individuals carrying the FASL -844C
allele could present more apoptosis of activated lymphocytes and macrophages among
other cells, contributing to increased levels of nucleosomes in circulation and to the
production of autoantibodies. This, in turn, could lead to immune complexes formation and
to an overload of the body clearance system [46].

Although no statistical differences were observed for the allelic or genotype
frequencies of the rs5030772 variant, haplotypic analyses comprising both these FASL
polymorphisms were performed. In our study, a higher frequency of the C/A haplotype
was observed in African-derived SLE patients. This observation corroborates previous data
from a study with American SLE pedigrees that suggested that the activity of the FASL
promoter depends on a FASL -844T/C/-478A/T haplotype more than on the alleles of each
polymorphism individually [20], highlighting the importance of haplotypic studies.

Analyses of genetic polymorphisms involved in the intrinsic apoptosis pathway
revealed that the genotypic frequencies of BCL2 -938C>A polymorphism in European-
derived patients were not in HWE. Although a statistically significant difference in the
genotypic frequencies between SLE patients and controls was observed in this ethnic

group, the fact that genotypes were not in HWE hinders further extrapolations. However, a

70



role for Bcl-2 in lupus pathogenesis can be suggested since it may allow an increased
longevity of B cells, which, if related to pathogenic autoantibodies, will persist in the
periphery. Also, T lymphocytes with high Bcl-2 expression maintain an activated state in
vivo in SLE patients. This may lead to a hyperstimulation of the immune system in SLE,
although a direct involvement o Bcl-2 in this pathology is still to be established [53, 54].

With respect to the influence of the BAX -248G/A polymorphism in SLE, our data
revealed a possible contribution of this variant for the protection against the disease in the
African-derived population. This is the first study suggesting an association between a
SNP in the BAX gene and SLE. The BAX -248A variant is associated with reduced Bax
protein expression and reduced apoptotic efficiency, as observed in osteomyelitis patients
[55]. BAX-248G/A polymorphism have been also implicated in the risk of cancer, reduced
protein expression and failure to achieve complete response to treatment [56, 57].

Despite the possible role in SLE susceptibility, the polymorphic variants studied
were not associated with clinical progression of lupus in our patients. Also, the variants
studied could be in linkage disequilibrium with other susceptibility genes, which can
influence SLE susceptibility. This situation is exemplified by the distinct results seen in
our patients classified according to the ethnic origin. Although it was possible to observe
some gene associations with the group of patients classified as African-derived, the same
was not true for the European-derived individuals, suggesting an intereference of the
patients genetic background. Thus, although it seems clear that polymorphisms in genes
related to apoptosis are relevant to SLE susceptibility, the ethnic origin of patients should
also be taken into consideration.

In conclusion, our data support a role for apoptosis related gene polymorphisms in

SLE susceptibility. African-derived patients had higher frequencies of FASL genotypes,

71



alleles and haplotypes related to increased apoptosis. However, the patients presented
lower frequency of the BAX -248A allele, related to lower protein expression which could

represent a protective factor against to the disease.
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Table 1. Demographic, clinical and laboratorial features of SLE patients.

Patient’s features Whole European-derived African-derived p-value®
(427) (318) (109)

Whole 74.5% 25.5%

Females 91.8% (427) 90.9% (318) 94.5% (109) 0.235

Age (years) 47.84 +14.76 (427) 48.09 +15.12 (318) 47.11+13.70 (109)  0.529

Age of symptoms (years) ~ 30.52 + 13.42 (422) 30.26 + 13.55 (314) 31.28 + 13.08 (108)  0.440

Age at diagnosis (years) 32.48 +13.62 (413) 32.04+13.71 (307) 33.76 + 13.35 (106) 0.253

Malar rash 56.9% (427) 58.8% (318) 51.4% (109) 0.215
Discoid rash 13.8% (427) 13.5% (318) 14.7% (109) 0.888
Photosensitivity 74.7% (427) 79.9% (318) 59.6% (109) <0.001
Oral or nasal ulcers 35.6 % (427) 37.1% (318) 31.2% (109) 0.319
Arthritis 81.5% (427) 82.7% (318) 78.0% (109) 0.341
Serositis 29.4% (425) 28.2% (316) 33.0% (109) 0.402
Nephritis 44.3% (427) 45.0% (318) 42.2% (109) 0.696
Neurologic disorders 12.9% (427) 13.2% (318) 11.9% (109) 0.858
Hematologic disorders 76.6% (427) 72.6% (318) 88.1% (109) 0.002
Hemolytic anemia 24.1% (427) 24.2% (318) 23.9% (109) 1.000
Leukopenia/lymphopenia 62.3% (427) 57.9% (318) 75.2% (109) 0.002
Thrombocytopenia 18.7% (427) 18.2% (318) 20.2% (109) 0.770
Immunologic disorders 69.3% (424) 70.2% (315) 67.0% (109) 0.663
Anti-DNA 48.8% (424) 50.2% (315) 45.0% (109) 0.349
Anti-Sm 20.1% (422) 18.4% (315) 25.2% (107) 0.167
Anticardiolipin 27.6% (420) 28.4% (313) 25.2% (107) 0.607
Lupus anticoagulant 7.4% (420) 9.0% (312) 2.8% (108) 0.056
False-positive VDRL 5.2% (420) 5.8% (312) 3.7% (108) 0.562
ANA 99.5% (425) 99.7% (316) 99.1% (109) 0.448
Anti-Ro/SSA 43.2% (403) 37.6% (298) 59.0% (105) <0.001
Anti-La/SSB 12.7% (403) 10.4% (298) 19.0% (105) 0.034
Anti-RNP 30.5% (403) 30.2% (298) 31.4% (105) 0.911
Anti-Scl 70 2.7% (403) 3.0% (298) 1.9% (105) 0.799
Sjogren 8.3% (410) 9.6% (303) 4.7% (107) 0.169
APS 5.9% (409) 6.6% (302) 3.7% (107) 0.395
SLEDAI 1 (0-36) (379) 1 (0-21) (276) 1 (0-36) (103) 0.918
SLICC 1 (0-7) (406) 1 (0-7) (300) 1 (0-5) (106) 0.761

ANA: antinuclear antibody; APS: secondary antiphospholipid syndrome; SLEDAI: systemic lupus
erythematosus disease activity index; SLICC: systemic lupus international collaborating clinics; VDRL:
venereal disease research laboratory test. *Chi-squared test for qualitative variables and Mann-Whitney test

for quantitative variables.
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Table 2. Demographic characteristics of SLE patients and healthy controls.

Controls (543) SLE Patients (427) P value
Age (years) 39.02+11.24 (515)  47.84 + 14.76 (427) <0.0017
Ethnicity
European-derived 52.67% (515) 74.47% (427)
African-derived 47.33% (515) 25.53% (427)
Sex
Male 67.60% (463) 8.20% (427) N
Female 32.40 % (463) 91.8% (427) <0001
&Student's t test.

® Chi-square test with Yates.

Age: mean * standard deviation

81


http://www.physics.csbsju.edu/stats/t-test.html

Table 3. Genotypic and allelic frequencies of FASL -844 (T/C) and FASL 1VS2nt-124 (A/G) polymorphisms

between SLE patients and controls, according to ethnic origin.

FASL -844 T/C European-derived African-derived
Patients n=317 Controls n=284 Patients n=109 Controls n=231
n (freq.) n (freq.) n (freq.) n (freq.)
TT! 60 (0.19) 55 (0.19) 33 (0.30)° 115 (0.50)*
CT? 159 (0.50) 113 (0.40) 54 (0.50) 99 (0.43)
cc? 98 (0.31) 116 (0.41) 22 (0.20)° 17 (0.07)°
p=N/A° p<0.001
®adjusted residual, 32 p=0.00071
Padjusted residual, 32 p=0.00053
120R 1.90 (C1 95% 1.11 — 3.28) p=0.038
13 OR 4.51 (Cl1 95% 2.01 — 10.13) p<0.001
23 OR 2.37 (C1 95% 1.09 — 5.18) p=0.051
T 279 (0.44) 223 (0.39) 120 (0.55) 329 (0.71)
C 355 (0.56) 345 (0.61) 98 (0.45) 133 (0.29)
p<0.001
p=0.108 OR 2.02 (CI 95% 1.42 — 2.86)
FASL 1VS2nt-124 A/G n=306 n=278 n=108 n=189
AA 235 (0.77) 210 (0.76) 94 (0.87) 174 (0.92)
AG 65 (0.21) 65 (0.23) 14 (0.13) 15 (0.08)
GG 6 (0.02) 3(0.01) 0 (0.00) 0 (0.00)
p=0.619 p=0.230
A 535 (0.87) 485 (0.87) 202 (0.94) 363 (0.96)
G 77 (0.13) 71 (0.13) 14 (0.06) 15 (0.04)
p=0.993 p=0.242

“N/A: not applicable (genotypic frequencies were not in HWE).
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Table 4. Haplotype estimated frequencies of FASL -844 (T>C) and FASL 1VS2nt-124 (A>G) polymorphisms
in SLE patients and controls, according to ethnic origin.

FASL -844/FASL 1VS2nt-124 European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
2n=612 2n=556 2n=216 2n=368

TIAT 196 (0.32) 147 (0.26) 105 (0.49)? 252 (0.68)°

TIG? 74 (0.12) 70 (0.12) 14 (0.06) 15 (0.04)

CIA® 339 (0.55) 338 (0.61) 97 (0.45)" 101 (0.27)°

c/G* 3(0.01) 1 (0.002) 0 0
p=0.136 p<0.001

L20R 0.45 (C1 95% 0.19 — 1.04) p=0.123
13 OR 2.30 (CI 95% 1.58 — 3.36) p<0.001
23 OR 1.03 (Cl 95% 0.44 — 2.44) p=1.000

®Adjusted residual: p=2.0E-6
®Adjusted residual: p=1.7E-5
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Tabela 5. Genotypic and allelic frequencies of BCL-2 -938 (C>A) and BAX -248(G>A) polymorphisms
between SLE patients and controls, according to ethnic origin.

BCL-2 -938 C/A European-derived African-derived
Patients n=246 Controls n=260 Patients n=83 Controls n=80
n (freq.) n (freq.) n (freq.) n (freq.)
cc 61 (0.26) 46 (0.18) 21 (0.25) 32 (0.40)
CA 106 (0.43) 142 (0.55) 49 (0.59) 41 (0.51)
AA 79 (0.32) 72 (0.28) 13 (0.16) 7 (0.09)
p=N/A° p=0.093
C 228 (0.46) 234 (0.45) 91 (0.55) 105 (0.66)
A 264 (0.54) 286 (0.55) 75 (0.45) 55 (0.34)
p=0.715 p=0.060
BAX -248 G/A n=297 n=212 n=101 n=13
GG! 224 (0.75) 153 (0.72) 80 (0.79)* 4 (0.31)
GA? 67 (0.23) 55 (0.26) 19 (0.19)° 8 (0.62)"
AA3 6 (0.02) 4 (0.02) 2 (0.02) 1(0.07)
p=0.0012

#adjusted residual, %2 p=0.00019
> adjusted residual, %2 p=0.00065

p=0.677 1
20R 0.12 (IC 95% 0.02— 0.51) p=0.003
12 OR 0.10 (IC 95% 0.00— 7.36) p=0.391
230R 0.84 (I1C 95% 0.04— 55.82) p=1.000
G 515 (0.87) 361 (0.85) 179 (0.89) 16 (0.62)
A 79 (0.13) 63 (0.15) 23 (0.11) 10 (0.38)
p<0.001
p=0.538

OR 0.21 (I1C 95% 0.08- 0.58)

“N/A: not applicable (genotypic frequencies were not in HWE).
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Table 6. FAS, FASL, BCL-2 and BAX polymorphisms and their influence on the clinical and laboratory

characteristics of SLE patients, according to ethnic origin.

