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RESUMO

Um dos principais fatores de risco para varias doengas autoimunes é o
sexo feminino. Atualmente, muita consideragdo se tem dado ao
envolvimento dos horménios femininos na sua etiologia. O fator de
ativacdo das células B (BAFF) é um fator chave na sobrevivéncia e
maturacdo de células B e é sabidamente superexpresso em diversos
pacientes com doencga autoimune, embora 0 mecanismo por tras desta
alteracdo ndo esteja esclarecido. Em modelos murinos, a expressdo de
BAFF pode ser regulada positivamente pelo tratamento exdgeno com
estrogeno em esplendcitos; no entanto, nenhuma evidéncia dessa relagdo
estava disponivel em seres humanos. Neste estudo, leucdcitos de
individuos homens e mulheres saudaveis foram recolhidos e cultivados
na presenga ou auséncia de estrdgeno ou progesterona. A expressdo do
gene TNFSF13B que codifica o fator BAFF foi determinada por PCR
quantitativo e comparada entre o grupo de células tratado e ndo tratado.
Na presenca de estrogeno, a expressdo de BAFF foi aumentada em mais
de cinco vezes em ambos os sexos. Quando expostas a progesterona, as
células de origem feminina apresentaram expressdo aumentada,
enquanto as células de origem masculina tiveram uma reducdo
significativa na expressdo de BAFF. Nossos resultados sugerem que 0S
horménios femininos podem modular a expressdo de BAFF, uma
citocina chave nas vias autoimunes, em células imunitérias humanas.
Estes dados podem contribuir para a compreensdo da etiologia, bem
como o viés sexual caracteristico de varias doengas autoimunes.

Palavras-chave: Doenga autoimune, estradiol, progesterona,
imunogenética.






ABSTRACT

Among several autoimmune diseases, one of the main risk factor is the
female gender, and much consideration has been given to the
involvement of female hormones in their etiology. B-cell activating
factor (BAFF) is a key factor in survival and maturation of B cells and is
overexpressed in several autoimmune patients although the mechanism
behind this feature is unclear. In murine models, BAFF expression could
be upregulated by exogenous estrogen treatment in splenocytes;
however, no evidence of this relationship was available in humans. In
this study, leukocytes from healthy male and females were collected and
cultivated in the presence or absence of estrogen or progesterone. BAFF
gene expression was accessed by quantitative PCR and compared
between treated and untreated group of cells. In the presence of
estrogen, BAFF expression was upregulated by more than 5 times in
both genders. When exposed to progesterone, the female-originated cells
showed increased expression, while the cells of male origin a significant
down- regulation of BAFF. Our results suggest that female hormones
can modulate the expression of BAFF, a key cytokine in autoimmune
pathways, in human immune cells. These data might contribute to the
understanding of the etiology as well as the gender bias featured by
several autoimmune disorders.

Keywords:  Autoimmune  disease,  estradiol, progesterone,
immunogenetics.
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1 INTRODUCAO
1.1 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunolégico é constituido por uma rede complexa de
células e moléculas, que estdo distribuidas por todo o organismo. Este
sistema tem como funcdo primordial a defesa contra infecces e
transformagdes malignas de células, através da neutralizacdo de uma
ampla variedade de microrganismos patogenos ou de células anormais
(LETTRE; RIOUX, 2008; MARTINEZ; ALVAREZ-MON, 1999). Esta
tarefa ocorre devido a sua capacidade de reconhecer, especificamente,
determinadas estruturas moleculares, ou antigenos, e de desenvolver
uma resposta imune que resulta na eliminagdo ou inativacdo destes
agentes patogénicos (MARTINEZ; ALVAREZ-MON, 1999).

A resposta imunol6gica em vertebrados pode ser dividida em
imunidade inata e adaptativa. Na primeira, geralmente h4 uma resposta
imediata e inespecifica contra agentes infecciosos (GREGERSEN;
BEHRENS, 2006). E representada por barreiras fisicas, quimicas e
biolégicas. A imunidade inata identifica agentes nocivos que induzem
um processo inflamatério, com o objetivo de impedir a sua difusdo e
ativar a imunidade adaptativa. As principais células efetoras do sistema
imune inato sdo os macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e células
NK (células exterminadoras naturais, do inglés Natural Killer Cell)
(CRUVINEL et al., 2008; DORIA et al., 2012; SOUZA et al., 2010).
Através de uma variedade de receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), que sdo expressos na superficie celular, nos compartimentos
intracelulares ou na corrente sanguinea, o sistema imune inato pode
efetuar diversos mecanismos de defesa. Dentre eles, pode-se citar a
fagocitose e endocitose por macrofagos e neutréfilos através da
opsonizacdo e liberacdo de mediadores inflamatérios, que ativam as vias
de sinalizacdo proinflamatérias. Além disso, ativa proteinas do sistema
complemento; a sintese de citocinas e induz a apoptose celular
(CRUVINEL et al., 2008; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

A imunidade adaptativa, em contraste com a inata, estd
envolvida, principalmente, com o desenvolvimento da defesa de longa
duracdo e da memoria imunoldgica contra as ameagas que podem ser
encontradas repetidamente (HENGEVELD; KERSTEN, 2015). Ela ¢
responsavel por uma resposta imune especifica e pela producdo de
anticorpos direcionados contra um patdgeno em particular ou seus
produtos. O reconhecimento do agente patogénico é realizado por meio
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dos receptores de antigenos, presentes na superficie dos linfocitos T
(TCR, do inglés T cell receptor) e dos linfécitos B (BCR, do inglés B
cell receptor) (DORIA et al., 2012). As principais classes de linfocitos e
suas funces estéo representadas na Figura 1.

Figura 1. Principais classes de linfocitos e suas fungBes na imunidade
adaptativa.

Linfécito B Cél. Plasmatica

SO — (@ <%
= Patogeno
'( Anticorpo

»/\

(&
Linfécito T auxiliar CD4+
S y
W+ @& —> @E.‘“ > o)
o \

Antigeno do patégeno
no fagécito
4y

9
B ® 10§

Celulas infectada contendo
o antiaeno

Fonte: Adaptado de (KUMAR et al., 2010).

Os linfécitos B desenvolvem-se a partir de precursores na medula
6ssea e, quando maduros, representam uma baixa taxa da populacdo de
linfocitos periféricos circulantes. Também estdo presentes nos tecidos
linfoides periféricos, como os linfonodos, o bago e os tecidos linfoides
associados a mucosa (KUMAR et al., 2010). Os linfécitos B, além de se
diferenciarem em células secretoras de anticorpos (células plasmaticas),
possuem funcdes efetoras. Eles sdo capazes de apresentar antigenos para
os linfocitos T auxiliares (LT CD4"), desencadeando sua coestimulagéo,
e de expressar citocinas pré-inflamatérias ou anti-inflamatérias, que
modulam as respostas dos linfocitos T (CHOI; MOREL, 2017).

Os linfécitos T desenvolvem-se a partir de precursores no timo. A
maioria dos linfécitos T maduros encontra-se na corrente sanguinea,
enquanto a outra parcela esta localizada nas zonas de linfécitos T dos
orgdos linfoides periféricos (KUMAR et al., 2010). Sdo razoavelmente
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heterogéneos e se diferenciam em varias classes de células funcionais,
as quais sdo especializadas em diferentes atividades.

Os linfécitos T CD8 reconhecem antigenos apresentados por
moléculas de MHC de classe | (Complexo Principal de
Histocompatibilidade, do inglés Major Histocompatibility Complex), se
diferenciam em linfdcitos T citotdxicos CD8" que, basicamente, causam
a apoptose de células-alvo que apresentam fragmentos peptidicos do
patdgeno. Os linfécitos T CD4 reconhecem os antigenos apresentados
por uma molécula do MHC de classe Il e podem se dividir em
subpopulagdes de células efetoras que possuem diferentes fungdes
imunes, baseados em seus padrdes de producédo de citocinas.

Os linfocitos T auxiliares (Th) secretam citocinas que induzem
respostas imunes, como a proliferagdo e diferenciacéo de linfocitos B,
que irdo produzir anticorpos contra 0 patégeno em questdo. Podem ser
classificadas como: linfocitos Thl, que produzem interleucina 2 (1L2),
fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y (IFN-y). Sdo responsaveis
por promover a imunidade celular através da agéo de linfocitos T contra
patdgenos intracelulares. Os linfécitos Th sdo responsaveis pela
producdo de diversas interleucinas encarregadas de promover a
imunidade humoral. Esta, por sua vez, atua no ambiente extracelular
através da acdo de anticorpos produzidos pelos linfécitos B, que séo
direcionados contra patogenos extracelulares. Os linfocitos Thl7, os
quais produzem citocinas pré-inflamatdrias, como a interleucina-17
(1L17), elementos importantes na indugéo da inflamacdo.

As outras células T CD4 séo denominadas linfécitos T
regulatérios (Treg), cuja funcdo é suprimir as respostas das células T ao
invés de ativa-las. Elas produzem citocinas que possuem papel crucial
na inducdo e manutencdo da tolerancia periférica e prevencdo da
autoimunidade. As células Treg inibem a producdo e proliferacdo de
citocinas nos linfécitos T, a producédo de anticorpos pelos linfdcitos B, a
atividade citotoxica das células NK e a manutencdo das células
dendriticas, resultando na inducdo da tolerancia. Esta limitacdo da
resposta imune é uma caracteristica importante na prevencdo de
respostas autoimunes (MURPHY et al, 2010; TAN; PEEVA,
ZANDMAN-GODDARD, 2014).

1.2 TOLERANCIA IMUNOLOGICA E AUTOIMUNIDADE

Nos mecanismos de defesa desempenhados pelo sistema imune, é
de extrema importancia que este tenha a capacidade de diferenciar os
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componentes proprios dos nao-proprios (SAWANT; VIGNALI, 2014,
SOUZA et al.,, 2010). Para isso, os linfocitos sdo normalmente
apresentados a antigenos do préprio corpo, antigenos de microrganismos
comensais e antigenos alimentares, e a geracdo de uma resposta imune
contra eles deve ser eliminada, ou ocorrer de forma controlada
(JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Essa exposi¢cdo prévia a
autoantigenos da ao sistema imune a capacidade de distingui-los dos
nao-proprios. Este mecanismo, denominado tolerdncia imunoldgica,
ocorre nos Orgados linfoides centrais, como o timo (linfécitos T) e
medula 6ssea (linfocitos B), e nos 6rgaos linfoides periféricos, de modo
a assegurar que ocorra a dele¢do ou inativagdo funcional dos linfécitos T
e B autorreativos (SAWANT; VIGNALI, 2014; SOUZA et al., 2010).

Apds a migragdo dos precursores de linfocitos T (LT) para o
timo, ocorrem inimeras modificacbes destas células nesta regido.
Durante a maturacdo, ha a interacdo entre as células apresentadoras de
antigenos, localizadas no microambiente timico, com os linfdcitos T.
Este contato celular é primordial para que ocorra a proliferagdo,
diferenciacdo celular, expressdo de moléculas de superficie (CD4 e
CD8), e a criagdo de um conjunto de receptores de linfocitos T (TCR).
Desta forma, os linfocitos que expressaram os TCRs com éxito passam
para 0 processo de selecdo positiva, que se baseia na capacidade de
ligacdo do TCR com o complexo do MHC (SOUZA et al., 2010).

Durante a selecédo positiva, 0s LT que apresentam TCRs capazes
de se ligar ao MHC e ao peptideo préprio (autoantigeno) com baixa
intensidade sdo estimulados a sobreviver e migram para 0s 0rgédos
linfoides periféricos, onde prosseguem com a maturagdo e se
diferenciam em linfécitos T CD4" ou T CD8". Os LT, cujo TCR &
incapaz de reconhecer 0 MHC e o autoantigeno, morrem por apoptose.