African-derived

European-derived

] P value® _ P value®
SLE patients SLE patients
APS thrombocytopenia
FAS -1377G/A Yes No FASL —844T/C Yes No
AG 75% 16.5% 0.003 cC 43.1% 28.2% 0.026
GG 25% 81.6% 0.006 CT 36.2% 53.3% 0.019
serositis APS
Yes No Yes No
AG 5.6% 24.7% 0.015 T 0% 20.6% 0.024
GG 94.4% 72.6% 0.008
leukopenia/lymphopenia
thrombocytopenia FASL IVS2nt-124A/G Yes No
AA Yes No GG 3.4% 0% 0.037
9.1% 0% 0.005 AG 26.3% 14.2% 0.011
AA 70.4% 85.8% 0.002
anti-DNA antibodies
FASL —844T/C Yes No
CcC 30.6% 11.7% 0.014
T 18.4% 40% 0.014
Immunologic disorders
Yes No
CcC 26% 8.3% 0.030
anti-DNA antibodies
BCL-2 -938C/A Yes No
AA 25.7% 8.3% 0.031
CcC 14.3% 33.3% 0.049

®After Bonferroni’s correction, all of the significant p values were lost. APS: secondary antiphospholipid

syndrome
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ABSTRACT

Apoptosis is a vital process for multicellular organisms and plays a critical role in
autoimmunity. Disturbances in apoptosis could increase the exposure of autoantigens and
the production of autoantibodies. Regulatory T cells (Treg) mediate the immunological
mechanisms of self-tolerance and prevention of autoimmunity. Patients with systemic
lupus erythematosus (SLE) showed T cells with altered expression of apoptotic genes and
proteins. In an attempt to understand the disturbances in SLE and to elucidate the influence
of apoptosis specially on Treg cells, 50 SLE women subjects and 50 healthy women blood
donors were evaluated. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) immunophenotyping
was performed in order to analyze Fas, FasL, Bcl-2, Bax and p53 protein expression by
flow cytometry. Analysis at genetic level was performed by specific TagMan Gene
Expression Assays. SLE patients showed an increased frequency of Treg cells (p=0.001,
vs. controls) and a greater density of FoxP3 expression (p=0.003 vs. controls). In addition,
SLE subjects showed increased frequency of CD4" T cells expressing Fas and p53
(p=0.002 and p=0.025 vs. controls, respectively) and CD8" T cells expressing Bax and p53
(p=0.001 and p<0.001 vs. controls, respectively). The lower frequency of CD4" T cells
expressing Bcl-2 (p<0.001 vs. controls) was supported by the relation found between the
decreased percentage of CD4" T expressing Bcl-2 and the disease severity (p=0.031) and
also by the downregulated BCL-2 gene in SLE patients (p=0.02 vs. controls). CD8" T cells
expressing p53 were associated with anti-DNA antibodies (p=0.02). A higher frequency of
cell death in peripheral lymphocytes from SLE patients was also observed (p=0.001 vs.
controls). In conclusion, our data point out to an apoptotic pathway deregulation in SLE
pathogenesis, mediated in part by altered apoptosis protein expression on T cell

subpopulations.
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INTRODUCTION

The immunological regulatory mechanisms that maintain self-tolerance and prevent
autoimmune conditions are in part mediated by regulatory T cells (Treg cells), which
correspond to 5-10% of peripheral blood CD4" T cells in healthy humans and mice (1).
Treg cells suppress autoreactive lymphocytes, inhibiting the activation and expansion of
CD4" T helper cells, the differentiation of cytotoxic CD8" T cells as well as inhibiting B
cell activation (2). Their suppressive capacity is mediated by the secretion of suppressive
cytokines, such as TGF-p and IL-10, cell-to-cell contact or even through the active transfer
of small metabolites (3). The hallmark of Treg cells is the expression of the forkhead
transcription factor FoxP3 (4) concomitantly with low CD127 and high CD25 membrane
expression (5, 6). CD4*CD25'CD127""" T cells are a naturally occurring Treg in human
peripheral blood (7). The loss of self-tolerance could induce autoimmune conditions that
cause damage to the organism triggering inflammatory and deleterious responses that, in
turn, promote tissue injury. Systemic lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory
chronic autoimmune disease in which environmental factors, in a genetically susceptible
individual, induce the activation of both innate and adaptive immune responses, resulting
in loss of immunological tolerance and autoantibody production (8, 9). Treg cells are
important in SLE pathogenesis since abnormalities in this subpopulation may contribute to
T and B cell hyperactivity. However, the exact function of Treg cells in this disorder is still
a focus of debate, since different studies have reported decreased, normal or even increased
numbers of Treg cells with distinct suppressive capacity in SLE patients (10-14). This
heterogeneity may be partially explained by the criteria used to characterize the Treg

subpopulation. Furthermore, the degree of disease activity and the use of distinct

90



immunosuppressive therapies by the patients as well as different methodological
approaches could contribute to the divergence of findings (15).

SLE is also characterized by an imbalanced pro- and anti-inflammatory cytokine
profile, by the occurrence of hyperactive immune cells, lymphocyte subset abnormalities,
systemic inflammation and organ damage. In SLE pathogenesis, immune complexes of
antinuclear antibodies (ANAS) and nuclear antigens accumulate in the tissues and stimulate
cytokine production, systemically intensifying inflammation (16). Although the SLE
etiology has not yet been fully unveiled several mechanisms have been proposed to explain
disease development. Among them, defective apoptosis and impaired clearance of
apoptotic cells seems to be good candidates (17-19). Considering the importance of
apoptosis in autoimmune development, the understanding of how the programmed cell
death process participates in the pathogenesis of SLE is critical. Apoptosis is a regulated
process important to normal biologic functions in all multicellular organisms. It is essential
for cell elimination, lymphocyte repertoires development and immune response regulation
(18, 20). Apoptosis is characterized by membrane blebbing, cleavage of DNA and
degradation of cellular components. It is well established that the extracellular release of
nuclear antigens from cell death may induce immune complexes formation, which are
considered pathogenic and an important hallmark in SLE development (16). Apoptosis
potentially plays a relevant role in SLE pathogenesis in different ways: (1) a defective
apoptosis may lead to impaired elimination of autoreactive T and/or B lymphocytes,
leading to the loss of self-tolerance; (2) the presentation of self-antigens and/or the
exposure of modified proteins may trigger immune responses and induce B cells that
produce autoantibodies; (3) the induction of apoptosis may be an effector mechanism

directly causing cell damage in SLE individuals (20-23). Investigations support that SLE
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patients show increased apoptosis of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),
especially of T lymphocytes (24), and a decreased resistance of activated T cells to
apoptosis (25).

Both the extrinsic and intrinsic apoptosis signaling pathways were already
approached in autoimmunity. For instance, it has been suggested that abnormal apoptosis
may be a consequence of alterations in genes and proteins related to programmed cell
death, such as Fas and Bcl-2 (23). Recent reports pointed out an elevated expression of Fas
and FasL on T cell surface that contribute to increased apoptosis rate in patients with lupus,
playing important role in dysfunction of immune regulation (22, 26-28). Moreover, the
impaired cell death mediated by Bcl-2 affects the development of Treg cells and limits
their function in mice (29). Considering that immunosuppression regulated by Treg cells
and the death of immune effector cells are both essential for the maintenance of
immunological tolerance, any failure in these processes could result in an exacerbated
immune response and consequently in autoimmune disease development. Despite the well-
established role of proteins regulating extrinsic and intrinsic apoptosis pathways in the
immune system homeostasis and observations of their frequent deregulation in
autoimmune disorders, it is still poorly understood how these proteins affect the
development and function of T helper and Treg cells in SLE. In this context, we
investigated the key molecular and cellular mechanisms involved in SLE development, by

analyzing the expression of Fas, FasL, Bax, Bcl-2 and p53 genes and proteins.

MATERIALS AND METHODS

Study population
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This is a prospective controlled cross-sectional study that included 50 women who
fulfilled the American College of Rheumatology (ACR) criteria for SLE diagnosis (30) and
50 healthy women blood donors. The SLE patients were recruited at the Division of
Rheumatology from Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil. Data about
demographic, clinical and laboratory characteristics of SLE patients were collected from
medical records filled in the Medical Archive Service and Health Information (Table 1).
The mean age of patients was 42.18 + 10.51 years and the mean age of first symptoms and
diagnosis were 28.66 + 11.23 and 31.24 + 11.69 years, respectively. SLE patients were
evaluated according to presence or absence of malar rash, discoid rash, photosensitivity,
oral or nasal ulcers, arthritis, serositis, pleurisy, pericarditis, nephritis, neurological
manifestations, hematologic events (hemolytic anemia, leucopenia/lymphopenia and
thrombocytopenia), positive antinuclear antibody (ANA) (titer >1:100) and other auto-
antibodies (anti-double-stranded DNA, anti-Sm, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP,
anti-Scl70, anticardiolipin, lupus anticoagulant and false positive VDRL), and established
therapy (glucocorticoids, cyclophosphamide, methotrexate, azathioprine,
chloroquine/hydroxychloroquine, mycophenolate mofetil, cyclosporine and rituximab).
The patients were also evaluated for the presence of Sjogren's Syndrome and Secondary
Antiphospholipid Syndrome (APS), according to the criteria of classification defined for
both diseases (31, 32). SLICC (systemic lupus international collaborating clinics) damage
index (33) and the disease activity assessment using SLEDAI (systemic lupus
erythematosus disease activity index: SLEDAI=6-10: moderate SLE; SLEDAI=1-5 mild
SLE; SLEDAI=0: inactive SLE) (34) were also performed for all patients. The control
group consisted of 50 healthy women blood donors with a mean age of 34.90 + 12.53,

without autoimmune disease history, recruited at the Haemotherapy Service from HCPA.
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At the time of recruitment, written informed consent was obtained from all participants.
This study was approved by the Ethics Committee of UFRGS (96.672) and HCPA

(23200).

Blood collection and cell preparation

Peripheral blood (10 mL) was collected in EDTA tube by venipuncture and the
plasma samples were immediately stored at -80°C. PBMCs were isolated by density
gradient using Ficoll-hypaque (Pharmacia). After centrifugation, the PBMCs were
collected and washed two times in 1X PBS. The cell pellet was suspended in 1mL of
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) supplemented with 10% of FBS (Fetal Bovine
Serum, Sigma-Aldrich), 2% glutamine and 100 U/ml penicillin-0.1 mg/ml streptomycin
(Sigma-Aldrich). Cells were counted by means of microscopy in a Neubauer Chamber and
the viability always exceeded 95%, as judged from their ability to exclude Trypan Blue
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Then, PBMCs were added on 96 well plates "U bottom™

at a concentration of the 200.000 cells/well for subsequent staining with antibodies.

Immunophenotyping

The isolated PBMCs were incubated with specific antibodies in order to analyze the
expression of Fas, FasL, Bcl-2, Bax and P53 on different T cells subsets. The following
labelled monoclonal antibodies were used, according to the manufacturer's instructions:
isotype controls, CD3-FITC or CY.5, CD4-CY.5, CD8-PE or CY.5, CD25-FITC, PE or
APC-H7, FoxP3-PE or ALEXA 647, CD95(Fas)-FITC, Bcl-2-FITC, P53-ALEXA-
FLUOR 488, CD127-PE, CD56-FITC, CD16-PE, all purchased from BD Biosciences, San

Diego, CA. We also used the antibodies anti-Bax-ALEXA FLUOR 488 (Santa Cruz
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Biotechnology, Dallas, Texas) and anti-CD178(FasL)-PE (eBioscience, San Diego, CA).
Non-stained controls were included in all experiments. After surface markers staining for
20 minutes in dark and room temperature, cells were washed twice and resuspended in
staining buffer (bovine serum albumin 0.1%, sodium azide 0.02% and PBS 1X). The
intracellular staining for FoxP3, Bcl-2, Bax and p53 was performed after cell
permeabilization using the BD Pharmingen™ Transcription Factor Buffer Set according to
the manufacturer’s instructions (BD Biosciences, San Diego, CA) and kept at 4°C for 40
minutes protected from light. The cells were washed and suspended in staining buffer. The
frequency of cells expressing the surface and intracellular markers was measured by flow
cytometry (BDFACSAria™ III cell-sorter flow cytometer - BD Biosciences, San Diego,
CA). We also evaluated the frequencies of early apoptosis and cell death using the
Annexin V-FITC and 7-AAD cell viability dye, respectively, both from BD Biosciences,
San Diego, CA. Furthermore, the mean fluorescence intensity (MFI) of Treg cells
(CD4*CD127"°"CD25""Foxp3*) was estimated. The frequency of positive cells was
calculated from lymphocyte gates and 30.000 events were gated by size (FSC) and
granularity (SSC). Compensation was made with non-stained and single stained controls.
The raw data of FACS analysis was processed using the software FlowJo 7.5.5 (Tree Star

Corporation, Ashland, OR).

Whole blood RNA extraction and cDNA synthesis

An aliquot of peripheral blood sample were collected from a group of 20 SLE
patients and 29 healthy controls and immediately used for RNA isolation, which was
performed using the QlAamp RNA Blood Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)

following the manufacturer’s instructions. For cDNA synthesis, we followed the ImProm-
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II™ Reverse Transcription System for RT-PCR kit (Promega,USA) standard protocol,
employing for each sample a standard RNA input of 500ng. Oligo(dT) was used as primers

in all samples.

Gene expression analysis

FAS, FASL, BCL-2, BAX and TP53 cDNA were amplified with specific TagMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, USA) using the ABI 7500 SDS platform
(Applied Biosystems, USA). GAPDH was the housekeeping gene used for normalization.
Relative quantitative expression was calculated as Fold Change (FC) following the

indications (35).

Statistical analysis

All variables were tested for normality of distribution by means with the
Kolmogorov-Smirnov test. Statistical analysis of data was performed using Student's t or
Mann-Whitney tests and ANOVA one way or Kruskal-Wallis tests. Comparisons between
frequencies of cells expressing different apoptosis markers and the activity index
(SLEDAI) was performed using ANOVA one way or Kruskal-Wallis tests and Student's
test when appropriate. Student's t-test was also used as post test to compare the gene
expression levels between the studied groups. The significance level was set at a=0.05
(two-tailed). Analysis of data were performed through the SPSS 15.0 Software (Inc,

Chicago, IL).

RESULTS
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Demographic, clinical and laboratory characteristics of SLE patients were
summarized in Table 1. The most frequent clinical characteristics presented by the sample
of 50 female SLE patients were hematologic (82%) and immunologic disorders (78.3%),
with 100% of patients having positivity for ANA, followed by photosensitivity (74%).
Concerning the activity of the disease (SLEDAI), 50% of patients were classified with
active SLE (mild and moderate) and 50% with inactive SLE. Furthermore, 60% use

immunosuppressive therapy and 84% use antimalarial therapy.

Frequency of CD4*CD127"°"CD25"¢" cells expressing Foxp3 in PBMCs from SLE
patients

The subset of natural Treg cells shows a potent immunosuppressive capacity and
contributes to immunological self-tolerance, which is lost in SLE context (36). We
evaluated the frequency of CD4'CD127"°“CD25"%" cells in SLE women patients and
controls (Table 2). Data showed a higher frequency of peripheral blood Treg cells in SLE
women when compared to healthy controls (11.70 + 1.00 vs. 7.78 +0.49, p=0.001;
Figurela). The CD4'CD127°“CD25"%" cells from SLE patients also showed a greater
density of FoxP3 expression (as estimated by MFI), in relation to controls (270.21 +
139.74 vs. 7.03 £ 1.35, p=0.003; Figurelb and c). Moreover, interestingly our data showed
that the frequency of CD4*CD127°“CD25"" subpopulation appears to increase with the
severity of the disease, although no statistical difference in the frequencies of cells was
found among the groups according to SLEDAI (Table 3).

We also investigated whether the number of Treg cells differed in SLE patients

using immunosuppressive therapy in relation to those who do not use. The results showed
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a slight increase, but not significant, on proportion of CD4*CD127"°"CD25"%" cells in

patients using immunosuppressive therapy (13.02 £ 1.34 vs. 9.73 + 1.41).

Fas and FasL proteins expression on different subsets of T cells

We have also addressed the influence of Fas (CD95) and FasL (CD178) proteins
expression on the surface of CD4" T, CD8" T and Treg cells in SLE (Table 2). Women
with SLE presented a higher frequency of CD4" T cells expressing CD95 when compared
to controls (51.64 + 2.97 vs. 39.46 + 2.30, p=0.002). No differences were observed in the
frequencies of CD8+ T cells and Treg cells populations expressing CD95 between the
groups (Figure 2a and b). The percentage of CD3" T, CD4" T, CD8" T and Treg cells

positive for CD178 were similar between SLE patients and controls.

Bcl2 family proteins expression

The frequency of CD4" T cells expressing the antiapoptotic Bcl-2 intracellular
protein was significantly decreased in SLE women as compared to controls (87.96 + 1.62
vs. 94.50 + 0.68, p<0.001). No difference was found in the frequency of CD8" T and Treg
cells expressing Bcl-2 between groups (Table 2, Figure 3a). Otherwise, with respect to
Bax, a proapoptotic protein belonging to the same Bcl-2 family, women with SLE
presented an increased number of CD8" T cells expressing Bax than controls (63.88 + 5.16

vs. 24.71 £ 8.76, p=0.001, Figure 3b).

P53 protein expression
Evaluating lymphocytes from SLE patients and controls concerning the expression

of p53 protein, we have identified a significantly higher frequency of both CD4™ T and

98



CD8" T cells expressing p53 in SLE patients when compared to controls (13.35 + 1.74 vs.
11.62 + 2.34, p=0.025 and 25.35 + 3.95 vs. 0.5 £ 0.33, p<0.001 respectively; Figure 4a).
Interestingly, it was possible to observe an increased number of CD8+ T cells expressing
p53 in SLE patients with positivity for anti-DNA antibodies in relation to those without
anti-DNA antibodies (31.06 £ 4.97 vs. 16.17 + 2.50, p=0.02; Figure 4b). We found no
statistically significant difference in the frequencies of T reg cells expressing p53 between

the studied groups (Table2, Figure 4a).

Apoptosis of T cells in SLE patients and controls

We measured the rate of apoptosis in lymphocytes from SLE patients and controls
using AnnexinV binding as an indicator of phosphatidyl serine surface exposure in early
apoptotic cells and 7-AAD DNA staining as cell death indicator. Through the dot plots, we
differentiated viable cells (Annexin V- 7-AAD") from early apoptotic cells (Annexin V*7-
AAD) and cell death (Annexin V*7-AAD"). Our data showed that SLE patients presented
a higher percentage death of lymphocytes (CD3"Annexin V* 7-AAD") as compared to
control group (1.66 £ 0.36 vs. 0.65 + 0.08, p=0.001) (Table 2, Figure 5a and b). No
difference was found in relation to the rate of early apoptotic cells (CD3*Annexin V*7-

AAD") between the groups.

Apoptotic proteins expression and the SLEDAI

Considering the disease activity index (SLEDAI), from 50 patients sampled with
SLE, 5 patients presented moderate SLE (SELDAI = 6-10), 20 patients had mild SLE
(SLEDAI = 1-5) and 25 showed inactive SLE (SLEDAI = 0). In order to address whether

the disease activity influences the frequency of T cells, we evaluated the proportion of T
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cells expressing the apoptotic markers in the three groups according to the SLEDAI. Our
analysis showed that SLE patients with inactive disease had a higher frequency of CD4" T
cells expressing Bcl-2 when compared to patients with active disease (moderate) (91.05 +

1.87 vs. 76.80 £ 10.09; p=0.031; Table 3, Figure 3c).

FAS, FASL, BCL-2, BAX and TP53 expression by real-time quantitative PCR

Analysis of mRNA levels of apoptotic genes were performed in 20 SLE patients
and 29 controls. Our data revealed that SLE patients showed a lower expression of
antiapoptotic BCL-2 gene when compared to controls (-1.43-fold, p=0.02, Figure 6). No

significant difference was found in relation to the mRNA levels of other genes studied.

DISCUSSION

In the preset study, we proposed a comprehensive and global analysis of apoptosis
in SLE, through the investigation of some apoptotic markers, at genetic and protein levels,
on different subpopulations of T cells, especially on Treg cells. Initially, the frequency of
Tregs was evaluated in PBMCs from SLE patients and compared with healthy controls. A
major barrier on the study of Treg cells concerns the very definition of this subset through
specific cell surface biomarkers in order to distinguish Treg from other regulatory or
effector T cells. It was established that Treg cells with suppressive capacity express lower
levels of IL-7R (CD127) than other CD4" T cells and that CD127 expression is inversely
correlated with Foxp3 on these cells (37). Thus, we choose to define our regulatory T cells
as CD4"'CD127°"CD25"¢"Foxp3*.

Our data showed that the number of CD4*CD127°“CD25"%"cells was increased in

the peripheral blood of SLE patients and that these cells showed a higher density of FoxP3
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expression in comparison to healthy controls (p=0.001 and p=0.003, respectively). The
frequency of Treg cells in SLE has been measured by multiple groups (38-40). Unlike our
findings, most of them have observed decreased Treg cell percentages in SLE patients.
Moreover, this decreased proportion of Treg cells was inversely correlated with disease
activity in several studies (41, 42). Our data showed a possible but weak positive relation
between the frequency of Treg cells and SLEDAI index, since, although not statistically
significant, the Treg cells frequency increased with the SLE severity. Venigalla et al.
reported an increase in Treg cell frequency in active SLE patients. However, the
fluorescence intensity mean of FoxP3 in CD4'CD25"" T cells did not differ between
patients with active SLE and donors (38). Some data have pointed out that defects in
suppression mediated by Treg cells are related with disease activity (38, 43). One of the
main question that motivated our study was the fact that defects in the Treg suppressive
capacity have been attributed to an increased sensitivity of these cells to apoptosis
mediated by the death receptor Fas (44).

When we investigated the possible influence of immunosuppressive therapy in the
number of Treg cells, we observed a slight, but not significant, increase of Treg cells in
those patients who use immunosuppressive drugs compared to those not using such
therapy. Elevated frequencies of Treg cells in SLE patients following treatment with
corticosteroids were already reported by other groups (45-47).We suggested that as most
patients in our study are using some therapy to control the disease, this may be inducing
the expansion or generation of Treg cells. It had been already discussed that a high number
of Treg cells may be due to over-expression and modulation of glucocorticoid-induced
TNF-receptor or due to an increase in the expression of cytokines receptors and

consequently high expression of CD25. Other studies showed that corticosteroids suppress
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the expression of proinflammatory cytokines while induce TGF-p expression and that
steroids may induce apoptosis in CD4"CD25" T cells indirectly increasing the frequency of
Treg (45, 48).

Apoptosis plays an important role in SLE pathogenesis (20). Several groups have
demonstrated the altered expression of molecules involved in apoptotic regulation on
different subpopulations of T cells (22, 28, 49). Since there are two main pathways
involved in apoptosis, the extrinsic pathway activated by ligation of Fas/FasL, and the
intrinsic pathway, mediated by the mitochondria (29), we studied relevant apoptosis
proteins on T cells subsets which are involved in both pathways: Fas, FasL, Bcl-2, Bax and
p53. In normal immune circumstances, the activity against self-antigens is prevented by
mechanisms related to the Fas pathway of apoptosis, which is involved in the process of
immune tolerance by the deletion of autoreactive T and B cells (28). In the present work, a
higher frequency of CD4" T cells expressing Fas was observed in SLE women when
compared to controls (p=0.002). In contrast, no differences were seen in the frequencies of
positive cells for its ligand FasL on the different T cell subsets evaluated between SLE
patients and controls. Our findings are in accordance with other studies that showed a
higher expression of Fas on PBMCs from SLE patients (27, 28, 49, 50). Considering that
increased Fas expression results in a higher susceptibility to Fas-mediated apoptosis, it
may contribute to increase apoptosis levels in lymphocytes in SLE patients (28). It is
already known that interactions between Fas and FasL have a profound impact on self-
tolerance and autoimmune development. Failure to express either Fas or FasL leads to the
production of autoantibodies in mouse strains and is associated with accelerated clinical

disease in almost all SLE-prone murine lines (51).
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Proteins of the Bcl-2 family are critically involved in selection and maturation
processes of T cells in the thymus. Its role in the immune system and their frequent
deregulation in autoimmune pathologies have been already proposed (29). When we
evaluated T cells subsets according to the expression of the intracellular proteins Bcl-2 and
Bax, we observed a downregulation of antiapoptotic Bcl-2 in CD4" T cells and an
upregulation of proapoptotic Bax in CD8" T cells in SLE women (p<0.001 and p=0.001,
respectively). Both data pointed to a possible increase of T cells suffering apoptosis in
these patients. Although it is already know that changes in the intrinsic pathway contribute
to autoimmunity and that the overexpression of Bcl-2 in mice impairs the negative
selection of thymocytes and developing of B cells, little or fragmented information is
available about how the regulation mediated by Bcl-2 and Bax impacts the T cell apoptosis
susceptibility (29). In contrast to previous studies, our work did not show an increased
frequency of T cells expressing Bcl-2 in SLE patients (50, 52-55). Remarkably, there is
data suggesting that immunosuppression therapy contributes, directly or indirectly, to the
reduction of Bcl-2, since immunosuppression modify the disease by modulating and
restoring the apoptotic deregulation (52), which could partly explain our findings.
According to Graninger et al., SLE patients and controls did not differed with respect to
intracellular Bax intensity, differently than we found. Further, these authors observed that
the addition of interleukin-2 (IL-2) in lymphocytes in culture enhanced the Bcl-2
expression already elevated in SLE patients, but Bax levels remains unaltered (53). In
2012, a study conducted with lupus nephritis (LN) patients, revealed a higher expression of
Bax in LN tissues when compared to controls, suggesting that apoptosis might be induced
through pathways regulated by these proteins in SLE (56). Moreover, we observed that

SLE patients with moderate disease (active disease) had a lower frequency of CD4" T cells

103



expressing Bcl-2 when compared to patients with inactive disease (p=0.031) indicating a
relation with our previous results between cases and controls regarding the influence of
decreased Bcl-2 expression in SLE. Differently, Miret et al. observed a significant
correlation between Bcl-2 and SLEDAI (p<0.001) (57).

We also evaluated T cells expressing the p53 tumor suppressor protein in SLE
patients and controls. p53 induces apoptosis through several mechanisms (58). When p53
binds to DNA, it activates the transcription of proapoptotic genes, such as Fas. Many
studies have suggested that p53 can also induce apoptosis through the mitochondrial
pathway (59, 60). Our data showed an increased frequency of CD4" and CD8" T cells
expressing p53 in SLE patients compared to controls (p=0.025 and p<0.001 respectively).
We also observed an increased number of CD8" T cells expressing p53 in SLE patients
with positivity for anti-DNA antibodies in relation to those who were negative to this
marker (p=0.02), suggesting that the enhanced expression of p53 may increase apoptosis.
Subsequently, the release of intracellular material from the apoptotic cells may cause an
overproduction of autoantibodies. It was already reported that SLE development in humans
is correlated with increased p53 levels in lymphocytes and defects in apoptosis mediated
by p53 (61, 62). p53 is implicated in the control of the cell cycle through the stimulation of
autoreactive cells apoptosis and Miret et al. reported that p53 plays a role not only in the
pathogenesis, but also in SLE activity and that IL-10 may influence SLE activity by
inhibiting the p53 and Bcl-2/Fas apoptosis pathway in autoreactive cells (57).