O processo de selegdo negativa ocorre posteriormente e é quando
0s LT expressam TCRs que se ligam fortemente ao MHC e ao
autoantigeno. Deste modo, estas células sofrem apoptose, evitando
assim a maturacdo de LT autorreativos (SOUZA et al., 2010;
STRITESKY; JAMESON; HOGQUIST, 2012). Além disso, o timo
pode desempenhar outro papel essencial na manutencdo da tolerancia
imunoldgica, através da producdo de uma populacdo de linfécitos Tregs
(ITOH et al., 1999).

Os linfécitos B (LB) também sdo expostos a autoantigenos
durante seu processo de maturacdo e selecdo. Isto se da através das
imunoglobulinas de membrana, ou dos receptores de células B, os quais
podem reconhecer os autoantigenos que possuem alta afinidade na
medula éssea. Assim, as células podem sofrer apoptose ou, ainda, pode
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ocorrer um rearranjo génico das cadeias das imunoglobulinas,
apresentando uma nova especificidade antigénica (SOUZA et al., 2010).
Quando os LB autorreativos maduros interagem com autoantigenos no
orgdo linfoide periférico, pode haver uma contribuicdo para que a
tolerncia seja mantida através da delecdo clonal dos linfdcitos que
possuem esta alta afinidade aos autoantigenos (PILLAI; MATTOO;
CARIAPPA, 2011; SOUZA et al., 2010).

A perda da tolerdncia imunoldgica pode gerar eventos
patolégicos, como uma doenga autoimune. Apesar de a tolerancia
central eliminar os linfocitos T e B autorreativos de alta afinidade, os
linfocitos de baixa afinidade desenvolvem-se e sdo identificadas no
repertdrio imunolégico do 6rgao linfoide periférico, podendo dar inicio
a um quadro de autoimunidade em niveis patoldgicos, se o estimulo for
forte o suficiente (SHLOMCHIK; CRAFT; MAMULA, 2001). Alguns
autoantigenos séo intracelulares e ndo sdo encontrados pelos linfdcitos.

Quando ocorre uma morte tecidual, ou um quadro inflamatério,
ha uma eliminacdo inadequada de elementos celulares, que pode
provocar a ativagdo dos linfécitos T e B autorreativos. Desta forma,
linfocitos B autorreativos podem internalizar estes autoantigenos e
produzir autoanticorpos. Além disso, podem agir como células
apresentadoras de antigeno, que irdo desencadear a desregulacdo de
muitos outros tipos de células imunes, como linf6citos T autorreativos,
células dendriticas, macréfagos e neutrofilos (MOREL, 2017;
MURPHY et al., 2010). Com isso, o sistema imune passa a produzir
uma resposta contra células e tecidos do proprio organismo, provocando
quadros inflamatorios e lesdes teciduais que podem acarretar no
desenvolvimento de doengas autoimunes (LETTRE; RIOUX, 2008).

1.3 DOENGCAS AUTOIMUNES

As doencgas autoimunes incluem mais de 70 desordens, que
afetam aproximadamente 5% da populacdo ocidental. Elas tém sido
associadas a uma ampla variedade de distlrbios imunolégicos, que
incluem: o aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias e
diminuicdo das citocinas anti-inflamatérias e o aumento do nimero de
linfocitos B e producdo de autoanticorpos. Subjacente a estas alteracdes
imunolégicas, ha um defeito na eliminacdo de linfécitos B e T
autorreativos (LLEO et al., 2010; MOUNTZ et al., 1994).

Em geral, as doengas autoimunes sdo caracterizadas pela
presenca constante de autoantigenos e, por isso, tendem a evoluir para
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um quadro inflamatorio cronico. Este estado crbnico, por sua vez,
provoca a liberacdo de mais autoantigenos como resultado da leséo
tecidual. O autoantigeno pelo qual a resposta imune € dirigida e o
mecanismo pelo qual o tecido portador do antigeno é lesado
determinam, em conjunto, a patologia e a expressdo clinica da doenca.
Assim, conforme ilustrado na Figura 2, os linfécitos B autorreativos
podem incorporar e processar este autoantigeno para o qual sdo
especificos, revelando uma nova variedade de epitopos que podem,
agora, ser apresentados para um linfocito T. Os linfécitos T
autorreativos que respondem a este autoantigeno podem recrutar
linfocitos B, que poderd resultar na producdo de autoanticorpos
(MURPHY et al., 2010).

Figura 2. Inflamagdo mediada por autoanticorpos que causam lesfes teciduais
as quais podem acarretar no desenvolwmento de doencas autoimunes.

0s linfécitos B circulantes o :::frﬂ:m': ‘:c al?::‘“ L8 cs“a diferenciam Nos locais de leséo, o autoanticorpo Mais LB SC'MIM
o em cel. rao 208
ligam-se a antigenos proprios liberados e p;é”;i: q tam antic inicia uma resposta inflamatoria,causando | amplificando o ciclo|
de células danificadas W(.u""m i) contra o autoantigeno mais lesdo tecidual de lesdo tecidual
™M | XY

(( ) BN

Os autoanngenos particularmente aqueles mtracelulares estlmulam I|nf00|tos B
somente quando liberados de células em processo de morte celular (a). O
resultado é a ativagdo de linfécitos T e B autorreativos e a eventual secre¢éo de
autoanticorpos (b e c). Esses autoanticorpos podem mediar a leséo tecidual por
meio de varias funcgbes efetoras (d). Um mecanismo de retroalimentagéo
positiva é estabelecido, pois os autoantigenos adicionais recrutam e ativam
outros linfécitos B autorreativas (e), podendo dar inicio novamente ao ciclo (a).
Fonte: Adaptado de (MURPHY et al., 2010).

As doencas autoimunes sdo extremamente heterogéneas e, por
isso, clinicamente sdo classificadas de acordo com os tecidos e 6rgéos
que sdo acometidos durante a resposta imune desregulada. Quando a
doenca é Orgdo-especifica, a resposta imune é direcionada a um
autoantigeno expresso em apenas um tecido ou 6rgéo especifico, como a
Esclerose Mudltipla e a Diabetes Melitus. Nas doencas sistémicas, a
resposta é dirigida contra autoantigenos expressos em todo o0 organismo,
podendo ocorrer lesbes que afetam multiplos 6rgéos e tecidos, como é o




25

caso do Ldpus Eritematoso Sisttmico (LES) (GREGERSEN;
BEHRENS, 2006; MARRACK; KAPPLER; KOTZIN, 2001).

1.4 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
1.4.1 ConsideracGes gerais

O lapus eritematoso sistémico (LES) é considerado um prototipo
de doenca autoimune cronica, caracterizado pela perda da autotolerancia
do sistema imunolégico. Esta perda provoca a producéo e proliferacdo
de autoanticorpos que sao dirigidos contra os componentes nucleares do
individuo, particularmente  DNA, histonas e ribonucleoproteinas
(BOODHOO; LIU; ZUO, 2016; MARRACK; KAPPLER; KOTZIN,
2001; MOREL, 2017). A presenca destes autoanticorpos e a deposi¢ao
de imunocomplexos com a subsequente infiltragdo de neutrofilos,
hiperativacdo de linfocitos B e T autorreativos, liberacdo de contetidos
apoptoticos e a desregulacdo do sistema imune resultam em um quadro
inflamatorio cronico e lesdo tecidual de maltiplos drgédos e tecidos, tais
como pele, articulagBes, coracgdo, rins, pulmdes e o sistema nervoso
central (ABDEL GALIL; EZZELDIN; EL-BOSHY, 2015; CERVERA
etal., 2013; MORAWSKI; BOLLAND, 2017).

Pelo fato do antigeno reconhecido ser sistémico, as manifestacbes
clinicas de LES possuem uma ampla heterogeneidade e podem se
apresentar de diferentes formas e grau de severidade. As manifestacdes
mais prevalentes sdo a artrite, manifestacdes cutaneas, glomerulonefrite
e vasculite (CERVERA et al., 2013; PALAGINI et al., 2013). A doenca
apresenta um progresso variavel, alternando periodos de remissdo e
exacerbagdo, podendo ocasionar comorbidades ou mesmo ser fatal
(CERVERA et al., 2013).

O LES é uma doenca cosmopolita e sua prevaléncia varia de
acordo com o género, idade, etnia e regido geogréafica, o que demonstra
se tratar de uma patologia complexa, de origem multifatorial
(DANCHENKO; SATIA; ANTHONY, 2006). A prevaléncia na
populagdo ocidental varia entre 4,8-180 casos para cada 100.000
habitantes (KUNZ, 2013). No Brasil, os dados epidemiologicos de lUpus
S80 escassos.

Ha uma grande dificuldade em identificar os fatores de risco que
contribuem para o desenvolvimento da doenca. As variantes de
susceptibilidade genética tem demonstrado ter uma influéncia modesta
na manifestacdo da doenca (LETTRE; RIOUX, 2008). Neste contexto, é
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acredita-se que o principal fator de risco para um individuo desenvolver
uma doenca autoimune como lupus é o individuo ser do sexo feminino
(ZANDMAN-GODDARD; PEEVA; SHOENFELD, 2007). Durante a
idade reprodutiva, a doenca acomete nove mulheres para cada homem
(SCHWARTZMAN-MORRIS; PUTTERMAN, 2012).

1.4.2 Patogénese de LES

Existem diversos fatores que contribuem com o inicio e
progressdo da autoimunidade em LES. Inicialmente, ocorre a perda da
autotolerancia e a geracdo de linfocitos T e B autorreativos e a
subsequente diferenciacdo dos linfocitos B em células plasmaticas, que
secretam niveis elevados de autoanticorpos os quais podem desencadear
a autoimunidade. A presenca de autoanticorpos em pacientes de LES,
incluindo anti-dsDNA, anti-SSA (Ro), anti-SSB, anti-Sm e anti-RNPs,
pode ser detectada antes dos sinais clinicos se manifestarem
(ZHARKOVA et al., 2017).

Os linfdcitos T também passam pelo processo de tolerancia para
restringir a autorreatividade. Tem-se demonstrado em muitas linhagens
autoimunes que os linfocitos T também séo requisitados para a produgéo
de autoanticorpos, indicando que a perda da tolerancia em linfocitos T
pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de LES.
Além disso, estas células estimulam a inflamacéo através da secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias, ativando células dendriticas e linfécitos B
(CRISPIN et al., 2008; ZHARKOVA et al., 2017).

A desregulacdo dos linfdcitos T regulatérios (Tregs) também
pode contribuir para a perda da tolerancia dos linfocitos, provocando sua
hiperativacdo. Em pacientes de LES, observa-se a redugdo do nimero e
funcdo diminuida dos linfocitos Tregs (ZHARKOVA et al., 2017).

Pacientes diagnosticados com LES apresentam apoptose celular
desregulada, e a remogdo deficiente deste material, 0 que permite que
componentes intracelulares, incluindo compostos nucleares, sejam
expostos livremente no organismo e por um periodo mais longo do que
o normal (KUMAR et al.,, 2010; PARK et al., 2014). Evidéncias
sugerem que 0 aumento de restos celulares de células apoptdticas, mais
precisamente detritos nucleares, fornecem uma fonte de autoantigenos
que induzem a hiperativacao de linfécitos B autorreativos. Estes passam
a produzir autoanticorpos nucleares. Estes detritos sdo resultantes da
fagocitose por macrofagos e neutrofilos, porém em pacientes de LES o
processo fagocitario dos macrofagos é defeituoso.
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Estudos em modelos de murinos sugerem uma deficiéncia nas
proteinas de superficie das células fagocitarias, que estdo envolvidas na
remocdo de detritos nucleares circulantes. Assim, os autoanticorpos se
ligam aos detritos das células apoptoticas do tecido-alvo e provocam o
desenvolvimento de imunocomplexos (ICs), que ali se depositam. Estes
ICs sdo capturados pelos linfécitos B e células dendriticas e ativam
receptores intracelulares que induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, resultando na propagacgéo da resposta inflamatoria crénica
dos oOrgdos e lesdo tecidual. Além disso, o sistema complemento
também é ativado, gerando produtos que recrutam células inflamatorias
para o tecido-alvo, ampliando sua lesdo. A coexisténcia da perda da
tolerdncia imunoldgica, a formagdo de ICs e a ativacdo do sistema
complemento geram respostas inflamatdrias que podem causar
significativas lesBes teciduais, resultando nos sintomas de LES
(KUMAR et al., 2010; PARK et al., 2014; ZHARKOVA et al., 2017;
ZHOU et al., 2009).