In addition to evaluating the expression of apoptosis-related proteins in different T
cell subsets, we also addressed the frequency of initial apoptosis and cell death in SLE. In
lymphocytes, the phosphatidylserine is located on the inner leaflet of the plasma

membrane. During apoptosis occurs the translocation of phosphatidylserine to the outer
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leaflet. Using Annexin V as an indicator of phosphatidylserine surface exposure in early
apoptotic cells and 7-AAD staining as cell death indicator, we observed that SLE patients
presented an increased frequency of lymphocytes death (p=0.001). However, whether these
cells are late apoptotic or necrotic cells is still to be determined. Our findings are in
accordance with a previous study demonstrating that the percentage of necrotic cells was
higher in SLE patients comparing to controls. But, in contrast, this study revealed
increased early apoptotic cells in patients with active disease and with inactive disease in
relation to controls (28).

Finally, we performed analysis of apoptotic markers at the mMRNA level to compare
with the findings at protein level through the expression of FAS, FASL, BCL-2, BAX and
TP53 mRNA from PBMCs of SLE patients and controls. Our results showed a
downregulation of antiapoptotic BCL-2 in SLE patients (p=0.02), going to the same
direction of the results at protein level, in which there was a lower frequency of CD4™ T
cells expressing Bcl-2. Recently, Rastin et al. observed significantly lower levels of FASL
in SLE patients (18). Although we observed high levels of T cells expressing Fas, Bax and
p53 in SLE patients, our genetic approaches did not revealed the same tendency. This fact
could be attributed to two main causes: (1) defects in the clearance of apoptotic cells,
which could result in accumulation of apoptotic cells (18, 63); (2) the gene modulation by
therapy. An interesting work, evaluating large-scale differential gene expression in T cells
from SLE patients with glomerulonephritis before and after immunosuppressive treatment,
reported that P53 gene was repressed in untreated patients and induced during treatment
(64).

The main question of this work was to evaluate whether the frequency of Treg cells

in SLE could be influenced by the expression of pro and antiapoptotic proteins. Although
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our data showed an increased frequency of Treg cells in SLE patients, no differences
regarding the expression of apoptosis related proteins were observed on this cell
subpopulation. Thus, apoptosis may have a dual role in the pathogenesis of SLE. On one
hand, this process might be beneficial in directing the deletion of self-reactive lymphocytes
and maintenance of peripheral tolerance. In this sense, defects in apoptosis could lead to
the persistence of autoreactive T or B cells. On the other hand, enhanced apoptosis could
generate altered self-antigens which can stimulate autoantibodies production and triggers
an autoimmune response (65).

In conclusion, we demonstrated differences in the repertoire of pro and
antiapoptotic proteins that reflect an increase in the frequency of cell death, suggesting
defects in the apoptosis pathways in SLE patients. Further, increased apoptosis could lead
to a decrease in the CD4" T cell repertoire and contribute to infection susceptibility, further
increasing the risk for SLE development. Taking together, our results indicate that the
apoptosis deregulation observed here may be associated with a deficient immune
regulatory capacity in SLE. Further studies are needed to confirm our data in order to fully
elucidate the molecular and cellular mechanisms by which abnormal apoptosis of T cells

contributes to SLE pathology.
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Figure 1. Frequency of natural Tregs and FoxP3 expression on PBMCs from SLE women patients and
healthy women controls.We used specific antibodies against surface CD4, CD127, CD25 and intracellular
Foxp3. Analysis of FoxP3 densities on Treg cells between SLE patients and healthy controls were also
performed by flow cytometry. (a) The lymphocytes population was first defined. Dot plots were gaited on
CD4" T cells from PBMCs (based on forward and side scatter and CD4 stained). CD127"°“CD25"" were
boxed, and the number in the dot plot represents the percentage of gated cells expressing the relevant
markers. A higher frequency of CD4'CD127"°“CD25"%"cells from SLE women was observed when
compared to healthy women (p=0.001). (b) Histogram of the area in which cells are CD4*CD25"""CD127""
was created in order to determine the intensity of FoxP3 expression (estimated by MFI). (c) The results
revealed high FoxP3 densities on Treg cells from SLE patients (MFI: 270.21 + 139.74) when compared to
controls (MFI: 7.03 + 1.35, “'p<0.01). The experiments are representative of measurements between: (a) 50
patients and 43 controls, (b) and (c) 34 patients and 24 controls.

MFI1 = mean of fluorescence intensity; SLE = systemic lupus erythematosus; Tregs = regulatory T cells.
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Figure 2. Frequencies of CD4" T, CD8"T and Treg cells expressing Fas (CD95) between SLE women
patients and healthy women controls. Dotplots defining the CD4"CD95" and CD8"CD95"cell populations
were boxed. For analysis on Treg subpopulation, dot plots were gaited on CD4" T cells from lymphocytes
and dotplots defining FoxP3"'CD95" in CD127"°"CD25""T cells were traced. (a) Dot plots were gaited on
CD4'CD95" T cells and the number in the dot plot represents the percentage of gated cells expressing the
relevant markers. (b) Women with SLE showed a higher frequency of CD4" T cells expressing CD95 when
compared to controls (51.64 + 2.97 vs. 39.46 + 2.30; **p<0.01). The experiments are representative of
measurements between: (a) 50 patients and 50 controls, (b) 12 patients and 7 controls for CD8'T analysis

and 34 patients and 24 controls for Treg analysis.

SLE = Systemic Lupus Erythematosus; Treg = regulatory T cells.
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Figure 3. Frequencies of CD4" T, CD8"T and Treg cells expressing Bcl-2 family intracellular proteins.
Dotplots defining the CD4"Bcl-2*, CD8"Bcl-2" and CD4"Bax’, CD8"Bax" cell populations were boxed. For
analysis on Treg subpopulations, dot plots were gaited on CD4" T cells from lymphocytes and dotplots
defining FoxP3'Bcl-2* and FoxP3'Bax" in CD127°“CD25"" T cells were traced. (a) CD4" T cells
expressing antiapoptotic Bcl-2 was significantly decreased in SLE women compared to controls (87.96 +
1.62 vs. 94.50 + 0.68; **p<0.01). (b) We observed an increased number of CD8" T cells expressing
proapoptotic Bax protein in SLE women than controls (63.88 + 5.16 vs. 24.71 + 8.76; **p<0.01). (c) A
statistically significant difference in the frequencies of CD4" T cells expressing Bcl-2 between SLE patients
according to SLEDAI was observed. SLE women patients with active (moderate) disease had a lower
frequency of cells expressing Bcl-2 protein when compared to patients with inactive disease (76.80 + 10.09
vs 91.05 + 1.87; *p<0.05). The experiments are representative of measurements between: (a) 50 patients and
50 controls for CD4" T analysis, 12 patients and 7 controls for CD8'T analysis and 34 patients and 24
controls for Treg analysis, (b) 50 patients and 50 controls for CD4" T analysis, 12 patients and 7 controls for

CD8'T analysis and 34 patients and 25 controls for Treg analysis, (c) 50 patients.

SLE = Systemic Lupus Erythematosus; Treg = regulatory T cells; SLEDAI = systemic lupus erythematosus
disease activity index.
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Figure 4. Frequencies of CD4" T, CD8™T and Treg cells expressing p53 intracellular protein. Dotplots
defining the CD4"p53*, CD8*p53*cell populations were boxed. For analysis on Treg subpopulation, dot plots
were gaited on CD4" T cells from lymphocytes and dotplots defining FoxP3*p53* in CD127"CD25"" T
cells were traced. (a) We observed a higher frequency of both CD4" T and CD8" T cells expressing p53 in
SLE patients when compared to controls (13.35 £ 1.74 vs. 11.62 + 2.34; *p<0.05 and 25.35 + 3.95 vs. 0.5 +
0.33; **p<0.01 respectively). (b) An increased proportion of CD8+ T cells expressing p53 in SLE patients
with positivity for anti-DNA antibodies in relation to those without the antibodies presence was observed
(31.06 £4.97 vs. 16.17 £2.50, *p<0.05).The experiments are representative of measurements between: (a) 50
patients and 50 controls for CD4" T analysis, 12 patients and 7 controls for CD8*T analysis and 34 patients
and 26 controls for Treg analysis and (b) 11 patients.

SLE = Systemic Lupus Erythematosus; Tregs = regulatory T cells.
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Figure 5. Early apoptosis and cell death of lymphocytes from SLE patients and controls. We identified early
apoptotic cells using Annexin V binding as an indicator of phosphatidyl serine surface exposure and 7-AAD
DNA staining as cell death indicator by flow cytometry. (a) Through the dot plots, we differentiated viable
cells (lower left), early apoptotic cells (lower right), and cell death (upper left). (b) Our data showed that SLE
women patients had an increased percentage of lymphocytes death (CD3* Annexin V' 7-AAD") in
comparison with control group (1.66 + 0.36 vs. 0.65 + 0.08; **p<0.01). No difference was found in relation
to rate of early apoptotic cells (CD3+ Annexin V* 7-AAD) between the groups. The experiments are

representative of measurements between: (a) and (b) 47 patients and 50 controls.

SLE = Systemic Lupus Erythematosus 7-AAD = 7-Amino-Actinomicina-D
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Figure 6. Target genes expression in SLE patients comparing with healthy controls using real-time
quantitative PCR. The results were normalized to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
expression. Target genes expression in healthy controls is normalized to 1 (not reported in the graph). *p =<
0.05.
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Table 1. Demographic, clinical and laboratorial features of SLE patients.

Patient’s features

% (n)

Age (years)

Ethnicity
European-derived

Age of symptoms (years)

Age at diagnosis (years)

42.18 + 10.51(50)

74% (37)
28.66 + 11.23 (47)
31.24 + 11.69 (49)

Malar rash 68% (34)
Discoid rash 4% (2)
Photosensitivity 74% (37)
Oral or nasal ulcers 38% (19)
Arthritis 74% (37)
Serositis 20% (10)
Pleurisy 14.3% (7)
Pericarditis 10.2% (5)
Nephritis 46% (23)
classe Il 8.7% (2)
classe 111 26.1% (6)
classe IV 21.7% (5)
classe V 13.0% (3)
classe VI 4.3% (1)
sem hidpsia 26.1% (6)
Neurologic disorders 10% (5)
Hematologic disorders 82% (41)
Hemolytic anemia 30% (15)
Leukopenia/lymphopenia 56% (28)
Thrombocytopenia 30% (15)
Immunologic disorders 78.3% (36)
Anti-dsDNA 54.2% (26)
Anti-Sm 15.2% (7)
Anticardiolipin 34.8% (16)
Lupus anticoagulant 19.6% (9)
False-positive VDRL 2.2% (1)
FAN 100% (50)
Anti-Ro/SSA 39.1% (18)
Anti-La/SSB 6.5% (3)
Anti-RNP 28.3% (13)
Anti-Scl 70 2.2% (1)
Sjogren syndrome 4.4% (2)
APS 9.1% (4)
SLEDAI
moderate SLE (SLEDAI = 6-10) 10% (5)
mild SLE (SLEDAI = 1-5) 40% (20)
inactive SLE (SLEDAI = 0) 50% (25)
SLIcC? 0 (0-4) (46)
Antimalarial use” 84% (42)
Immunosuppressive use 60% (30)
glucocorticoids 34% (17)
cyclophosphamide 16% (8)
methotrexate 6% (3)
azathioprine 32% (16)
mycophenolate mofetil 8% (4)
rituximab 2% (1)

ANA: antinuclear antibody; APS: secondary antiphospholipid syndrome; SLEDAI: systemic lupus
erythematosus disease activity index; SLICC: systemic lupus international collaborating clinics; VDRL:
venereal disease research laboratory test. *median (minimum-maximum).’Antimalarials: chloroquine and
hydroxychloroquine. Age: mean + standard deviation.
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Table 2. Immunophenotyping of PBMCs from SLE patients and healthy blood donors women.

Frequency (%) SLE Healthy
(mean £ SE) (mean £ SE) p- value
Treg 11.70 + 1.00 7.78 £0.49 0.001°
CD4'CD127°*CD25"e" X
(ML i FoxP3) 270.21 + 139.74 7.03+1.35 0.003
CD4'CD95* 51.64 + 2.97 39.46 + 2.30 0.002°
CD8"CD95* 50.62 + 5.06 50.96. + 7.29 0.969
CD4'CD127°"CD25"*"FoxP3*CD95" 85.74+ 2.0 80.42 + 2.62 0.107°
CcD3'CD178" 3.40 £ 0.43 5.44 +0.98 0.749°
CcD4'CcD178" 6.57 + 1.03 10.54 +2.27 0.376°
CcD8*CD178" 1.1+0.19 1.2+0.31 0.091°
CD4'CD25""FoxP3*CD178" 7.14 £1.39 11.23+3.38 0.264°
CD4'p53* 13.35+1.74 11.62 +2.34 0.025"
CD8"p53* 25.35+3.95 0.5+0.33 <0.001°
CD4'CD127"°"CD25""FoxP3"p53" 17.95 + 3.80 17.17 £ 3.07 0.570°
CD4'Bax* 7357 +2.81 60.91 + 5.09 0.240°
CD8'Bax* 63.88+ 5.16 2471 £8.76 0.001°
CD4'CD127"CD25""FoxP3 Bax" 84.70 + 2.62 83.46 + 4.64 0.745°
CD4'Bel2* 87.96 + 1.62 94.50 + 0.68 <0.001°
CD8"Bcl2" 95.39 +0.73 90.14 + 3.44 0.182°
CD4'CD127"°"CD25""FoxP3*Bcl2* 99.95 + 0.04 99.97 +0.02 0.773°
Early apoptotic cells (CD3"Annexin V™) 29.64 + 1.60 31.75+1.58 0.351°
Death cell (CD3*Annexin V' 7-AAD") 1.66 + 0.36 0.65+0.08 0.001°

Student's t test.

®Mann-Whitney non-parametric test.
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Table 3. Frequencies of T CD4" cells expressing Bcl-2 and CD4"CD127°*CD25™%" according to SLEDAI in

SLE patients.

Inactive SLE Mild SLE Moderate SLE p-value
Frequency (%)
n=25 n=20 n=5
(mean * SE) (mean * SE) (mean = SE)
CD4'Bcl2* 91.05 + 1.87 86.89 + 1.91 76.80 + 10.09 0.031%
CD4*CD127"°"CD25"" 10.22 +5.72 12.54 + 6.37 15.78 + 13.60 0.223

®Kruskall Wallis test.
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CAPITULO 6
DISCUSSAO
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CAPITULO 6 — DISCUSSAO

Apesar do grande numero de estudos ja realizados, a causa precisa do lupus
eritematoso sistémico (LES) ainda permanece por ser desvendada. Sabe-se que a sua
patogénese é determinada por multiplos fatores, e a perda da toleréncia imunoldgica pode
ser atribuida a interacdo de fatores genéticos, alem de influéncias do ambiente (Borchers et
al., 2010; Crispin et al., 2010; Ghodke-Puranik & Niewold, 2015). No contexto do LES, a
desregulacdo de células T e B pode gerar a producdo excessiva de autoanticorpos e a
formacdo de imuncomplexos contra diferentes antigenos nucleares (Moudi et al., 2013). O
resultado é a deposicdo destes complexos imunes nos tecidos, causando inflamacéao
sistémica e dano a multiplos érgdos (Achour et al., 2010; Kyttaris et al., 2006; Monticielo
et al., 2008).

As células T periféricas constituem varias subpopulagdes celulares funcionalmente
distintas (efetoras, regulatdrias e de memoria) e estes varios subgrupos desempenham um
importante papel no controle das respostas imunologicas. As células T regulatérias (Treg),
por exemplo, tém sido intensamente estudadas em funcdo da sua importante contribuicao
para o controle da homeostase imunolégica, impondo seu efeito imunossupressor na
ativacdo de células T efetoras (Singh et al.,, 2010; Yan et al.,, 2008). Qualquer
anormalidade na funcdo desempenhada por estas células pode levar a um distarbio da
tolerancia imunolodgica periférica, resultando em uma resposta imune exacerbada e no
desenvolvimento da autoimunidade (Kuhn et al., 2009; Shenghui et al., 2010; Tischner et
al., 2012). Um dos mecanismos envolvidos em assegurar um repertério de linfécitos
competente e ndo-autorreativo é conhecido como apoptose ou morte celular programada.
Uma vez desregulado este processo, pode ocorrer um desbalango de células T helper e/ou
Treg, aléem de longevidade anormal de células B e T, resultando em desordem do sistema
imunoldgico, com potencial para o desenvolvimento de uma doenga autoimune, como 0
LES (Eguchi, 2001; Tischner et al., 2012; Wang et al., 2005). Diversos estudos tém
relatado que, no lUpus, subpopulacdes de células T apresentam anormalidades no processo
de morte celular programada e que este fato poderia relacionar-se com o desenvolvimento
da doenga. A insuficiente ou excessiva apoptose de celulas circulantes, bem como um
atraso no clearance de celulas apoptoticas por fagdcitos ja foram observados em pacientes
com LES (Andrade et al., 2000; Green, 2003; Rastin et al., 2013; Ren et al., 2003; Wang et

al., 2005). A regulacdo da apoptose ¢ complexa e pode ocorrer em multiplos niveis,
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incluindo regulacdo em nivel de expressdao génica e proteica de receptores de morte e seus
ligantes, proteinas pro e antiapoptéticas, assim como em nivel de modulacdo de
componentes de sinalizacdo intracelular (Eguchi, 2001). Embora nosso conhecimento a
respeito da apoptose no LES tenha avancado nos ultimos anos, ainda ndo é totalmente
compreendido como as anormalidades observadas nas vias apoptoticas desencadeiam o
processo autoimune. Por essa razdo, realizamos uma ampla anélise imunogenética através
de diferentes abordagens, a fim de elucidar algumas das anormalidades que ocorrem na
regulacao apoptotica, tanto em nivel genético quanto proteico, e buscar o entendimento de
como estas alteragdes influenciam no desenvolvimento do LES.

No primeiro artigo desta tese, investigamos o papel de polimorfismos nos genes
reguladores da apoptose FAS, FASL, BCL-2 e BAX na susceptibilidade e em relagdo a
caracteristicas clinicas do LES. Como a maioria dos polimorfismos estudados nestes genes
estdo localizados em regifes reguladoras da transcricdo, estes podem exercer efeitos
fundamentais na expressdo de genes/proteinas. Trabalhos ja foram realizados na tentativa
de esclarecer o papel destes genes na predisposicdo ao LES, mas a maioria deles ndo
contempla polimorfismos em mais de um gene regulador da apoptose e 0s estudos
publicados investigando a importancia destes genes individualmente no LES apresentam
resultados controversos (Bengtsson et al., 2008; Huang et al., 1999; Huang & Manolios,
2000; Lee et al., 2001a; Liphaus & Kiss, 2010; Moudi et al., 2013). Essa controvérsia
poderia ser atribuida as populacGes avaliadas, cujas origens étnicas sdo muitas vezes
distintas e devido a heterogeneidade genética e clinica dos pacientes. Além disso, também
podem ser uma consequéncia do pequeno tamanho amostral ou do baixo poder estatistico
das amostras em questdo (Xiang et al., 2013).

Os resultados mais relevantes das analises das variantes polimdrficas (capitulo 4)
mostraram que pacientes afrodescendentes apresentaram uma maior frequéncia da variante
alélica C, localizada na regido promotora -844 do gene FASL, bem como do genétipo CC
(tabela 3 - capitulo 4), indicando uma possivel associagdo da expressdo aumentada de
FasL, conferida por esta variante, com a ocorréncia de LES. Pacientes com o genétipo CC
sdo cerca de 4,5 vezes mais susceptiveis a desenvolver a doenca do que pacientes com o
gendtipo TT. Sugere-se que células T ativadas expressando realgados niveis de FasL sejam
indutoras de apoptose em células T, B e células apresentadoras de antigenos, acelerando o

processo de apoptose através da interacdo de TCR e CD28. Um estudo relatou que FasL
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pode diretamente transduzir sinais envolvidos na morte celular para as células T e que
0rgdos que expressam Fas, como figado, tiredide e pancreas, sdo susceptiveis a dano
mediado por Fas/FasL durante doencas autoimunes. O excesso de linfocitos apoptoticos,
somado a uma possivel remocdo prejudicada dos materiais derivados da apoptose por
fagdcitos, contribuiria para a hiperatividade de células B, levando a producéo exacerbada
de autoanticorpos, caracteristicos do LES (Chen et al., 2005; Desbarats et al., 1998). Indo
na mesma direcdo dos nossos achados, estudos com iranianos, afro-americanos e
taiwaneses também mostraram frequéncia aumentada do gendtipo CC nos pacientes com
LES quando comparados a controles. Portanto, especula-se que a variagdo génica no
promotor de FASL é um dos fatores genéticos extremamente complexos que contribuem
para a patogénese do LES (Chen et al., 2005; Moudi et al., 2013; Wu et al., 2003).

Embora ndo tenhamos encontrado qualquer influéncia do polimorfismo FASL
IVS2nt-124A/G na susceptibilidade ao LES, observamos uma possivel relacdo do haplétipo
de variantes dos dois polimorfismos de FASL na doenca em afrodescendentes (tabela 4 —
capitulo 4). Encontramos uma maior frequéncia do haplotipo FASL -844C/FASL IVS2NT-
124A em pacientes lUpicos afrodescendentes, que confere 2,3 vezes maior predisposicao ao
LES nestes individuos do que naqueles apresentando o haplétipo T/A. Desse modo, nossos
dados apoiam a importancia de se considerar o efeito conjunto de variantes génicas que
estdo em desequilibrio de ligacdo, mais do que a variante agindo individualmente no
contexto das doencas (Nolsoe et al., 2005). Embora existam relatos sobre o possivel efeito
de polimorfismos no gene FASL na susceptibilidade a doencas autoimunes, nao se
encontram descri¢des a respeito da relagdo entre o polimorfismo FASL 1VS2nt-124A/G e 0
LES. Em 1996, o primeiro relato de uma apoptose mediada por FASL prejudicada,
relacionada a uma mutacdes neste gene, foi descrito em apenas um paciente com LES, que
exibia linfadenopatia (de um total de 75 pacientes). MutacBes em FASL foram, entdo,
consideradas causa incomum de LES (Wu et al., 1996). A seguir, em 2000, os resultados
de um estudo japonés, avaliando mutacdo no gene FASL em pacientes lGpicos, sugeriu que
defeitos moleculares neste gene ndo estavam entre os principais fatores desencadeadores
do LES (Kojima et al., 2000). No entanto, esse cenario tem sofrido mudangas, de forma
que polimorfismos em FASL vém sendo alvos de varios estudos em doencas autoimunes,
mostrando resultados interessantes como 0s nossos (Mohammadzadeh et al., 2012; Stuck
et al., 2003; Yildir et al., 2013).
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Nossos resultados também mostraram que a baixa frequéncia do gendétipo BAX -
248GA, assim como do alelo A, nos pacientes afrodescendentes, curiosamente sugere um
papel protetor da variante A contra o desenvolvimento da doenca no grupo de origem
africana (tabela 5 — capitulo 4). Este é o primeiro relato de uma associagdo entre SNPs no
gene BAX e o LES. A variante polimorfica BAX -248A esta relacionada com a expresséo
diminuida da proteina e, consequentemente, com uma eficiéncia apoptotica reduzida.
Assim, acreditamos que a menor expressao desta variante nos pacientes afrodescendentes
possa estar contribuindo, pelo menos em parte, para evitar um atraso na apoptose, ou seja,
evitar que células que deveriam morrer por apoptose, ndo o facam. Assim, isso iria
prevenir que células autorreativas permanecessem na circulacdo periférica por tempo
prolongado. No entanto, devemos levar em consideracdo o fato de que o tamanho amostral
deste grupo € pequeno, o que pode ser considerado uma limitacdo do estudo. Um trabalho
envolvendo pacientes com osteomielite mostrou que o gendtipo AA foi mais frequente nos
pacientes e foi associado com mais baixa expressdo da proteina Bax, quando comparados
aos individuos apresentando outros gendétipos (Ocana et al., 2007). Além disso, BAX-
248G/A tem sido implicado no risco de céancer e na falha em se alcancar a completa
resposta ao tratamento (Fegan et al., 2006; Saxena et al., 2002). Embora muitas vezes o
efeito de variantes génicas na susceptibilidade a doenca ndo seja observado e, ainda que
nés ndo tenhamos evidenciado associagdes entre os polimorfismos de genes de apoptose e
as manifestacdes clinicas da doenca ap0s a correcdo para multiplas comparacdes (tabela 6
— capitulo 4), muitos estudos tém discutido algumas associacdes encontradas entre as
frequéncias de variantes polimdrficas e as caracteristicas clinicas dos pacientes. Por
exemplo, anticorpos anti-RNP foram associados com a presenca do alelo FAS -670A e do
gendtipo FAS -670AA em um estudo com coreanos lupicos (Lee et al., 2001a). Este
resultado esta de acordo com os dados de outro estudo, que avaliou pacientes mexicanos
mesticos. Neste ultimo, o polimorfismo FAS -670A/G foi associado com algumas
especificidades de ANA (Bollain et al., 2014). J& em pacientes australianos, ndo foi
encontrada associagdo entre os genotipos e o LES, mas o genoétipo FAS -670AA foi
associado com fotossensibilidade e Ulceras orais (Huang et al., 1999). Apoiando nossos
resultados, Chen et al., procurando possiveis influéncias dos polimorfismos no promotor
de FASL com caracteristicas clinicas do LES, ndo observaram diferencas na distribuicao

das variantes do promotor de FASL entre pacientes com LES com relagdo as manifestages
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clinicas e achados soroldgicos (Chen et al., 2005). Isso nos mostra que polimorfismos
podem ser importantes ndo sé no risco de desenvolver alguma condi¢cdo, mas podem
também atuar como moduladores da doenca e contribuir com subfendtipos dentro da
doenca.