1.4.3  ManifestacGes Clinicas

O LES caracteriza-se por apresentar manifestagdes clinicas
heterogéneas que afetam praticamente qualquer tecido do corpo e, por
isso, é considerada uma doenca sistémica (AGMON-LEVIN et al.,
2012). A doenca inicia-se com uma fase pré-clinica, caracterizada pela
presenca de autoanticorpos que sdo comuns a outras doengas
autoimunes e provocam sintomas constitucionais, que sdo inespecificos
e comuns a varias patologias, como fadiga, febre, falta de apetite, perda
de peso, mialgia e dor articular. Além disso, de forma concomitante a
estes, prossegue-se para uma fase clinica que provoca sintomas
relacionados a lesdes 6rgdo-especificas que envolve, principalmente, as
articulacdes, pele, sistema cardiopulmonar, rins, sistema gastrointestinal,
sistema hepatol6gico e sistema nervoso central, constituindo a forma
sisttmica da doengca (BERTSIAS; CERVERA; BOUMPAS, 2012;
MILLS, 1994). Varios autoanticorpos foram associados ndo apenas a
ocorréncia da doenca, mas também as suas manifestacdes especificas. A
presenca de determinados autoanticorpos predizem alguns fenétipos de
ldpus (AGMON-LEVIN et al., 2012).

A maioria dos pacientes com LES eventualmente tem algum tipo
de manifestacdo cutanea. Uma das manifestacGes mais especificas e que
se tornou o simbolo da doenca é o rash malar ou dermatite em forma
“asa de borboleta”, que muitas vezes ¢ decorrente da alta
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fotossensibilidade dos pacientes, ou seja, é exacerbada pela exposicédo
solar (MOURA FILHO et al.,, 2014; WALLING; SONTHEIMER,
2009).

Devido a grande heterogeneidade das manifestacfes de LES,
cada paciente possui caracteristicas distintas. A natureza dinamica da
doenca torna o diagndstico e tratamento desafiadores e, por isso, foram
desenvolvidos critérios estabelecidos pelo Colégio Americano de
Reumatologia (do inglés, American College of Rheumatology) para a
classificacdo mais adequada de LES. Para estabelecer o diagnostico, é
preciso observar a presenca de pelo menos quatro dos onze critérios
observados na Tabela 1 em duas ocasides distintas no periodo de seis
meses (BERTSIAS; CERVERA; BOUMPAS, 2012; SMITH,;
SHMERLING, 1999).
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Tabela 1. Critérios do American College of Rheumatology para o diagnéstico
de Lupus Eritematoso Sistémico.

Critério

Definicéo

Eritema (rash) Malar

Eritema Discéide

Fotossensibilidade

Ulcera Oral

Artrite

Serosite

DistUrbio Renal

Disturbio
Neuroldgico

Disturbio
Hematol6gico

Distarbio
Imunoldgico
Anticorpos

Antinucleares

Eritema constante, plano ou elevado, nas
bochechas e nariz, frequentemente na forma
de asa de borboleta

Erupgdo cutdnea avermelhada, elevada e em
forma de disco, com escamagdes ceratéticas

Erupcdo cuténea resultante de uma reacdo
incomum a luz solar; pode provocar resultar
na piora de uma erupcao existente
Ferida oral ou nasofaringea,
indolor, observada por um médico
Artrite que envolve duas ou mais articulacdes
periféricas, caracterizada por sensibilidade,
inchago ou dor

Inflamag&o no tecido que envolve os pulmdes
(pleurite) ou inflamacgdo das membranas que
envolvem o coracéo (pericardite)

Presenca de proteina (proteindria), matriz
celular ou modelos celulares (eritrdcitos) na
urina

geralmente

Convuls@es ou psicoses

Anemia hemolitica (baixas doses de
eritrdcitos), leucopenia (baixas doses de
leucdcitos), linfopenia (baixas doses de
linfocitos ou trombocitopenia (baixas doses de
plaquetas)

Teste positivo para anti-dsDNA, anti-Sm ou
anticorpos antifosfolipides

Teste positivo para anticorpo antinuclear

Fonte: Adaptado de (SMITH; SHMERLING, 1999).
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1.4.4  Etiologia de LES

Embora a etiologia de LES permaneca relativamente idiopatica,
sabe-se que € uma doenga de causa multifatorial, a qual envolve a
interacdo de fatores genéticos, ambientais, e hormonais, que geram
disfuncBes fisiologicas que acarretam no desenvolvimento da doencga
(Figura 3) (TSOKOS et al., 2016; ZANDMAN-GODDARD; PEEVA;
SHOENFELD, 2007).

Figura 3. Fatores etiol6gicos envolvidos na patogénese de LUpus Eritematoso
Sistémico.
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A interacdo entre genes suscetiveis e fatores ambientais pode resultar em
respostas imunes anormais (1), que variam entre diferentes pacientes. Estas
respostas podem incluir a maior ativagdo da imunidade inata e das células do
sistema imune adaptativo (linfocitos B e T) (2). Assim, autoanticorpos sdo
produzidos pelos linfocitos B e, desta forma, ligam-se aos autoantigenos e
formam imunocomplexos os quais se depositam no tecido lesado por periodos
prolongados de tempo (3), permitindo o desenvolvimento da inflamagdo e da
doenca (4). A deposicdo e acimulo de imunocomplexos no tecido alvo
provocam a ativagdo do sistema complemento, levando a liberagéo de citocinas
que ativam mdltiplas células teciduais e causam o influxo de linfécitos T e B,
macrofagos e células dendriticas, que estimulam a leséo tecidual. No contexto
da inflamagdo crbnica, o acUmulo destes fatores contribui para o
estabelecimento de danos irreversiveis nos tecidos (5). DC: células dendriticas;
AAg: autoanticorpo; LT: linfocito T; LB: linfécito B; C3 e C3a: moléculas do
sistema complemento.

Fonte: Adaptado de (KASPER et al., 2015)
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1.44.1 Fatores Ambientais

As disfungdes fisiologicas podem ser exacerbadas por fatores
exdgenos. As exposi¢cdes ambientais podem incluir agentes infecciosos,
principalmente virus, exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) e fatores
comportamentais, como a dieta e tabagismo (SARZI-PUTTINI et al.,
2005).

Provavelmente, o fator ambiental mais discutido é a luz
ultravioleta. Os pacientes possuem uma sensibilidade a luz UV que
provoca uma erupcdo cutinea fotossensivel. Isso se da através da
apoptose de queratindcitos e a consequente exposicao de autoantigenos,
que induzem a produgdo de autoanticorpos os quais podem conduzir
uma resposta autoimune, resultando em lesdes cutineas caracteristicas
de LES (D’CRUZ, 2000).

O uso de medicamentos especificos pode induzir o
desenvolvimento de LES, principalmente se seu uso for prolongado.
Assim como o tabagismo, que possui diversos componentes tdxicos que
podem afetar a funcdo imune (SARZI-PUTTINI et al., 2005). Estudos
também sugerem que fatores étnicos e socioecondmicos podem
influenciar a severidade e desenvolvimento da doenga. LES mostrou-se
ser mais frequente em individuos ndo caucasianos. Nos Estados Unidos,
por exemplo, LES é mais comum em afro-americanos que, em geral,
possuem uma forma mais grave doenca (ARBUCKLE et al., 2003;
DANCHENKO; SATIA; ANTHONY, 2006). No ambito
socioecondmico, a dificuldade de acesso aos servicos de salde
apropriados pode resultar no agravamento da doenca (BOODHOO;
LIU; ZUO, 2016).

1.4.4.2 Fatores Hormonais

O LES é uma doenca que apresenta um forte viés sexual,
acometendo em média nove mulheres para cada homem (TEDESCHI;
BERMAS; COSTENBADER, 2013). Dentre os pacientes masculinos,
observa-se que ha manifestacBes da doenca mais severas, como 0 maior
comprometimento renal, neuroldgico, anemia hemolitica e hipertensédo
arterial, além da manifestacdo mais precoce da doenca (GARCIA et al.,
2005; TEDESCHI; BERMAS; COSTENBADER, 2013).

A maior incidéncia de LES no sexo feminino ainda ndo esta
elucidada. Em relacdo ao ambito genético, pesquisadores buscaram
entender este forte viés sexual através de estudos sobre a dose dupla do
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cromossomo X em mulheres, sendo que a presenca de um segundo
cromossomo poderia contribuir com a patogénese de LES (TEDESCHI;
BERMAS; COSTENBADER, 2013). Nas mulheres, uma copia do
cromossomo X é inativada, com o intuito de fornecer compensacéo de
dosagem génica entre mulheres XX e homens XY. Desta forma,
qualquer mutacdo genética associada ao cromossomo X ira ser expressa
em 50% das células femininas. Enquanto nos homens, que ndo sao
submetidos a inativacao, todas as células podem expressar esta mutacao,
tornado o sexo masculino mais susceptivel as doencas associadas a
mutacBes genéticas no cromossomo X. Porém, até o momento, ndo se
encontrou genes e/ou variantes genéticas nesse cromossomo que podem
ser associadas com o desenvolvimento de LES o que poderia explicar a
magnitude do risco aumentado em mulheres (PENNELL; GALLIGAN;
FISH, 2012).

Outro aspecto que tem sido cada vez mais considerado é a
influéncia exercida pelos hormdnios sexuais femininos. Evidéncias
epidemioldgicas demonstram que mulheres em idade fértil sdo mais
frequentemente afetadas de que homens. Antes da puberdade e apés a
menopausa, a proporgédo entre homens e mulheres com LES mostrou-se
ser bem mais equilibrada (2:1 em média). Esse padréo indica que algum
fator associado a reproducdo feminina pode ter forte influéncia
provavelmente devido a acdo dos hormdnios sexuais femininos
(CUTOLO et al., 2004; TEDESCHI; BERMAS; COSTENBADER,
2013). Outras evidéncias incluem as alteracfes na severidade da doenga
durante a gravidez e periodos especificos do ciclo menstrual e o fato de
que entre individuos do sexo masculino que se submetem a tratamento
intensivo com estrogeno para mudanga de sexo possuem uma
prevaléncia de LES semelhante as mulheres (RUBTSOV et al., 2010).
Desta forma, estudos sugerem que 0s estrgenos podem aumentar a
resposta imune enquanto androgénios e progesterona parecem suprimi-
la (RUBTSOV etal., 2011).

Os hormodnios sexuais desempenham um papel importante na
funcdo das células do sistema imunol6gico inato e adaptativo. Muitos
relatos indicam que diferentes populacdes de células imunoldgicas
expressam receptores especificos para os hormdnios sexuais. Os
hormdnios esteroides classicos se difundem através da membrana
celular para que possam interagir com seus receptores. O complexo
hormdnio/receptor se desloca para o nicleo celular, onde ele passa a
induzir uma resposta transcricional (RUBTSQV et al., 2011).

Efeitos imunoregulatoérios sobre o sistema imune inato podem ser
exercidos por hormdnios sexuais, como o recrutamento de neutrofilos,



33

macrofagos e células apresentadoras de antigenos para o local no qual
estes hormonios estdo sendo produzidos e expressos, € a regulacdo da
atividade das células NK. No sistema imune adaptativo, este efeito
imunoregulador também estd presente. Os esteroides sexuais afetam a
apresentacdo de antigenos por células dendriticas e macréfagos, o
namero de linfocitos T e podem aumentar a ativagao e sobrevivéncia de
linfécitos B autorreativos e a subsequente secre¢do de anticorpos
(RUBTSOV et al., 2011; TEDESCHI; BERMAS; COSTENBADER,
2013).

Notavelmente, estrégenos, androgénios e progesterona sao
encontrados em ambos 0s sexos, porém o0s niveis hormonais sdo
distintos, o que resulta em diferentes efeitos (ORTONA et al., 2015). A
maioria dos dados disponiveis é a respeito do estrégeno. Além da
producdo enddégena, muita discussdo vem sendo levantada sobre o
impacto da administracdo exdgena de estrégeno. O wuso de
contraceptivos orais, terapia de reposi¢cdo hormonal, preparacdo para
fertilizacdo in vitro e outras fontes que podem desempenhar um papel
adicional no desencadeamento de LES e de outras doengas autoimunes
(TAN; PEEVA; ZANDMAN-GODDARD, 2014).

14421 Progesterona

A progesterona (PG) é um hormonio esteroide feminino derivado
da molécula de colesterol. E sintetizada pelas glandulas adrenais, pelo
corpo luteo ovariano, testiculos, cérebro e na placenta durante a
gestacdo. Além de realizar funcdes fisiologicas durante a fase lutea do
ciclo menstrual e na manutengdo da gravidez, a progesterona atua na
regulacdo de respostas imunes (TAN; PEEVA; ZANDMAN-
GODDARD, 2014).

A PG desempenha a sua fungdo imunoldgica através da interacdo
com receptores especificos, os receptores de progesterona (PRs, do
inglés Progesterone Receptors). Estes receptores encontram-se em
células de tecidos sexuais e ndo-sexuais, incluindo células imunoldgicas.
Dois destes receptores sdo intracelulares (iPR) e trés sdo receptores de
membrana (mPR) (TAN; PEEVA; ZANDMAN-GODDARD, 2014).
Nas células imunes, observa-se uma ampla distribuicdo de PRs nos
granuldcitos, células NK, células dendriticas e linfécitos T e B, 0 que
indica que este horménio influencia o sistema imune inato e adaptativo
(ORTONA et al., 2015). Os iPRs sdo expressos em linfocitos e, quando
é ativado por baixas concentracdes de PG, parece suprimir a producédo
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de anticorpos em ambos os sexos. Além disso, PG pode suprimir a
resposta imunoldgica dos linfocitos Thl e Thl7 e, em contraste,
favorece a secrecdo de citocinas pelos linfocitos Th2. Estudos in vitro
indicam que PG pode inibir as fungdes dos macréfagos e das células
NK. Ao inibir as células NK, h4 uma diminuicdo da secrecdo de IFN-y
por estas células. Poucos estudos examinaram os efeitos de PG nas
respostas imunes mediadas por linfocitos B. Sabe-se que, através de
iPR, a PG pode suprimir a via de diferenciagdo destas células, porém
muito mais pesquisas sdo necessarias para esclarecer o impacto deste
hormdnio sobre este grupo celular (HUGHES, 2012).

1.4.4.2.2 Estrogenos

O estrégeno é o principal horménio sexual feminino e, além do
seu papel fundamental no comportamento e reproducéo, possui também
uma fun¢do imunoreguladora. O principal horménio estrogénico, o 17f3-
estradiol (E2), é sintetizado a partir da aromatizagédo de precursores de
andrdégenos (hormdnio sexual masculino) no ovario e em outros tecidos
e é capaz de regular respostas imunes em Vvarios niveis, incluindo o
desenvolvimento celular, a proliferacdo, a producdo de citocinas e
anticorpos e no processo apoptotico (MARINO; GALLUZZO;
ASCENZI, 2006; ORTONA et al., 2015).

O E2 desempenha sua funcdo fisiolégica e imunoreguladora
através da difusdo passiva pela membrana celular das células alvo,
influenciando a sinalizacdo celular através da interacdo com receptores
de estrogeno (ERs, do inglés Estrogen Receptors) especificos,
localizados intracelularmente (MARINO; GALLUZZO; ASCENZI,
2006). Os ERs sdo membros da familia de receptores nucleares que
regulam a expressdo de uma ampla gama de genes. Essa familia inclui
duas isoformas, ERa (Receptor de estrogeno alfa, do inglés Estrogen
Receptor alpha) e ERpB (Receptor de estrogeno beta, do inglés Estrogen
Receptor beta). Estudos sugerem que a ativagdo do ERa acarreta um
efeito imunoestimulante, enquanto que a ativagdo do ERp parece ter um
efeito imunossupresor (MARINO; GALLUZZO; ASCENZI, 2006;
ORTONA et al., 2015). Os ERs sdo expressos em niveis elevados nas
células do sistema reprodutor feminino, porém também sdo encontrados
em linfécitos B e T, mondcitos, macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas e células NK (BOUMAN; JAN HEINEMAN; FAAS, 2005;
PENNELL; GALLIGAN; FISH, 2012).
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Os ERs funcionam como fatores de transcricdo que sdo ativados
por ligante, como o E2. Desta forma, a sinalizagéo celular pode ocorrer
através da via classica, onde o E2 se liga as isoformas de ERs e forma
um complexo E2/ER, o qual sofre um processo de modificagGes
estruturais. O complexo € translocado para o nucleo celular, onde se liga
a uma sequéncia nucleotidica denominada de elemento responsivo de
estrdgeno (ERE, do inglés Estrogen Responsive Element), localizado na
regido promotora do gene alvo (PENNELL; GALLIGAN; FISH, 2012).
Desde a identificacdo dos EREs, varios estudos computacionais tém
sido realizados para identificar genes alvos que possuam esta sequéncia
nucleotidica nas regiGes promotoras. Além disso, o complexo E2/ER
pode influenciar a expressao de genes que nao possuem em suas regides
promotoras a sequéncia exata ERE, através da interagdo com outros
fatores de transcri¢cdo, como o NF-kB, potencializando a ligacdo desse
fator & regido regulatdria dos seus genes alvo. Este modo de agdo
permite aumentar significativamente o repertério de genes regulados por
estradiol (VRTACNIK et al., 2014).

H& também alteragdes provocadas por estradiol que acontecem
de forma rapida, e dificilmente estdo associadas com a transcri¢do de
genes alvo. As acgdes ndo gendmicas do estradiol estdo relacionadas a
ativacdo de cascatas de proteinas quinases, que provocam a fosforilagdo
de fatores de sinalizagdo intracelular, tendo um efeito direto no
metabolismo celular (VRTACNIK et al., 2014).

A relacdo entre o estradiol e o desenvolvimento de doencas
autoimunes é complexa. Em LES, o estradiol provavelmente possui um
papel patogénico que contribui com a severidade da doenca e sua
exacerbagdo. O estradiol induz a producdo de citocinas, maturacdo de
linfocitos B, producdo de autoanticorpos e respostas do linfoncito T
CD4" do tipo Th2 (PENNELL; GALLIGAN; FISH, 2012). Um estudo
que tratou células mononucleares do sangue periférico com estradiol
exdgeno revelou um aumento da secrecdo de autoanticorpos anti-DNA e
de igG (Imunoglobulina G) nos linfécitos B. Curiosamente, a
administracdo exogena de testosterona reduziu a secrecdo de anticorpos
anti-DNA, indicando que o antagonismo dos andrégenos pode inibir a
secrecdo destes autoanticorpos (GRIMALDI, 2006). Em modelos
murinos, a administracdo exodgena de estradiol mostrou relacdo
significativa com o desenvolvimento de manifestacdes semelhantes as
de doencas autoimunes (ELBOURNE; KEISLER; MCMURRAY,
1998).
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1.4.4.3 Fatores Genéticos

Evidéncias de um componente genético sdo ratificadas por
estudos que afirmam que um individuo que tenha casos de LES na
familia tem mais chance de desenvolver a doenga do que aquele que nédo
possui familiares acometidos. Outro indicio genético é a maior taxa de
LES entre gémeos monozigoticos do que em gémeos dizigdticos
(AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012). Além disso, através de
diversos estudos de caso-controle, descobriram-se diversos genes com
polimorfismos que estdo associados com o desenvolvimento da doenga.
Porém, fatores de susceptibilidade genética muitas vezes tém uma
influéncia modesta sobre a doenca, com odds-ratio tipicamente variando
entre 1.15-2.0 (MOSER et al., 2009)

A interacdo complexa entre os fatores ambientais e genéticos
desempenham um papel importante para o desenvolvimento de LES.
Em um individuo com o genétipo susceptivel, a exposicdo a fatores
ambientais e moduladores, como horménios sexuais, podem, em
conjunto, iniciar um processo autoimune (WHITACRE, 2001). Destes,
ha genes que codificam proteinas com acdo imunoreguladoras, como o
gene TNFSF13B que, em interagdo com os hormoénios sexuais, pode
desregular a resposta imune.

1.5 GENE TNFSF13B E SEU CONTEXTO GENOMICO

O gene TNFSF13B é membro da superfamilia de ligantes de
fatores de necrose tumoral, e estd localizado no brago longo do
cromossomo 13 (13g33.3), contendo 6 exons e 5 introns, que
correspondem a 39kb. A regido promotora contém 1020pb e pode ser
ativada por muitos fatores de transcricdo, como membros NF-kB
(LAHIRI et al., 2012). Ele é responsavel por codificar uma citocina da
familia TNF, o fator de ativacdo de células B, também conhecido como
BAFF (do inglés, B cell activating factor). Esta citocina é expressa por
células mononucleares sanguineas, pelo baco e linfonodos através da
regulacdo de multiplas moléculas. As principais células que produzem o
BAFF sdo os macrofagos, mondcitos, células dendriticas, astrocitos,
neutrofilos e também linfocitos T ativados (LAHIRI et al., 2012;
TANGYE et al., 2006). BAFF é uma proteina transmembrana do tipo 2
que, sob condi¢Bes normais, pode ser expressa na superficie celular ou
pode ser clivada por uma protease, resultando em uma molécula soldvel,
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biologicamente ativa (HENGEVELD; KERSTEN, 2015; WEI,
CHANG; WEL, 2015).

1.5.1 BAFF e Regulagdo Imune

A molécula BAFF possui um papel primordial na homeostase,
sobrevivéncia, crescimento e maturacdo dos linfocitos B periféricos e,
consequentemente, na produgdo de anticorpos (LAHIRI et al., 2012;
LIED; BERSTAD, 2011). A primeira evidéncia de que BAFF possui um
impacto na sobrevivéncia dos linfécitos B decorreu de uma pesquisa in
vitro com linfécitos B do sangue periférico humano, que foram
cultivados na presenca e auséncia da molécula BAFF sollvel. As
culturas tratadas com a citocina em estudo apresentaram-se mais viaveis
e capazes de produzirem anticorpos (KALLED, 2005). BAFF também é
requerido para que ocorra a transicdo de linfécitos B imaturos em
linfocitos B maduros. Além disso, a sua expressao nos tecidos linféides
periféricos € essencial para manter a sobrevivéncia dos linfocitos B
maduros em longo prazo.

Estudos em modelos murinos demonstraram que, ao inibir o
acesso de BAFF pelos linfocitos B maduros, ocorre a deplegdo destas
células (BRINK, 2006). Por outro lado, a administragdo de BAFF, ou a
sua alta expressdo, em murinos aumentou o nivel de imunoglobulinas no
sangue (MACKAY; BROWNING, 2002). Embora a maioria dos
estudos sobre BAFF foquem na sua funcéo estimuladora de linfocitos B,
ele também pode coestimular a ativacdo de linfécitos T. Estudos em
humanos e murinos demonstraram que BAFF pode melhorar a resposta
in vitro dos linfocitos T CD4" e CD8" (TANGYE et al., 2006; WEI,
CHANG; WEI, 2015).