No segundo artigo da tese, que incluiu analises de expressdo génica e proteica,
discutimos, através de uma abordagem mais ampla, a possivel influéncia dos diferentes
niveis de expressao de marcadores de apoptose no comportamento das células do sistema
imunoldgico (T CD4", T CD8" e Treg) e, consequentemente, na desregulagio apoptdtica e
perda da autotolerdncia no LES. Os estudos da literatura que fornecem uma visdo mais
abrangente quanto a expressao desses genes e proteinas em células T de pacientes com
LES ainda sdo escassos e também apresentam resultados discordantes (Bijl et al., 2001;
Graninger et al., 2000; Rastin et al., 2013; Saenz-Corral et al., 2015). Além disso, vale
citar que o grande diferencial no nosso trabalho foi a investigacdo do perfil de expressao de
proteinas reguladoras da apoptose na subpopulacdo de células Treg, que regulam a
ativacdo de células T, importantes no reconhecimento e diferenciacdo de antigenos
préprios de ndo-préprios. As células Treg tém papel central na manutencdo da
autotolerdncia e no controle da autoimunidade, e muitas desordens autoimunes sdo
associadas com funcédo reduzida ou diminuida sobrevivéncia de Treg (Huan et al., 2005;
Tischner et al., 2012). Dessa forma, a capacidade de sobrevivéncia deste subgrupo de
células ou fatores que afetem este processo sdo considerados criticos para a prevencédo da
autoimunidade. Entretanto, os mecanismos responsaveis pelo controle da sobrevivéncia
das células Treg permanecem ainda pouco compreendidos (Kuhn et al., 2009; Shenghui et
al., 2010; Tischner et al., 2012). Estudos prévios tém apontado que subpopulagdes
especificas de células T sdo apoptéticas em pacientes com LES (Wang et al., 2005).
Porém, dados conflitantes a respeito do papel das células Treg nesta doenca sdo
apresentados (Kuhn et al., 2009; Venigalla et al., 2008; Wang et al., 2005).

As andlises de imunofenotipagem revelaram um numero aumentado de células
CD4'CD127°“CD25"" no sangue periférico de mulheres com LES em relacdo as
participantes controle, assim como uma maior densidade de expressdo do marcador FoxP3
nestas células. FoxP3 caracteriza o subgrupo de células CD4*CD127°YCD25"" como Treg
(tabela 2, figura 1 — capitulo 5). A frequéncia destas células no LES tem sido avaliada por

diferentes grupos (Buckner, 2010; Gerli et al., 2009; Venigalla et al., 2008), sendo que a
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maioria deles mostrou que a porcentagem de Treg nos pacientes com LES esta diminuida,
diferentemente dos nossos achados. Além disso, autores encontraram que o reduzido
numero e defeitos na supressdo mediada por estas células correlacionavam-se com a
atividade da doenca (Alvarado-Sanchez et al., 2006; Crispin et al., 2003; Miyara et al.,
2005; Venigalla et al., 2008). Um dos fatores ao qual esses defeitos podem ser atribuidos é
0 aumento da sensibilidade destas células a apoptose mediada pelo receptor Fas. De acordo
com Myiara et al., células Treg de pacientes com LES ndo sdo mortas por um fator
circulante, mas demonstram uma sensibilidade aumentada a apoptose induzida pela
molécula Fas. Esses autores relatam ainda que a deplecdo global de Treg correlaciona-se
com a gravidade clinica e com crises da doenca, sugerindo que a fisiopatologia do LES
poderia estar ligada a um defeito no controle homeostatico da subpopulacdo de Treg
(Miyara et al., 2005). Interessantemente, nosso estudo mostrou uma possivel relacéo entre
a frequéncia de células Treg e o SLEDAI. Observando os resultados, notamos que,
conforme aumenta a severidade do LES, a frequéncia de células Treg também aumenta,
porém sem diferenca estatistica (tabela 3 — capitulo 5). De maneira semelhante, Venigalla
et al. relataram um aumento do nimero de células Treg em pacientes com LES ativo,
embora a intensidade de expressdo de FoxP3 nas células T CD4*CD25"" ndo tenha
diferido entre pacientes com LES ativo e controles (Venigalla et al., 2008).

Mais do que metade dos pacientes com LES envolvidos neste estudo estdo em
tratamento com imunossupressor. Desse modo, investigamos também a possivel influéncia
da terapia imunossupressora na frequéncia de células Treg. Os resultados mostraram um
realcado, porém nao significativo, aumento do nimero de Treg nos pacientes que estavam
fazendo uso de drogas imunossupressoras no momento da coleta, comparados aqueles que
ndo o faziam. Um aumento na frequéncia destas células em pacientes com LES seguindo
tratamento com corticosteroides ja foi relatado por outros grupos (Azab et al., 2008;
Suarez et al., 2006; Zhang et al., 2008a). Tem-se discutido que 0 uso de imunossupressor
pode conduzir a expansdo ou a geracdo de células Treg, através da superexpressao e
modulacdo de receptor TNF induzido por glicocorticoide. Além disso, foi sugerido que o
aumento na expressdao de CD25 apds a terapia cause um aumento na expressao de
receptores de citocinas. Estudos mostram que corticosteroides suprimem a expressdo de
citocinas pro-inflamatorias, enquanto induzem a expressdo de TGF-B (Azab et al., 2008).

Ha& relatos de que o tratamento com dexametasona é capaz de ampliar a populacdo de
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células Treg e que a manutencdo dos niveis de corticoide possibilita a ampliacdo deste
grupo de células, efeito que pode ser observado in vitro e in vivo (Chen et al., 2006a;
Suarez et al., 2006; Zhan et al., 2004).

A apoptose € um processo altamente regulado e parece exercer grande importancia
na patogénese do LES, tendo o seu papel apoiado por estudos com modelos animais
(Munoz et al., 2008; Navratil & Ahearn, 2001). Diversos grupos tém relatado a alterada
expressao de moléculas envolvidas na regulacdo apoptdtica em diferentes subpopulacdes
de linfécitos em pacientes com LES (Chen et al., 2006b; Xue et al., 2006; Yang et al.,
2015). Por esse motivo, investigamos alguns dos marcadores de apoptose presentes em
células T que possam ser mais relevantes na patogénese do LES, envolvidos tanto na vias
extrinseca quanto intrinseca de apoptose (Tischner et al., 2012), tais como Fas, FasL, Bcl-
2, Bax and p53.

Alguns estudos encontraram uma expressdo aumentada de Fas em linfocitos T e B
de pacientes com LES e revelaram uma positiva correlagédo com a atividade da doenca (Bijl
et al., 2001; Chen et al., 2006b; Liphaus et al., 2006; Ohsako et al., 1994; Xue et al.,
2006). Nossos resultados também revelaram uma maior frequéncia de linfocitos CD4"
expressando Fas em mulheres com LES (tabela 2, figura 2 - capitulo 5). Considerando
que a expressdo aumentada de Fas resulta em uma maior susceptibilidade a apoptose de
células T, isso contribuiria para 0 aumento de material apoptético, que conduziria a
exacerbada resposta imunoldgica contra antigenos proprios nestes pacientes (Xue et al.,
2006). E descrito que interacBes entre Fas e FasL tém um profundo impacto na
autotolerancia e no desenvolvimento da autoimunidade, e que falhas na expressédo destas
moléculas estdo associadas a autoanticorpos em camundongos e a progressao clinica
acelerada em quase todas as linhagens murinas propensas ao LES (Bossaller et al., 2013).
Yang et al. também revelaram que a elevada expressao de Fas e FasL na superficie de
celulas T contribui para uma maior taxa de apoptose destas células (Yang et al., 2015). No
entanto, no nosso estudo ndo foi possivel observar qualquer associacdo entre a frequéncia
de subpopulagbes de linfocitos T expressando o ligante de Fas (FasL) e o LES. A maior
frequéncia do gendtipo FASL -844CC, encontrada no nosso estudo inicial, ndo se
correlacionou com um aumento na expressdo da proteina nas células de pacientes com
LES. Entretanto, ¢ importante considerar que a possivel associagdo encontrada entre a

variante e a susceptibilidade a doenga foi em uma populacdo composta por pacientes
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lupicos afrodescendentes, enquanto que as analises imunofenotipicas envolveram um
grupo de pacientes mulheres, constituido por 74% de eurodescendentes. Além disso,
devemos ressaltar que FasL € expresso em células T ativadas e, neste trabalho, avaliamos
células de pacientes ex vivo, sem estimulo. Outra possivel explicacdo para o fato de nao
detectarmos uma maior expressdo da proteina pode ter sido em razdo do FasL de
membrana sofrer clivagem por metaloproteinases, enzimas proteoliticas, dando origem ao
sFasL, que ndo foi avaliado neste estudo (Gorak-Stolinska et al., 2001; Lettau et al., 2014).
O sFasL pode ter origem tanto por splicing diferencial quanto por clivagem proteolitica.
Por esses motivos, é possivel que ndo tenhamos detectado a real expressdo da molécula na
superficie das células através desta abordagem (Janssen et al., 2003; Linkermann et al.,
2003). Ainda, investigando uma possivel relacao entre os genétipos do polimorfismo FASL
-844T/C e a expressdo da proteina nos linfocitos TCD4", TCD8" e Treg de mulheres
lupicas, ndo foi possivel demonstrar que os diferentes gendtipos influenciam a expressdo
de FasL nas células dos pacientes analisados. Wu et al., observando o efeito do SNP -844
na atividade promotora de FasL, indicaram que doadores homozigotos -844C expressaram
significativamente mais FasL em fibrocitos do que doadores homozigotos -844T, trazendo
evidéncias de que o polimorfismo afeta a atividade promotora de FasL e altera a expresséo
basal da proteina (Wu et al., 2003).

A via mitocondrial de apoptose é ativada extensivamente em resposta a sinais
extracelulares e intracelulares, como dano ao DNA (Hengartner, 2000). Proteinas da
familia Bcl-2 estdo envolvidas na selecdo e maturacao de células T no timo. Seu papel no
sistema imune e sua frequente desregulacdo em patologias autoimunes tém sido propostos
(Tischner et al., 2012). Membros proapoptoticos e antiapoptéticos da familia Bcl-2
encontram-se na superficie da mitocondria, onde competem para regular a saida do
citocromo ¢ (Hengartner, 2000). A proteina antiapoptética Bcl-2, por exemplo, atua
impedindo a liberagdo do citocromo ¢ e conduzindo a longevidade de células produtoras de
anticorpos e permitindo que células autorreativas permanecam na periferia. Tem-se
sugerido, portanto, que alteracdes em Bcl-2 podem estar envolvidas na patogénese do LES
(Strasser et al., 1991a). Observamos uma regulacdo negativa da proteina antiapoptética
Bcl-2 em células T CD4" e uma regulagdo positiva da proteina Bax em células T CD8" de
mulheres com LES (tabela 2, figuras 3a e b — capitulo 5). Esses resultados sugerem que

células T de pacientes com LES sdo mais facilmente induzidas a morte por apoptose em
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comparacao as células de controles saudaveis. Sabe-se que alteragdes na via intrinseca de
apoptose podem contribuir para a autoimunidade e que a maior expressao de Bcl-2 em
camundongos prejudica a selecdo negativa de timaocitos e o desenvolvimento de células B
expressando receptores de antigeno autorreativos. Porém, as informacdes existentes sobre
como a regulacdo mediada pela expressdo de Bcl-2 e Bax impacta na suceptibilidade das
células a apoptose sdo escassas e fragmentadas (Tischner et al., 2012). Contrariamente a
estudos prévios, nosso trabalhno ndo mostrou frequéncia aumentada de células T
expressando Bcl-2 em pacientes com LES. No entanto, os estudos da literatura tém
apresentado resultados contraditorios (Aringer et al., 1994; Falcini et al., 1999; Graninger
et al., 2000; Liphaus et al., 2006; Ohsako et al., 1994). Além disso, dados sugerem que a
imunossupressao contribui, direta ou indiretamente, para a reducédo de Bcl-2, uma vez que
a imunossupressdo pode modificar a doenca e modular a apoptose (Falcini et al., 1999).
Isso pode explicar, em parte, os resultados encontrados no nosso estudo, ja que 60% dos
pacientes usam drogas imunossupressoras. Esse efeito da imunossupressao também ja foi
demonstrado em estudos in vitro, utilizando linfécitos incubados com dexametasona e em
linfécitos de pacientes adultos com LES (Mor & Cohen, 1996; Seki et al., 1998). De
acordo com Graninger et al., nenhuma diferenca foi observada com respeito a intensidade
de sinal de Bax intracelular entre pacientes com LES e controles, contrariamente aos
nossos achados. Os autores observaram que a adi¢do de IL-2 em cultura de linfocitos
realcou a expressao de Bcl-2 ja elevada em pacientes com LES, mas os niveis de Bax nao
sofreram alteracdo ap0s cultura in vivo com ou sem a adicdo de citocinas (Graninger et al.,
2000). Em 2012, um estudo conduzido com pacientes apresentando NL revelou uma maior
expressdo de Bax em tecidos destes individuos quando comparados a controles, sugerindo
que a apoptose pode ser induzida através de vias reguladas por estas proteinas na
patogénese do LES (Cui et al., 2012). Além disso, observamos que pacientes com lupus
moderado (doenca ativa) apresentaram uma menor frequéncia de células T CD4"
expressando Bcl-2 quando comparados a pacientes com doenca inativa, seguindo a mesma
linha de raciocinio dos nossos achados discutidos anteriormente, onde vimos uma
regulacdo negativa de Bcl-2 no LES (tabela 3, figura 3c - capitulo 5). Diferentemente,
Miret et al. observaram uma relacéo positiva entre Bcl-2 e a atividade da doenca (Miret et
al., 2001), da mesma forma que Falcini et al., 0s quais encontraram uma associagéo entre a