Pesquisas feitas com modelos murinos demonstraram que,
quando BAFF é expresso em taxas elevadas, o equilibrio entre
sobrevivéncia e apoptose pode ser perturbado e, portanto, linfécitos B
podem sobreviver a sinais de morte que sdo desencadeados por
autoantigenos. Como resultado deste contexto, tem-se 0 aparecimento
de células autorreativas. Em murinos com elevadas concentracfes de
BAFF, observa-se o desenvolvimento de manifestacGes autoimunes.
Assim, acredita-se que BAFF precisa ser cuidadosamente regulado para
que a sobrevivéncia de linfocitos B seja mantida sem que a
autoimunidade seja desencadeada (MACKAY; BROWNING, 2002).
Este mecanismo esta ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Modelo que retrata o envolvimento de BAFF na tolerancia imune
periférica.
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Na figura (a) os niveis fisiol6gicos de BAFF podem superar 0s sinais de morte
que sdo desencadeados por um sinal fraco do receptor de células B (BCR).
Nestas condicdes, os linfdcitos B sobrevivem e amadurecem. Na figura (b) os
linfocitos recebem um sinal forte de morte através do BCR, que interagiu com
um autoantigeno. Assim, estes linfécitos ndo podem ser resgatados pela
sobrevivéncia induzida por BAFF a niveis fisiologicos e sofrem apoptose. Na
imagem (c), a elevada producdo de BAFF pode superar os fortes sinais de morte
que sdo desencadeados pela ligagdo do autoantigeno ao BCR. Os linfocitos
autorreativos  sobrevivem e amadurecem. Este mecanismo leva a
autoimunidade. LB: linécitos B; BCR: Receptor de células B; BAFF: fator
ativador de células B. Fonte: Adaptado de (MACKAY; BROWNING, 2002).
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Desta forma, sabendo da importdncia de BAFF no
desenvolvimento da autoimunidade patogénica, foi desenvolvida uma
terapia imunobioldgica para o tratamento de LES. Esta terapia inclui
anticorpos monoclonais que inibem o efeito de determinadas citocinais.
O Belimumab, também conhecido como Benlysta®, é um anticorpo
monoclonal que reconhece e inibe, especificamente, a atividade
bioldgica de BAFF. Assim, este medicamento reduz seletivamente o
namero de linfdcitos B e células plasmaticas de curta duracdo e os
titulos de anticorpos anti-dsDNA em pacientes com LES. Atualmente,
este € o Unico medicamento disponivel e aprovado pela FDA (do inglés
Food and Drug Administration) para o tratamento especifico de LES em
humanos (DING, 2008; NAVARRA et al., 2011).

Esta terapia anti-BAFF pelo Belimumab demonstrou eliminar
parcialmente os linfocitos B circulantes. Com isso, a funcéo de modular
as respostas inflamatérias e imunitarias ndo é totalmente perdida. Esta
reducdo de linfécitos B circulantes reflete a baixa eficicia deste
medicamento durante o tratamento de LES. Além do mais, as redes que
regem a sobrevivéncia de linfocitos B sd@o muito complexas, e o
bloqueio de receptores alvos de BAFF para fins terapéuticos pode ser
insuficiente para inibir a fungéo de linfécitos B autorreativos, podendo
ocorrer a progressao da doenca em alguns pacientes (DING, 2008). Esta
baixa eficacia terapéutica do Belimumab pode ser um reflexo da ampla
variedade de manifestagGes clinicas que LES apresenta, provavelmente
devido as diferentes vias etiologicas que acarretam no desenvolvimento
da doenga.

Modelos murinos tém contribuido para melhor compreender os
mecanismos moleculares que conduzem o desenvolvimento de LES.
Estudos que utilizaram modelos animais de autoimunidade mostraram
que a administracdo exdgena de hormonios sexuais femininos pode
regular a expressdo da doenca. Em linhagens de ratos suscetiveis a
lipus, a administracdo de E2 acelera o desenvolvimento da doenga,
enquanto que a diminuicdo de E2 (apés ovariectomia), ou a
administragdo de antagonistas de ER, podem retardar o curso da doenga
(HUGHES; CLARK, 2007). Além do fator hormonal, ha o quesito
genético, em que a delecdo do gene que codifica a citocina BAFF
prejudica o desenvolvimento dos linfécitos B durante a fase de transicdo
em modelos murinos. Em contraposicdo, a alta expressdo de BAFF
induz a autoimunidade destes animais, que desenvolvem distdrbios
autoimunes semelhantes ao LES e a Sindrome de Sjogren
(PANCHANATHAN; CHOUBEY, 2013).
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Alguns estudos tém relatado que, em modelos murinos, a
expressdo de BAFF pode ser induzida pela sinalizacdo de estrogeno e
interferon. Os niveis de BAFF foram mais elevados em células isoladas
de murinos do sexo feminino do que em murinos do sexo masculino.
Além disso, o tratamento de células esplénicas com E2 aumentou em
trés vezes a expressdo de BAFF. Estas observacGes sugerem que a
expressdao de BAFF depende de fatores hormonais, como o estradiol.
Em adicdo, modelos femininos de murinos que possuem uma
deficiéncia no gene que codifica o receptor de estrogeno (ESR1, do
inglés Estrogen receptor 1) apresentaram, nas células esplénicas, niveis
menores de BAFF, sugerindo que a expressdo desta citocina pelas
células  imunoldgicas depende da  expressio do ER
(PANCHANATHAN; CHOUBEY, 2013). Assim sendo, a sinaliza¢do
de estradiol em células imunolégicas pode estimular a regulagdo
positiva de BAFF. Por sua vez, 0 aumento de niveis séricos de BAFF
contribui com o desenvolvimento de lGpus em modelos murinos. Ao
realizar pesquisas sobre o assunto, tivemos conhecimento que tal efeito
nunca tinha sido testado em células humanas.

Varios estudos relataram que a progesterona também possui
efeitos imunomoduladores, porém sua fungdo é normalmente
imunessupressora. O tratamento com PG possui efeito direto em células
dendriticas de ratos, inibindo a secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias.
Além disso, diminui a capacidade destas células de estimularem a
proliferacdo de linfocitos T. Foi ainda relatado um efeito semelhante em
macrdfagos (BUTTS et al., 2008). Porém, ndo foram localizados estudos
em modelos animais que avaliam a influéncia da PG na expressdo de
BAFF. Foi identificado apenas um estudo de associacdo gendmico
amplo (GWAS, do inglés Genome-wide Association Studies) por
microarranjo de DNA em humanos, que revelou uma regulacao positiva
de BAFF mediante estimulo de progesterona em células sanguineas do
corddo umbilical fetal, especificamente, mas ndo em células adultas
(LEE et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Doengas autoimunes sdo normalmente cronicas e podem afetar o
bem estar fisico e psicoldgico do paciente, trazendo um prejuizo social e
profissional em vérios graus. Por serem doencas complexas e devido a
heterogeneidade de sinais e sintomas, seu diagnostico e tratamento
tendem a ser dificultosos, especialmente no caso de LES. Ndo ha no
momento tratamentos especificos eficientes, sendo as opcOes
terapéuticas  baseadas,  principalmente, em  corticoides e
imunossupressores inespecificos, com eficécia variada e diversos efeitos
colaterais associados (MANZI et al., 2012). Recentemente, 0 primeiro
medicamento, e o Unico disponivel e aprovado para o tratamento
especifico de LES em humanos, é o Belimumab, um anticorpo
monoclonal, que tem como alvo especifico 0 BAFF (NAVARRA et al.,
2011). No entanto, a eficicia do medicamento é limitada a apenas uma
fracdo dos pacientes, provavelmente devido & grande heterogeneidade
das manifestagdes clinicas, que ocorrem como consequéncia das
diferentes vias etioldgicas envolvidas no desenvolvimento da doenga
(DING, 2008).

Uma dessas vias etioldgicas esta muito provavelmente ligada a
fatores hormonais. Estudos recentes relatam que o estradiol pode
modular a expressdo de BAFF em camundongos (PANCHANATHAN;
CHOUBEY, 2013), entretanto tais efeitos sdo desconhecidos em células
humanas. Sabendo da importancia de BAFF na modulagéo do sistema
imunoldgico e as consequéncias que a sua exacerbacdo pode causar nos
quadros de autoimunidade, no presente estudo, tivemos como objetivo,
primeiramente, investigar se homens e mulheres em condi¢des normais
expressam quantidades diferenciadas de BAFF, o que poderia explicar,
parcialmente, a maior susceptibilidade das mulheres em desenvolver
essas doencas. Em adicdo, tratamos leucdcitos humanos de origem
feminina e masculina in vitro com estradiol e progesterona, a fim de
investigar o possivel impacto desses hormdnios na expressdo do gene
codificador de BAFF e, assim, poder contribuir para o conhecimento das
vias etioldgicas de LES e outras doengas autoimunes, um entendimento
essencial para o desenvolvimento de tratamentos mais especificos. Em
adicdo, pode contribuir para o conhecimento, atualmente bastante
contraditorio de acordo com a literatura, da seguranca e efeitos de
tratamentos exdgenos baseados em hormdnios, como anticoncepcionais
e reposicdo hormonal, em pacientes com LES e outras doengas
autoimunes.
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3 Hipdtese

O gene TNFSF13B, responsavel por codificar a citocina BAFF,
tem sua expressao induzida pelo estradiol. No caso da progesterona, seu
efeito vai depender da dose administrada, sendo que em doses baixas a
expressdo de BAFF aumenta e, em doses elevadas, esta expressdo é
suprimida.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia de hormbnios femininos, estrogeno e
progesterona, na expressao do gene TNFSF13B (BAFF), envolvido no
desenvolvimento de Lupus Eritematoso Sistémico, em leucdcitos de
homens e mulheres.

4.2 OBETIVOS ESPECIFICOS

« Verificar se ha diferengas na expressao génica do TNFSF13B
entre leucécitos isolados de homens e mulheres em condi¢es normais;

+ Analisar, comparativamente, a expressdo de BAFF nos
leucécitos humanos em condi¢fes normais com os leucécitos tratados
com horménios femininos estrégeno e progesterona in vitro;

* Analisar essa influéncia em diferentes condigdes de
concentracdo e tempos de incubagéo in vitro;

* Analisar se sequéncia ERE est4 presente na regido promotora do
gene TNFSF13B, caso a expressdo seja induzida pelo estrégeno.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 ASPECTOSETICOS

Este trabalho é um projeto do Laboratério de Polimorfismos
Genéticos (LAPOGE/CCB/UFSC) e seu protocolo de estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC, numero
423,535).

5.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

O grupo amostral do presente estudo € constituido por 34
individuos saudaveis, sendo 11 homens e 23 mulheres. A diferenca do
namero amostral entre os sexos foi devido a disponibilidade de filtros.
As amostras sanguineas foram doadas para o banco de sangue do
Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU-
UFSC), vinculado a Universidade Federal de Santa Catarina. Para
prevenir reacdes bioldgicas, foram removidos os leucocitos sanguineos
com o auxilio de um filtro leucocitério especifico, que normalmente é
descartado. No presente estudo, foram coletados estes filtros
leucocitérios, que foram devidamente transportados para o Laboratério
de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) do Departamento de Biologia
Celular, Embriologia e Genética da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), onde ocorreu a extracdo leucocitéria dos filtros para
efetuar a posterior analise biolégica. Todas as mulheres eram adultas
pré-menopausicas, pois estas se apresentavam em idade reprodutiva, e
ambos o0s sexos tinham idades similares (média de 28,1 anos para
mulheres e 30,4 anos para homens).

5.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Os individuos doaram cerca de 450 mL de sangue periférico para
0 banco de sangue. Os leucdcitos foram removidos do sangue com o
auxilio do filtro Leukotrap® Pall RCM1. Eles possuem barreiras fisicas
no seu interior, que consistem em pequenos poros localizados em toda a
extensdo da fibra, formando uma estrutura semelhante a um labirinto
(BORDIN; FABRON JR, 1997). Como os leucécitos possuem maior
didmetro (15 um), eles ficam retidos nestes poros, enquanto o0s
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componentes sanguineos menores, como eritrécitos (7 um) e plaquetas
(2 wm) conseguem percorrer o filtro sem maiores impedimentos
(VENDRUSCOLO et al., 2012).

Para isolar os leucdcitos retidos no filtro, foi utilizado uma
solucdo que lisa os eritrdcitos residuais, 0 Tampdo de Lise ACK (do
inglés, ammonium-chloride-potassium) (Thermo Fisher Scientific®).
Desta forma, o filtro foi lavado com esta solucdo na direcdo contréria a
filtracdo com o intuito de lisar os eritrocitos e extrair os leucocitos
integralmente. Esta solucdo foi centrifugada a 500 x g durante 10
minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
material contendo os leucdcitos foi lavado com PBS (Tampéo Fosfato-
Salino) e, novamente, centrifugado a 500 x g por 10 minutos em
temperatura ambiente, formando um precipitado de células leucdcitarias.

5.4 CULTURA CELULAR DE LEUCOCITOS

As células leucocitarias extraidas do filtro de um determinado
individuo foram, entdo, ressuspendidas ao meio de cultura.
Primeiramente, preparou-se uma solugdo com 455 mL de meio de
cultura RPMI (do inglés, Rosewell Park Memorial Institute) sem
vermelho de fenol, pois esta substancia assemelha-se a agdo de alguns
hormbnios  esteroides (BERTHOIS; KATZENELLENBOGEN;
KATZENELLENBOGEN, 1986). Em seguida, este meio de cultura foi
suplementado com 4 mL de soro fetal bovino (SFB) (especialmente
filtrado para remover qualquer trago hormonal potencialmente presente
no soro) e 0,5 mL de antibidtico PEST e armazenado na geladeira.

Nos tubos estéreis com o precipitado leucocitario, foi adicionado
15 mL do meio de cultura suplementado. Uma fracdo dos leucécitos foi
imediatamente recolhida em microtubos e armazenada em Trizol para a
extracdo de RNA, com o intuito de ser o grupo amostral de controle Oh.
Numa placa com seis pogos para cultura celular, foi adicionado 2 mL da
solucdo contendo os leucécitos em cada pogo, em uma concentracdo de
10° células/mL. Em seguida, esta placa foi armazenada em estufa a 37°C
e com 5% de CO, por um periodo de 12h para aclimatacdo. As células
foram aclimatadas com o intuito de eliminar o efeito causado pela
exposicéo prévia dos hormdnios do individuo (LOFGREN, 2012). Apds
12h de aclimatagdo, acrescentou-se 2,46 pL de 17p-estradiol (E2) no
primeiro poco; 2,83 YL de progesterona (PG1) no segundo poco e 283
ML de progesterona (PG2) no terceiro pogo, seguida da sua
homogeneizacdo. Ao final, as amostras tiveram as seguintes
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concentragbes: E2 (0,1 uM); PG (0,1 uM) e PG (1 uM). O grupo de
controle de 12h foi recolhido para a extracdo de RNA, enquanto no
controle de 36h adicionou-se a solugdo com meio de cultura. Na Figura
5 esta esquematizada a placa utilizada para os ensaios in vitro. A placa
foi novamente armazenada na estufa a 37°C e com 5% de CO, por 24h.

Figura 5. Modelo de placa para cultura de células fabricada em poliestireno
Livre de DNase/RNase.

E2 (0,1 uM): Estradiol; PG (0,1 uM): progesterona de baixa concentracdo; PG
(1 uM): progesterona de alta concentragdo; CTRL 12h: controle de 12 horas;
CTRL 36h: controle de 36 horas.

O E2 foi utilizado nesta quantidade de acordo com a nossa
prépria padronizacdo anterior (dados ndo publicados) e devido ao seu
uso extensivo em estudos de estimulagéo experimental in vitro (NEBEL
et al., 2010; SHEN et al., 2010; YAHATA et al., 2001). Na PG, por
outro lado, relatou-se que é um horménio que causa um efeito
contrastante no sistema imunoldgico em baixas e altas concentragdes
(HUGHES, 2012).

Todas as amostras recolhidas no momento de Oh, 12h e 36h
(estimulados com horménio ou ndo) foram centrifugadas a 800 x g
durante cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 1
mL do Trizol Tri-Reagent® (Cat. no. T9424, Sigma) para a extracdo de
RNA (Acido ribonucleico). Esta solugio foi homogeneizada com o
intuito de lisar as células e os tubos foram armazenados a -80°C. Todos
os hormdnios e reagentes utilizados foram adquiridos da companhia
Sigma Aldrich.
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5.5 EXTRACAO E ISOLAMENTO DO RNA

A extragdo de RNA foi realizada através de Trizol Tri-Reagent®,
utilizando o protoloco de acordo com as instru¢fes do fabricante. Nas
amostras armazenadas com Trizol, adicionou-se 200 pL de cloroférmio
seguida da sua homogeneizagdo. Ap6s uma répida incubacdo, as
amostras sao centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Com o
fim desta etapa, observou-se a formacao de trés fases: uma fase inferior,
organica e de coloracdo rosa contendo proteina; uma interfase
esbranquicada, com DNA (Acido desoxirribonucleico); e uma fase
aquosa, incolor, onde estava 0 RNA. A fase inferior e a interfase foram
armazenadas para futuras analises.

A fase aquosa foi transferida para um microtubo estéril, onde se
adicionou 500 pL de isopropanol e foi agitada manualmente por
inversdo. Em seguida, as amostras foram incubadas em temperatura
ambiente e centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. Formou-se
no fundo e na lateral do microtubo um precipitado de RNA, o pellet. O
sobrenadante foi removido, lavou-se o pellet de RNA com 1 mL de
etanol 75% e foi homogeneizado com o auxilio de um vortex. Depois, as
amostras foram centrifugadas a 7.500 x g por um periodo de cinco
minutos a 4°C. Apds este periodo, removeu-se 0 sobrenadante e o pellet
de RNA foi seco brevemente com o auxilio de um bloco de aquecimento
com o intuito de ndo diminuir a sua solubilidade.

No final do processo, 0 pellet de RNA foi ressuspendido em 50
pL UltraPure Distilled Water DNAse, RNAse, free (Cat. no. 10977-015,
Invitrogen). Para facilitar a dissolucdo do RNA, o pellet foi
homogeneizado com a agua por pipetagem, incubado no bloco de
aquecimento por um periodo de 10 a 15 minutos numa temperatura entre
55-60 °C. Em seguida, a concentragdo das amostras foi determinada
pela leitura da absorbancia em 260 nm (Azso nm = 1, equivalente a 40 pg
RNA/UL) no espectrofotdmetro NanoVue® (GE Healthcare Life
Sciences). A razdo entre as leituras em 260 nm e 280 nm foi utilizada
como um indicativo da pureza do RNA (Azso2s0: 1,8>2,0). As amostras
foram armazenadas a -80°C. Ao todo, foram obtidas 204 amostras de
RNA.

5.6 SINTESE DE cDNA (DNA complementar)

Para analise de expressdo, as amostras de RNA foram transcritas
em cDNA através da reacdo de Transcricdo Reversa (RT-PCR, do inglés
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Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Todas as etapas
deste processo ocorreram no gelo. Para que a concentracdo de RNA das
amostras totalizassem 500 ng em 10 pL de agua, elas foram diluidas em
UltraPure Distilled Water DNase, RNasg, free.

Para a transcricdo reversa, foi preparado um Master Mix
utilizando os reagentes do kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Cat. no. 4368814, Thermo Fisher Scientific®) de acordo
com o protocolo do fabricante (Tabela 2).

Tabela 2. Reagentes do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
utilizados na preparacdo do Master Mix.

Reagente Quantidade
RT Buffer 10X 2,0 L
dNTP Mix (100 mM) 25X 0,8 uL
RT Random Primers 10X 2,0 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 uL
Inibidor de RNase 1,0 uL
Nuclease-free H20 3,2 uL
Total 10 pL

Fonte: Adaptado de (BIOSYSTEMS, 2016).

Em uma placa de 96 pocos, foi adicionado 10 pL do Master Mix
e 10 pL de amostra de RNA anteriormente diluida, seguida da sua
homogeneizacdo. A placa foi selada por um filme adesivo e colocada no
termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific®). O programa de
ciclagem para a transcri¢do reversa estd apresentado na Tabela 3. Apds
a conclusdo da RT-PCR, as amostras de cDNA foram ressuspendidas
em 50 pL de UltraPure Distilled Water DNAse, RNAse, free e
armazenadas a -20°C.

Tabela 3. Programa de ciclagem da RT-PCR.

Passo Temperatura Tempo
1° Passo 25°C 10 minutos
2° Passo 42°C 60 minutos
3° Passo 99°C 5 minutos
4° Passo 5°C 5 minutos

Fonte: Adaptado de (BIOSYSTEMS, 2016)
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5.7 AMPLIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS
POR gPCR

A expressdo génica do TNFSF13B foi realizada utilizando o
Master Mix Fast SYBR® Green PCR (Cat. no. 4385612, Thermo Fisher
Scientific®). Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados
(Tabela 4) possuem como alvo as duas variantes conhecidas do gene
(NM_001145645.2, NM_006573.4), assim como a variante da
transcricdo predita (XM_005254029), e amplificou um fragmento de
210 pares de base.

Tabela 4. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na
gPCR para o gene TNFSF13B que codifica a citocina BAFF.

Gene Sequéncia dos primers

Forward Primer (Senso)

5 CTGGCTGCAACCTTGCTGCT3'
Reverse Primer (Antissenso)

5 TGGTTCAAAGATTTTCAGTCCCGC 3'

TNFSF13B

Ao mensurar a expressdo de RNA, podem ocorrer diversos erros
ao longo do protocolo experimental que provocam uma quantidade
ineficiente de material inicial, diferencas na atividade transicional e
presenca de inibidores em diferentes amostras (NYGARD et al., 2007).
Para controlar essas varidveis os niveis de RNA foram normalizados
através da utilizacdo de um gene de referéncia. Os genes de referéncia
sd0 expressos constantemente em células de diferentes tecidos e sob
diferentes condigdes experimentais. Uma vez que o gene de referéncia é
exposto aos mesmos processos de preparacdo que o gene de interesse,
pode-se normalizar as diferencas na quantidade e quantidade do material
inicial, na preparacdo do RNA e na sintese de cDNA em amostras
individuais (DHEDA et al., 2004; NYGARD et al., 2007). Para
normalizar a expressdo do gene TNFSF13B, foi utilizado o gene de
referéncia TBP (Proteina de ligacdo TATA-box, do inglés TATA box
binding protein), com os primers descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na
gPCR para o gene de referéncia TBP.

Gene Sequéncia dos primers

Forward Primer (Senso)
5' CACGAACCACGGCACTGATT 3'

Reverse Primer (Antissenso)
5 TCACAGCTCCCCAC CATGTT 3'

TBP

Antes de amplificar as amostras através da reacdo de gPCR, a
especificidade das reagdes foi confirmada pela anélise de curvas de
dissociacdo dos primers. Para a realizacdo da curva de eficiéncia foi
avaliada a amplificacdo de um pool de todos os cDNAs utilizando-se
diluicBes seriadas (curva padrdo: 1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16).