expressdo de Bcl-2 e 0 SLEDAI em pacientes com LES juvenil (Falcini et al., 1999).
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As andlises de imunofenotipagem ainda mostraram uma frequéncia aumentada de
linfocitos T CD4" e T CD8" expressando p53 em pacientes com LES, quando comparados
a controles (tabela 2, figura 4a — capitulo 5). Também foi possivel observar uma maior
frequéncia de células T CD8" expressando p53 em pacientes lGpicos com positividade para
anticorpos anti-DNA, se comparados aos pacientes que ndo apresentaram esses
autoanticorpos (figura 4b — capitulo 5). Dessa forma, hipotetizamos que a expressdo
realcada de p53 induziria maior taxa de apoptose e, consequentemente, a liberacdo de
material intracelular proveniente de células apoptéticas. Esse excesso de material
apoptdtico poderia estimular a producdo de autoanticorpos nestes pacientes. J& foi relatado
que o desenvolvimento de LES em humanos est4 correlacionado com aumentados niveis
de p53 em linfécitos e defeitos na apoptose mediada por p53 (Miret et al., 2003; Rathmell
& Thompson, 2002). Miret et al. relataram que a p53 desempenha um papel ndo s6 na
patogénese, mas também na atividade do LES. Neste estudo, uma significante correlacéo
foi encontrada entre os niveis de p53 em linfocitos e a presenca de anticorpos anti-DNA, o
que esta de acordo com nossos achados (Miret et al., 2003). Postula-se que a restauracédo
seletiva da funcdo de p53 em células T poderia ser aplicada ao tratamento de doencas
autoimunes (Takatori et al., 2014).

Além de proteinas reguladoras da apoptose, investigamos a frequéncia de apoptose
inicial e morte celular em linfocitos de pacientes com LES. Em condi¢fes normais, a
fosfatidilserina, um componente fosfolipidico, encontra-se no folheto interno da membrana
plasmatica da célula. No inicio da apoptose, ocorre a translocacdo da fosfatidilserina para o
lado externo da membrana celular. Dessa forma, é possivel detectar células em estagio
inicial de apoptose utilizando a Anexina V, que possui alta afinidade pela fosfatidilserina.
Ja a morte celular pode ser detectada através do uso do intercalante fluorescente que se
associa ao DNA da célula, o 7-Amino-Actinomicina-D (7-AAD), que normalmente nédo
pode atravessar a membrana celular intacta. Nos estdgios medio e tardio de apoptose, 0 7-
AAD consegue atravessar a membrana celular, devido & sua ruptura e corar o nucleo.
Através destas analises, observamos que mulheres lUpicas apresentaram uma frequéncia
aumentada de morte de linfocitos em relacdo a mulheres controle. No entanto, ndo €
possivel afirmar que estas células estavam em processo de apoptose tardio ou que sofreram
necrose, um outro tipo de morte celular. Estes achados concordam com estudos prévios,

demonstrando que a porcentagem de células mortas foi maior em pacientes com LES do
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que em controles. Mas, em contraste, 0s autores encontraram um aumento na frequéncia de
células em apoptose incial em pacientes com doenca ativa e inativa em relacdo aos
controles (Xue et al., 2006). Em outro trabalho, a porcentagem de células T em estagio
inicial de apoptose também ndo diferiu da porcentagem observada no grupo controle
(Rastin et al., 2013).

Além destes, investigamos ainda marcadores apoptoticos em nivel de expresséo de
RNAm, a fim de buscar uma possivel relacdo com os achados de expressdao em nivel
proteico. Nossos resultados mostraram uma regulacdo negativa do gene antiapoptético
BCL-2 em celulas de pacientes com LES. Esse resultado d& suporte aos nossos achados em
relagdo a expressdo em nivel proteico, os quais revelaram menor frequéncia de células T
CD4" expressando Bcl-2 nos pacientes. Recentemente, Rastin et al. observaram niveis de
expressao do gene FASL significativamente mais baixos em mulheres lGpicas do que em
controles, mas ndo observaram o mesmo quanto a expressdo de FAS e BCL-2 entre 0s
grupos, contrariando o nosso achado.

De maneira geral, o presente estudo (artigo 2) revelou um aumento do nimero de
células T expressando algumas proteinas que participam da regulacdo da apoptose, como
Fas, Bax e p53 em pacientes com LES. Uma relacdo poderia ser encontrada entre estes
achados e a expressdo dos genes que codificam estas moléculas. Mas, essa relacdo foi
percebida apenas quanto & expressdo de Bcl-2. E importante salientar que, embora
tenhamos encontrado a relacdo entre a expressdo génica e proteica de Bcl-2, a menor
expressdo da proteina foi encontrada em um grupo particular de células T (T CD4%),
enquanto que a menor expressdo do gene BCL-2 foi observada a partir de PBMCs de
pacientes com LES. A provavel explicacdo para a ndo-concordancia dos demais pode ser
atribuida a muitos fatores incluindo, modificagcdes pos-transcricionais, como splicing, além
de defeitos no clearance de células apoptoticas, que poderiam resultar em um acumulo de
material apoptdtico e ndo necessariamente a expressao elevada dos marcadores observada
em nivel proteico ser uma consequéncia da maior expressdo do gene (Gaipl et al., 2007;
Rastin et al., 2013). Além disso, vale ressaltar que a expressao de genes pode ser modulada
pela terapia utilizada. Uma pesquisa interessante, avaliando a expressdo génica diferencial
em larga escala de células T em pacientes com LES, estudados antes e depois do

tratamento com imunossupressores, relatou que o gene TP53 estava entre 0s genes
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reprimidos em pacientes ndo-tratados, ao passo que estava no grupo de genes induzidos
durante o tratamento (Pereira et al., 2004).

Inicialmente, a grande questdo que motivou a execucdo do trabalho apresentado no
artigo 2 era saber se o nimero/comportamento de células Treg em pacientes com LES
poderia ser influenciado pelo nivel de expresséo de proteinas pro e antiapoptéticas, ou seja,
se as células Treg sofriam uma maior ou menor apoptose e de que forma isso poderia
impactar no desenvolvimento ou na clinica do LES, ja que se trata de uma subpopulagéo
celular crucial que exerce a supressdo imunoldgica periférica (Miyara et al., 2005).
Embora nossos resultados tenham mostrado uma maior frequéncia de células Treg em
mulheres llpicas, ndo observamos diferencas quanto a frequéncia de células Treg
expressando proteinas relacionadas a apoptose nestas pacientes, quando comparamos estes
dados com os de mulheres controle, indicando modulacéo destas células possivelmente por
outros fatores.

Em suma, a apoptose pode desempenhar um duplo papel na patofisiologia do LES,
que deve ser interpretado dependendo do contexto da doenca. Por um lado, o processo de
apoptose pode ser benéfico, pois atua na eliminacdo de linfécitos autorreativos e, desse
modo, age na manutencdo da toleréncia periférica. Assim, defeitos na inducdo de apoptose
poderiam conduzir a persisténcia de células T e B autorreativas, que permanecem gerando
resposta imunolégica. Por outro lado, a apoptose realcada de células do sistema imune é
considerada a principal fonte de autoantigenos, que estimula a producédo de autoanticorpos
pelas células B, com potencial para o desencadeamento de uma resposta autoimune,
levando a formacdo de imunocomplexos e prejuizo para os tecidos (Su et al., 2006). A
apoptose e o clearance de células/materiais apoptoticos sdo processos chave na etiologia
do LES e, dependendo do contexto, a fagocitose de células apoptoticas pode conduzir a
uma resposta proinflamatdria ou anti-inflamatéria, que € decisiva no desenvolvimento de
autoimunidade e pode sustentar condicGes inflamatérias (Munoz et al., 2008).

Em conclusdo, nosso trabalho sugere um importante papel das variantes
polimorficas FASL-844C e BAX -248A no LES. Além disso, analises imunofenotipicas
mostraram uma maior frequéncia de células T expressando proteinas pré-apoptéticas Fas,
Bax e p53, e uma menor frequéncia de células expressando a molécula antiapoptética Bcl-
2, juntamente com a uma regulacdo negativa do gene BCL-2 em mulheres com LES.

Somados, estes resultados apontam para um mesmo desfecho: a maior susceptibilidade das
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células T a apoptose nos pacientes lupicos. Especula-se que a maior frequéncia de morte
celular programada pode ser uma potente fonte de autoantigenos e, como consequéncia,
teriamos a maior ativacdo de linfocitos T e B, induzindo a formacéo de autoanticorpos.
Uma maior taxa de apoptose pode, além do mais, reduzir o nimero de células T CD4" o
que aumenta a suceptibilidade a infec¢Bes, que ja sdo consideradas fatores de risco para o

LES, contribuindo ainda mais para o seu desenvolvimento.

Considerac0es finais

Este € o primeiro estudo que engloba diferentes aspectos da regulacdo apoptdtica,
fornecendo uma visdo mais ampla deste processo em pacientes com LES. As diferencas
observadas neste trabalho com respeito ao repertorio de proteinas pro- e antiapoptoticas
sugerem defeitos nas vias de apoptose em pacientes com LES e podem estar refletindo uma
menor capacidade de regulacdo do sistema immunoldgico na doenca. No entanto, embora
tenhamos encontrado importantes evidéncias da influéncia de alguns marcadores de
apoptose no LES, devemos lembrar também da importancia de se considerar, além do
efeito de outros genes, a influéncia de citocinas, por exemplo, na expressdo de moléculas
envolvidas nas vias estudadas e na inducdo de apoptose. Além disso, 0s resultados
encontrados quanto a influéncia dos polimorfismos no LES evidentemente mostram a
diferenca encontrada entre as etnias, apoiando a ideia de que devemos considerar a
heterogeneidade genética das populacbes estudadas no momento de extrapolar 0s
resultados para as demais populacbes. Estudos incluindo diferentes abordagens sédo
necessarios para confirmar nossos achados e elucidar os mecanismos moleculares e
celulares que contribuem para a apoptose desregulada de células T em pacientes com LES.
Os dados aqui apresentados reforcam o fato de que componentes genéticos e imunologicos
reguladores da apoptose desempenham papel fundamental no controle da resposta
imunoldégica, decisivo para a ocorréncia de uma condi¢do autoimune. Além do mais, a
descoberta de alteracGes na expressdo de genes/proteinas apoptéticas pode ser importante
ndo somente para o conhecimento de causa, mas também por fornecer possibilidades de
intervencgdes terapéuticas. O entendimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo da
apoptose podera contribuir, futuramente, para o desenvolvimento de terapias apropriadas,
mais direcionadas, que atuem restaurando a disfuncdo dessas moléculas como, por

exemplo, uso de drogas com capacidade para bloquear receptores de morte celular ou
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ativa-los, dependendo do contexto, medidas estas que poderiam mostrar-se mais efetivas
do que a imunossupressdo global dos pacientes com LES. A continuidade deste trabalho
estd prevista, uma vez que pretendemos ainda analisar o papel das citocinas séricas no
plasma e em sobrenadante de células de pacientes com LES estimuladas em cultura, a fim
de relacionar estes com os demais resultados ja obtidos, assim como seguir avaliando
outros marcadores de apoptose relevantes na doenca (alguns destes dados ja foram

adquiridos).
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ANEXOS
ANEXO |

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
(Hochberg, 1997):

1. Rash malar

Eritema fixo, plano ou elevado, nas eminéncias malares, tendendo a poupar a regido nasolabial
2. Rash Discoide

Placas eritematosas elevadas, ocorrendo cicatrizacéo atréfica nas lesfes antigas

3. Fotossensibilidade

Rash cutaneo resultante de reacdo incomum ao sol, por histéria do paciente ou observagédo do

meédico

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

palpagéo, edema ou derrame
6. Serosite

(a) pleurite — histéria convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado pelo médico ou evidéncia

de derrame pleural

ou

(b) pericardite — documentada por ECG ou atrito ou evidéncia de derrame pericardico
7. Alteracdo renal

(a) proteindria persistente > 0,5 g por dia ou > 3 + se ndo quantificada

ou

(b) cilindros celulares: podem ser hematoldgico, granular, tubular ou misto

8. Alteracao neurologica
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(@) convulsdao — na auséncia de drogas implicadas ou alteragbes metabodlicas conhecidas

(ex.uremia, cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos)
Ou

(b) psicose - na auséncia de drogas implicadas ou alterag6es metabdlicas conhecidas (ex.uremia,

cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos)

9. Alteragédo hematolégica

(a) anemia hemolitica — com reticulocitose

Ou

(b) leucopenia - < 4000/mma3 total em 2 ou mais ocasides
Ou

(c) linfopenia - < 1500/mm3 em 2 ou mais ocasides

Ou

(d) trombocitopenia - < 100 000/mm3 na auséncia de drogas causadoras
10. Alteracédo imunoldgica

(a) anti-DNA — 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 IgG ou IgM, (2) teste positivo para anticoagulante IUpico usando teste-

padréo ou (3) VDRL falso positivo por pelo menos 6 meses e confirmado por FTA-Abs
11. Anticorpo antinuclear (Tebbe & Orfanos)

Titulo anormal do FAN por imunofluorescéncia ou método equivalente em qualquer momento, na

auséncia de drogas sabidamente associadas ao llpus induzido por drogas

Para fins de classificacdo de doenga, o (a) paciente deve apresentar ao menos 4 dos 11

critérios.
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ANEXO II

PROTOCOLO DE AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DO AMBULATORIO DE LUPUS

ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICACAO: n°
Nome: Registro: Sexo: O F
Raca: O Branco [ Na&o branco
Data de nascimento:___ / _/
Profisséo: 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:__ /| |
OBITO:OS ON DATA__ /| |
CAUSA:
CRITERIOS PARA CLASSIFICACAO PARA LES (ACR 1997)
O Rash malar
O Rash discoide
O Fotossensibilidade
O Ulceras orais/nasais
O Artrite)
O Serosite: O Pleurite O Pericardite
O Doenca renal: Classe: (data: __/ /) [Osembibpsia
indice de atividade ___/  indice de cronicidade:____/
O Doenca neurolégica: O Psicose
O Convulséo

O Hematologico: O Anemia hemolitica

O Leucopenia/ linfopenia

O Plaquetopenia
O FAN: Titulacéo: Padrao:
O Imunolégico: O anti DNA O anti Sm

O aCL: IgG: IgM: O AL O VDRL
ALTERACOES CLINICAS E LABORATORIAIS ASSOCIADAS
O Hipertensao O Diabetes O Obesidade (IMC:__ ) O Dislipidemia
O SAAF
O Sindrome de Sjogren
O Eventos tromboembdlicos (O AVC, O 1AM, O TVP, O outros: )

Histéria obstétrica: G:__/P:__/C:__/A:__ obs.:

O Tabagismo O Ex-tabagismo O Etilismo
Outras doencgas autoimunes associadas:
O ENA

O Lupus band test:

TRATAMENTO REALIZADO

O Corticoterapia O Pulsoterapia

O Azatioprina O Cloroquina / Hidroxicloroquina
O Micofenolato mofetil O Dapsona

O Rituximabe O AAS

O ACO/TRH O CaCo3/D3

O Estatina O Danazol

O Ciclofosfamida

[ Metotrexate

O Ciclosporina
OAnticoagulante

O Bisfosfonados
OAnti-hipertensivos

o™
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ANEXO 111

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PACIENTES
Caro(a) Senhor(a),

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é um grave problema de salde que afeta pessoas
no mundo todo. Alguns fatores presentes nas células e envolvidos no sistema de defesa do
organismo (sistema imunol6gico) podem contribuir para um risco aumentado de desenvolver LES,
ndo sendo completamente conhecidos até hoje. Este estudo esta sendo realizado para tentar
identificar estes possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da doenca e suas
caracteristicas clinicas. Por esse motivo, estamos convidando o(a) senhor(a) a nos ajudar a
compreender as causas do LES, através de uma pesquisa cientifica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, intitulada: “O papel das proteinas apoptéticas na patogénese do LuUpus
Eritematoso Sistémico”. Caso aceite, estamos solicitando a sua permiss@o para realizarmos 1
(uma) coleta de 10 mL de seu sangue. Com ele, faremos estudos de substancias presentes nas
células do sistema de defesa que protegem ou determinam a morte (apoptose) destas células. A
partir do sangue, também ser4 extraido DNA, que serd utilizado para a identificagdo de fatores que
controlam a morte das mesmas células, e que podem estar associados ao desenvolvimento do
LES e a forma como ele se apresenta. Além da coleta de sangue, também sera preenchido um
questionario com tempo estimado de, ho maximo, 15 minutos.

POR QUE E IMPORTANTE PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Os participantes deste trabalho estardo auxiliando para o avangco e progresso do
conhecimento sobre LuUpus. O conhecimento gerado podera ajudar no estabelecimento de
melhores tratamentos e no controle dos sintomas clinicos associados a doenca.

QUAIS SAO OS INCOMODOS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

O risco associado com essa coleta de sangue é minimo (dor) no local onde foi inserida a
agulha.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO INDIVIDUO

Os resultados de seu exame estardo disponiveis para o(a) senhor(a) assim que
concluidos. O material obtido ndo sera utilizado para fins comerciais. Fica garantida a privacidade
dos individuos quanto aos dados envolvidos na pesquisa. Os dados gerados serdo armazenados
por 5 anos e estardo a inteira disposi¢cao do(a) senhor(a) para acompanha-los. O(A) doador(a) tem
a total liberdade de ndo querer entrar no estudo, ou de sair do mesmo, quando achar necessario,
sem que isso traga prejuizos ao seu cuidado. Ndo ha formas de ressarcimento decorrentes da
participacdo na pesquisa, bem como os participantes da pesquisa ndo terdo nenhum gasto.

O Prof. Dr. Jodo Carlos Tavares Brenol e o Prof. Dr. Odirlei André Monticielo sdo os
pesquisadores responsaveis no HCPA, e o Prof. José Artur Bogo Chies e a aluna de doutorado
Nadine Glesse sé@o os responséaveis pela analise do material cedido pelo individuo. Caso haja a
necessidade de maiores explicacdes, o(a) senhor(a) poder4d nos contactar através dos
numeros (051) 2101 8340 (Dr. Jodo C. T. Brenol); (051) 9652 6170 (Dr. Odirlei A. Monticielo);
(51) 3308-6740 (Prof. José Artur Bogo Chies); (051) 2101 8304 (Comité de Pesquisa e Etica
em Saude) e através do endereco: UFRGS, Av. Bento Gongalves, 9500 — Campus do Vale,
prédio 43.323 — sala 221 — Porto Alegre, ou ainda pelos emails: nadineglesse@hotmail.com
e jabchies@terra.com.br.

Eu, abaixo assinado, recebi as informacgfes sobre
0s objetivos e a importancia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar do estudo.

Declaro que também fui informado:

. Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca
dos assuntos relacionados a esta pesquisa;
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. Da garantia que ndo serei identificado quando da divulgag&o dos resultados e que
as informac®es serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa.

Declaro que recebi cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ficando
outra via com o pesquisador.

(Nome do pesquisador) (Assinatura do pesquisador)

(Assinatura do sujeito da pesquisa)

Porto Alegre, de de 20 .
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ANEXO IV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — CONTROLES
Caro(a) Senhor(a),

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € um grave problema de salde que afeta pessoas
no mundo todo. Alguns fatores presentes nas células e envolvidos no sistema de defesa do
organismo (sistema imunolégico) podem contribuir para um risco aumentado de desenvolver LES,
ndo sendo completamente conhecidos até hoje. Este estudo esta sendo realizado para tentar
identificar estes possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da doenca e suas
manifestacbes clinicas. Para sabermos quais caracteristicas estdo associadas a esta doenca,
precisamos conhecer a sua frequéncia em pessoas saudaveis, para podermos comparar com 0S
pacientes em estudo. Através das perguntas que lhe fizemos e da andlise de determinadas
substancias presentes em suas células do sistema imunolégico e de fatores presentes no seu
DNA, consideramos que vocé tem baixa probabilidade de ter LES, podendo fazer parte de um
grupo controle para a comparacédo. Por esse motivo, estamos convidando o(a) senhor(a) a nos
ajudar a compreender as causas do LES, através de uma pesquisa cientifica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, intitulada: “O papel das proteinas apoptéticas na patogénese do
Lupus Eritematoso Sistémico”. Caso aceite, estamos solicitando a sua permissao para realizarmos
1 (uma) coleta de 10 mL de seu sangue. Com a amostra de sangue, faremos a identificacdo de
substancias presentes em células do sistema imunoldgico que determinam a morte (apoptose)
destas células. A partir do sangue, também sera extraido DNA, que sera utilizado para a
identificacdo de possiveis fatores de risco que regulam a morte das mesmas células, e que podem
estar associados ao desenvolvimento do LES e a forma como ele se apresenta. Além da coleta de
sangue, também serd preenchido um questionario com tempo estimado de, no maximo, 15
minutos.

POR QUE E IMPORTANTE PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Os participantes deste trabalho estardo auxiliando para o avangco e progresso do
conhecimento sobre LuUpus. O conhecimento gerado poderda ajudar no estabelecimento de
melhores tratamentos e no controle dos sintomas clinicos associados a doenca.

QUAIS SAO OS INCOMODOS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

O risco associado com essa coleta de sangue é minimo (dor) no local onde foi inserida a
agulha.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO INDIVIDUO

Os resultados de seu exame estardo disponiveis para o(a) senhor(a) assim que
concluidos. O material obtido ndo sera utilizado para fins comerciais. Fica garantida a privacidade
dos individuos quanto aos dados envolvidos na pesquisa. Os dados gerados serdo armazenados
por 5 anos e estardo a inteira disposi¢cao do(a) senhor(a) para acompanha-los. O(A) doador(a) tem
a total liberdade de ndo querer entrar no estudo, ou de sair do mesmo, quando achar necessério,
sem que isso traga prejuizos. Nao ha formas de ressarcimento decorrentes da participacdo na
pesquisa, bem como os participantes da pesquisa ndo terdo nenhum gasto.

O Prof. Dr. Jodo Carlos Tavares Brenol e o Prof. Dr. Odirlei André Monticielo séo os
pesquisadores responsaveis no HCPA, e o Prof. José Artur Bogo Chies e a aluna de doutorado
Nadine Glesse sé@o os responséaveis pela analise do material cedido pelo individuo. Caso haja a
necessidade de maiores explicacdes, o(a) senhor(a) poder4d nos contactar através dos
numeros (051) 2101 8340 (Dr. Joao C. T. Brenol); (051) 9652 6170 (Dr. Odirlei A. Monticielo);
(51) 3308-6740 (Prof. José Artur Bogo Chies); (051) 2101 8304 (Comité de Pesquisa e Etica
em Saude) e através do endereco: UFRGS, Av. Bento Gongalves, 9500 — Campus do Vale,
prédio 43.323 — sala 221 — Porto Alegre, ou ainda pelos emails: nadineglesse@hotmail.com
e jabchies@terra.com.br.
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Eu, abaixo assinado, recebi as informag6es sobre
0s objetivos e a importancia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar do estudo.
Declaro que também fui informado:

. Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca
dos assuntos relacionados a esta pesquisa;
. Da garantia que néo serei identificado quando da divulgacéo dos resultados e que

as informac6es serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa.

Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ficando
outra via com o pesquisador.

(Nome do pesquisador) (Assinatura do pesquisador)

(Assinatura do sujeito da pesquisa)

Porto Alegre, de de20__ .

160



ANEXO V

QUESTIONARIO PARA AVALIACAO DO GRUPO CONTROLE

IDENTIFICACAO: n°
Sexo:OF 0OM

Etnia: O Branco [ N&o branco

Data de nascimento:___ /__/

Profissao: Estado civil:

Naturalidade/Procedéncia:

Cidade onde reside:

HA HISTORICO DE DOENGAS AUTOIMUNES NA FAMILIA? O Sim O N&o

Se sim, qual adoenc¢a?

VOCE APRESENTOU ALGUMA INFECGAO OU FEBRE NAS ULTIMAS SEMANAS? [ Sim [ N&o
USOU ALGUM MEDICAMENTO?

E FUMANTE? 0O Sim O N&o EX-FUMANTE? 0O Sim O Néao

APRESENTA ALGUMA(S) DAS CONDICOES ABAIXO LISTADAS?
O Hipertensao [ Diabetes O Obesidade O Gravidez

FAZ USO CONTINUO DE ALGUMA MEDICAGAO? [ Sim [ N&o

Se sim, qual o medicamento?

Ha quanto tempo?
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