Para amplificar as amostras, as reacfes de qPCR foram realizadas
em um volume final de 20 uL contendo 8 uL de 4gua MiliQ, 0,5 pL dos
primers senso e antissenso, 10 pL de Master Mix Fast SYBR® Green e 1
ML de amostra de cDNA. A placa utilizada continha 96 pogos e, em cada
poco, foi aplicado 20 L deste Master Mix. Apos selar a placa com
filme adesivo ptico compativel com a qPCR, esta placa foi rapidamente
centrifugada para eliminar qualquer indicio de bolhas de ar e, em
seguida, as amostras foram amplificadas pela 7900HT PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) (Thermo Fisher Scientific®). O programa de
ciclagem da qPCR submeteu as amostras a uma desnaturacdo inicial a
95°C por 20 segundos e, em seguida, a 40 ciclos de: 95°C por 1 segundo
e 60°C por 20 segundos. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

Na quantificacdo relativa foi analisado os valores de Cq
(Quantification Cycle) do gene TNFSF13B em relagdo com os valores
de Cq do gene de referéncia (TBP). Os niveis de expressdo foram
calculados através da formula 2“9, onde AACq = ACq; (amostras
tratadas) — ACq, (controle). Os valores de ACq; e ACq, foram obtidos
atraves da formula ACq; (amostras tratadas) = Cdgene-aivo = COgene-referéncia;
Aqu)(controIe) = Cdgene-alvo = Clgene-referencia  (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).
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5.8 ANALISES ESTATISTICAS

O teste ndo-paramétrico Wilcoxon Matched-Pairs foi utilizado
para comparar as diferencas estatisticas nos niveis de expressdo,
utilizando-se o software GraphPad Prism 7 (disponivel em
http://www.graphpad.com), que também construiu os graficos de
expressdo génica. Este teste foi escolhido pelo fato das amostras ndo
possuirem uma distribuicdo normal. As diferencas entre 0s grupos
experimentais foram consideradas significativas quando as variacdes de
expressdo génica atingiram valores de p <0.05.

5.9 ANALISE DA SEQUENCIA GENICA DE TNFSF13B PARA O
ELEMENTO RESPONSIVO DE ESTROGENO

A sequéncia do gene, com cerca de 5kb, foi analisada usando o
Ensembl (disponivel em ensemble.org), buscando-se uma possivel
sequéncia ERE completa ou uma porgdo que se combina com fatores de
transcrigdo e se ligam a locais baseados na literatura (ASABA et al.,
2015; BOURDEAU et al., 2004; DRISCOLL et al., 1998).
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6 RESULTADOS

Em condi¢es normais (RNA extraido no tempo zero), ndo foi
possivel detectar diferenca entre homens e mulheres quanto & expresséo
de BAFF pelas células imunes (p = 0,1748) (Figura 6). Apds 12h de
aclimatacdo em meio de cultura RPMI sem vermelho de fenol e
suplementado com soro fetal bovino filtrado, a expressdo de BAFF
pelos leucdcitos diminuiu em ambos os sexos, com valor de p = 0,0156
para as células masculinas e p = 0,0007 para as células femininas.

Figura 6. Niveis normalizados da expressdo relativa da molécula de mRNA do
gene TNFSF13B (BAFF).
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Niveis normalizados da expressdo relativa da molécula de mRNA do gene
TNFSF13B (BAFF) em leucécitos de homens (barra cinza escuro) e mulheres
(barra cinza claro) no momento da coleta sanguinea (Oh) e ap6s 12h em cultura
com RPMI sem vermelho de fenol e soro fetal bovino (SFB) filtrado. A
diferenca na expressao génica entre os grupos é mostrada no eixo Y. Os dados
representam valores médios com erro padrdo da média (SEM, do inglés
Standard Error of Mean). *p < 0,05 ¢ ***p < 0,001 foram considerados
significativos.

Quando os leucécitos foram estimulados com estradiol, os
niveis de expressdo de BAFF aumentaram cinco vezes nos leucécitos (p
< 0,0001). Analisando as amostras por sexo, observou-se que, as células
masculinas tratadas com estradiol, quando comparadas com as amostras
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controle masculinas, tiveram um aumento na expressdo de BAFF, com
valor de p = 0,0322. Este aumento também foi visualizado nas células
femininas tratadas com estradiol, quando comparadas com as amostras
controle femininas, com valor de p = 0,0003. Apesar de ambos 0s Sexos
apresentarem uma regulacdo positiva de BAFF, a expressdo foi mais
acentuada nos leucécitos femininos (Figura 7).

Figura 7. Niveis de expressdo relativa do mRNA do gene TNFSF13B (BAFF)

apés 36h do grupo de células ndo estimuladas (CTRL) e apds tratamento com
0,1uM de Estradiol (E2).
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Niveis de expressao relativa do mRNA do gene TNFSF13B (BAFF) ap6s 36h
(12h de aclimatagdo + 24h com ou sem estimulagdo estrogénica) em leucocitos
de homens (barra cinza escuro) e mulheres (barra cinza claro) no grupo de
células ndo estimuladas (CTRL) e ap6s tratamento com 0,1 UM de Estradiol
(E2). A diferenca na expressdo génica entre os grupos € mostrada no eixo Y. Os
dados representam valores médios com erro padrdo da média (SEM, do inglés
Standard Error of Mean). *p < 0,05 e ***p < 0,001 foram considerados
significativos, em relagdo aos respectivos controles ndo estimulados.

Para explicar o aumento da expressdo de BAFF mediante
estimulo de estradiol, buscou-se na regido promotora do gene
TNFSF13B a sequéncia ERE. Porém, de acordo com nossa analise, esta
sequéncia candnica ndo esta presente, sendo possivel localizar apenas a
metade de ERE.
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Quando as células leucocitarias foram estimuladas com a menor
concentracdo de progesterona (0,1 uM), foi detectado um modesto efeito
regulatério positivo nas células femininas, quando comparadas com as
amostras de controle femininas (p = 0,0135). Nos leucécitos masculinos,
ndo foi possivel observar diferencas estatisticas significativas em
comparagdo com as amostras de controle masculinas (p = 0,2402). Nos
leucécitos estimulados com concentrages mais elevadas de
progesterona (1 pM) observou-se que o efeito era dependente de sexo,
uma vez que apenas os leucdcitos femininos responderam a estimulacéo
e exibiram uma regulacéo positiva de BAFF (p = 0,0149), enquanto que
0s leucocitos masculinos mostraram uma reducdo significativa na
expressao de BAFF (p = 0,001) (Figura 8).

Figura 8. Niveis de expressdo relativa do mRNA do gene TNFSF13B (BAFF)
apds 36h do grupo de células ndo estimuladas (controle) e apds tratamento com
0,1 ou 1 uM de progesterona (PG).
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Niveis de expressao relativa do mRNA do gene TNFSF13B (BAFF) ap6s 36h
(12h de aclimatacdo + 24h com ou sem estimulagdo estrogénica) em leucocitos
de homens (barra cinza escuro) e mulheres (barra cinza claro) no grupo de
células ndo estimuladas (controle) e apds tratamento com 0,1 ou 1uM de
progesterona (PG). A diferenca na expressdo génica entre 0s grupos é mostrada
no eixo Y. Os dados representam valores médios com erro padrdo da média
(SEM, do inglés Standard Error of Mean). *p < 0.05, e ***p < 0.001 foram
considerados significativos, em relagdo aos controles ndo estimulados.
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7 DISCUSSAO

Para se responder ao objetivo geral do presente estudo uma das
primeiras respostas obtidas foi sobre se havia diferenca natural na
expressao de TNFSF13B entre homens e mulheres. E, embora a
expressdo tenha sido ligeiramente maior nas mulheres, ndo foi possivel
detectar uma diferencga estatistica nos ensaios deste trabalho. Uma vez
que ha provavelmente uma variacdo nos niveis hormonais dos
individuos analisados, os leucdcitos foram aclimatados em cultura
celular durante um periodo de 12h. A intencdo foi de padronizar a
expressio génica (LOFGREN, 2012), fato que, de acordo com o
resultado deste trabalho, ocorreu.

Quando as células foram, entdo, tratadas com estradiol, pode ser
detectado um aumento significativo de mais de cinco vezes na expressao
do gene que codifica 0 BAFF em leucécitos femininos. Nos leucdcitos
masculinos, apesar do aumento da expressao ter sido menor, ela também
foi significativa. Um estudo recente indica que a administracdo exdgena
de estradiol aumentou trés vezes a expressao de BAFF em esplendcitos
de camundongos. Além disso, a expressdo também foi mais elevada nas
fémeas (PANCHANATHAN; CHOUBEY, 2013).

Apesar do estradiol ser considerado primariamente horménio
feminino, com fungdes que regulam a reprodugdo e comportamento do
individuo, tanto os receptores de estrogeno quanto os receptores de
progesterona foram detectados em diferentes tecidos no sexo masculino
e em células imunes localizadas no sangue periférico, como linfécitos e
células NK (LUETJENS et al., 2006; PIERDOMINICI et al., 2010).Nas
células imunes, a expressdo de ER tem sido muito investigada. Os niveis
ERa e ERp variam conforme o tipo celular, ERo possui maior expressao
em linfécitos T, enquanto ERP se sobressai em linfocitos B. Quando se
avalia o pardmetro sexual, a expressdo de ERo e ERP nos linfocitos
femininos ndo foi significativamente diferente dos linfocitos masculinos
(PHIEL et al., 2005). Os niveis semelhantes de ER em homens e
mulheres compactuam com 0 nosso resultado, que demonstrou que 0s
niveis de BAFF perante estimulo estrogénico aumentaram em ambos 0s
sexos, sem diferencas significativas. O fato do receptor ser igualmente
expresso em ambos os sexos possibilita que a transcricdo do gene
TNFS13B seja igualitaria em leucdcitos masculinos e femininos, o que
resulta numa expressao equivalente de BAFF.

O Estradiol pode influenciar a expressdo génica através da sua
ligacdo com receptores de estrégeno (ER). Formado o complexo E2/ER,
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este interage com sequéncias ERE localizadas na regido reguladora do
gene-alvo, recrutando uma série de proteinas coativadoras que
provocam a acetilacdo de histonas, remodelagdo da cromatina e
recrutamento da maquinaria transcricional, como RNA polimerase 11,
que resulta na transcricdo génica (BOURDEAU et al., 2004;
DRISCOLL et al., 1998; VRTACNIK et al., 2014). Procurou-se a
sequéncia ERE nas regides reguladoras do gene que poderia explicar o
aumento da expressdo induzida pelo estradiol. De acordo com nossa
analise, ndo ha uma sequéncia ERE canbnica ou conhecida na
proximidade deste gene. No entanto, foi revelado que numerosos genes-
alvos conhecidos contém elementos responsivos cuja sequéncia varia
consideravelmente de uma sequéncia ERE tradicional. A presenca da
metade da sequéncia de ERE é capaz de se ligar ao ER e cooperar com a
sinalizacdo celular, embora com uma afinidade reduzida quando
comparada com o ERE completo (LONE et al., 2004). Além disso, a
resposta ao estradiol pode ser conduzida através da ligagdo do complexo
E2/ER com a metade da sequéncia ERE em combinagdo com outros
fatores de transcricdo, como a proteina estimulante-1 (Spl, do inglés
Stimulating-protein-1), o fator nuclear kappa B (NF-xB, do inglés
Nuclear Factor kappa B) e a proteina ativadora-1 (AP-1, do inglés
Activator Protein 1), resultando em uma variedade ainda mais complexa
(ASABA et al., 2015; LONE et al., 2004). Um mecanismo alternativo é
o fato de que os ERs ativados por estradiol podem ativar a transcricdo
do gene-alvo através da associacdo indireta com o DNA. Isso ocorre
porque os ERs possuem a capacidade de interagir e influenciar a
atividade de outros fatores de transcricdo, como os citados acima, sem
se ligar diretamente ao gene-alvo e sem a presenca obrigatdria de uma
sequéncia ERE.

Observou-se, também, uma regulacdo positiva induzida pela
progesterona em leucdcitos tratados com baixas concentracGes de PG
(0,1 pM). Os leucocitos femininos tiveram uma expressdo
modestamente maior em relagdo aos leucocitos masculinos, contudo nao
houve uma diferenca significativa entre os sexos. Porém, na presenca de
PG em concentracdo mais alta (1 pM), a expressdo relativa de BAFF
nos leucocitos comportou-se de maneira contrastante, dependendo do
sexo de origem. Enquanto os leucécitos femininos exibiram uma
tendéncia para 0 aumento da expressdo, os leucécitos de origem
masculina responderam ao contrario, com uma reducéo estatisticamente
significativa da expressdo de BAFF.

Um efeito semelhante foi observado em células dendriticas
plasmacitbides (pDCs, do inglés Plasmacytoid Dendritic Cells) expostas
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a PG, onde o tratamento induziu o aumento da expressdo de Interferon-o
(IFN-a) através da transcricdo de varios genes imunes (HUGHES,
2012). O estudo indica que este aumento de expressdo foi maior em
pDCs sanguineas de mulheres saudaveis do que em homens (HUGHES,
2012). Células dendriticas de murinos fémeas, quando expostas a PG,
mostraram ser mais sensiveis aos efeitos pro-inflamatérios da
progesterona quando comparadas com as células de murinos machos
(BUTTS et al., 2008). Em outro estudo, que utilizou modelos animais de
autoimunidade, o tratamento de ratos machos castrados com
progesterona mostrou que este hormdnio desempenhou um papel
protetivo contra o desenvolvimento de doencas autoimunes (HUGHES;
CLARK, 2007).

Estes dados corroboram com nossos resultados, uma vez que a
expressio de BAFF em  leucécitos  masculinos  decaiu
significativamente, apesar do mecanismo por trds dessa regulagdo
negativa ainda ndo estar elucidado. Além disso, a resposta
imunomoduladora de PG na via de IFN-a parece ser dependente da dose
administrada. Em doses baixas houve um aumento na producdo de IFN-
a, enquanto as doses elevadas podem inibir a producdo por pCDs em
humanos e ratos (HUGHES, 2012). Nossos resultados também exibiram
este padrdo em leucdcitos masculinos, onde baixas doses de PG
aumentaram a expressédo de TNFSF13B, enquanto doses mais elevadas
diminuiram a expressao.

A progesterona € um hormoénio sexual feminino que também
possui receptores nas células imunes do sangue periférico (LUETJENS
et al., 2006; PIERDOMINICI et al., 2010). No caso dos PRs, existem
dados escassos e inconsistentes quanto a sua expressdo em homens e sdo
bastante limitados aos tecidos reprodutivos (LUETJENS et al., 2006).
Pode ser que a variacdo nos niveis de BAFF entre 0s sexos, em resposta
ao estimulo de PG, seja devido aos diferentes niveis ou padrdes de
expressdo dos PRs pelos leucécitos de homens e mulheres.

A expressdo elevada de BAFF pode ser observada em amostras
séricas de pacientes com LES e outras doencas autoimunes, como LES,
Sindrome de Sjogren e Artrite Reumatoide (PERS et al., 2005).
Notavelmente, todas estas doencas possuem um viés sexual
(WHITACRE, 2001). Contudo, apenas uma porcdo dos pacientes
apresentam os niveis sanguineos de BAFF elevados (CHEEMA et al.,
2001). Provavelmente, a eficAcia do medicamento Belimumab na
reducdo dos sinais e sintomas de LES esta restrita a apenas uma fracao
dos pacientes devido a esta caracteristica sérica de BAFF (DING, 2008).
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H& mais de um século atras, quando as primeiras descri¢es de
doencas autoimunes foram registradas, observou-se que as mulheres sdo
mais frequentemente afetadas que os homens. As diferencas sexuais
mais marcantes sdo observadas na Sindrome de Sjdgren, doenca
tireoidiana autoimune e Lupus Eritematoso Sistémico (WHITACRE,
2001). Vérios estudos recentes tém demonstrado que a interagdo de
diversos componentes, como predisposi¢cdo genética (Cromossomos
sexuais, epigenética, microquimerismo e heranga paterna), hormonios
sexuais podem constituir a base para o desenvolvimento do dimorfismo
sexual descrito em doencas autoimunes (LOCKSHIN, 2006). Além da
diferenca na prevaléncia entre mulheres e homens, também é relatado
que os dois sexos apresentam diferencas nas manifestacbes da doenca
(WHITACRE, 2001).

Neste contexto, o papel dos horménios sexuais na modulagdo de
VArias respostas imunes e no desencadeamento e desenvolvimento de
doencas autoimunes tém se tornado cada vez mais relevante (HUGHES,
2012; ZANDMAN-GODDARD; PEEVA; SHOENFELD, 2007). Desta
forma, é interessante considerar os resultados obtidos neste trabalho
sobre o efeito dos hormdnios sexuais femininos na expressdo de BAFF,
principalmente em relacdo ao uso de contraceptivos orais (CO) baseados
em estrégeno e/ou progesterona e reposi¢do hormonal em pacientes de
doencas autoimunes.

O uso de CO em pacientes com LES esta associado com o
aumento do risco de acentuar as erupcdes caracteristicas de LES. Em
mulheres pacientes de LES com acometimento renal, foi demonstrado
que, apds serem medicadas com CO, houve uma exacerbagdo de nefrite
lipica (JUNGERS et al., 1982). Porém, had relatos de resultados
contrastantes, onde ndo houve diferencas significativas nas taxas de
erupcdes entre pacientes usuarios de CO com pacientes ndo uUsuarios
(DUARTE; INES, 2010). A seguranca destes contraceptivos tem sido
estabelecida de uma maneira geral, porém estas inconsisténcias fazem
com seja necessario analisar as respostas individuais e 0s contextos
bioldgicos que estas substancias exdgenas se inserem para que Seu uso
seja adequado conforme o histérico da paciente. Pode ser que a
utilizacdo de hormdnios femininos exdgenos em pacientes de LES que
possuem expressdo elevada de BAFF ou que seja responsiva ao
tratamento com Belimumab deva ser analisada com maior cautela.
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8 PRINCIPAIS RESULTADOS

Em condigdes normais, os leucdcitos femininos expressaram niveis
modestamente maiores de BAFF do que os leuc6citos masculinos,
porém essa diferenca entre o0s sexos foi estaticamente
insignificante.

Mediante estimulo com estradiol, foi observado um aumento de
cinco vezes na expressao de BAFF nos leucécitos. Essa regulagédo
positiva foi observada em células de origem masculina e feminina,
porém mais acentuada em células de origem feminina.

Em doses baixas, a progesterona induziu um aumento modesto dos
niveis de BAFF nos leucdcitos de ambos os sexos, sem diferencas
significativas entre homens e mulheres.

Altas doses de progesterona levaram a um aumento significativo da
expressdo de BAFF em leucdcitos femininos porém menor do que
estradiol.

Em doses altas de progesterona, foi possivel observar diferencas
entre 0s sexos. Enquanto nos leucdcitos femininos a progesterona
parece estimular a expressdo de BAFF, nos leucdcitos masculinos
ela tende a ter um efeito supressor, provocando a diminui¢do da
expressao.

Mesmo na auséncia de elementos responsivos ao estrdgenio
candnicos na sequéncia regulatéria do gene, os resultados obtidos
sugerem que o estradiol pode induzir indiretamente a transcricédo de
genes importantes no desenvolvimento da autoimunidade como o
TNFSF13B.
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9 CONCLUSAO

O estradiol pode induzir, indiretamente, a transcricdo de gene
TNFSF13B, responsavel por codificar a citocina BAFF, e aumentar sua
expressdo em até cinco vezes. Com isso, confirmou-se  que  este
hormbnio possui um papel relevante na modulacdo do sistema
imunoldgico, mais precisamente na via de BAFF.

A progesterona, por sua vez, possui seu efeito dependente de
dose. Em doses baixas, induz um aumento modesto em ambos 0s sexos.
Porém, sob doses elevadas, as mulheres apresentam aumento na
expressao, enquanto nos homens este horménio possui efeito supressor.

Os dados gerados neste estudo contribuem para a compreenséo
das vias etioldgicas envolvidas nas doengas autoimunes, principalmente
nas questdes relacionadas com seu viés sexual, como no caso de LES.
Além disso, apoiam o modelo cientifico de que os horménios sexuais
femininos podem modular o sistema imunolégico, possivelmente
incluindo a via de BAFF, de modo a aumentar o risco de desenvolver
uma doenca autoimune em individuos geneticamente susceptiveis.
Nossos resultados também podem contribuir com o embasamento
cientifico na discussdo sobre o uso de estrogeno e progesterona
exdgenos por pacientes com doengas autoimunes.
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Abstract Among several autoimmune diseases, one of the main risk factors is the
female gender, and much consideration has been given to the involvement of female
hormones in their etiology. B-cell activating factor (BAFF) is a key factor in sur-
vival and maturation of B cells and is overexpressed in several autoimmune patients
although the mechanism behind this feature is unclear. In murine models, BAFF
expression could be upregulated by exogenous estrogen treatment in splenocytes;
however, no evidence of this relationship was available in humans. Here, leukocytes
from healthy male and female individuals were collected and cultivated in the
presence or absence of estrogen or progesterone. BAFF gene expression was
accessed by quantitative PCR and compared between treated and untreated group of
cells. In the presence of estrogen, BAFF expression was upregulated by more than 5
times in both genders. When exposed to progesterone, the female-originated cells
showed increased expression, while the cells of male origin a significant down-
regulation of BAFF. Our results suggest that female hormones can modulate the
expression of BAFF, a key cytokine in autoimmune pathways, in human immune
cells. These data might contribute to the understanding of the etiology as well as the
gender bias featured by several autoimmune disorders.

Keywords Autoimmune disease - BAFF - Gene expression - Female hormones -
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Estrogen receptor alpha gene (£SR1) polymorphism can contribute
to clinical findings in systemic lupus erythematosus patients
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Background: Estrogens have ¢

sdulatory effect on several immune responses, many of which
are correlated to autoimmune es. Estrogens act through binding 1o their receptors, and
an overexpression of these receptors has been identificd in patients with different auto;
discases. Here we analyzed the association ol a putative functional genctic variant in t
estrogen receptor (ERx) gene (ESRI), and the susceptibility to clinical findings and severity of
SLE. Moethods: A total of 426 individuals (266 healthy controle and 160 SLE patients) were
genotyped for the polymorphism rs2234693 in the ESR/ gene. Allele and genotype
frequencies were calculated and analyzed between cases and controls using Unphased
software. Results: The SNP rs2234693 was not associated with SLE per se but the minor
allele rs2234693-C correlated with the presence of nephritis and discoid skin rash
other hand, the s2234693-CC genolype was comhltn:d with the absence of arthrit
anti-ANA and -RNP ibodies. The climeal analys:
revealed a more severe status of the disease, characterized by a younger age of onset and higher
number of organs involved when compared to European popu] ions. Comclusions: Minor
allele rs2234693-C was associated with renal and cutancous involvement, as well as the
absence of arthritis, anti-ANA and anti-RNP autoantibodies.  Lupus (2016) 0. 1-5.

sociation

Introduction

The prevalence of several autoimmune diseases
(ADs) differs in relation o gender. with women
usually more susceptible. especially during child-
bearing age. Systemic lupus erythematosus (SLE)
is & good example in which about 80% 1o 90% of
the patients are female.” The molecular reasons
underlying this higher frequency in women are
unclea much attention has been given

however,
to the influence of female hormones in imm une-
related pathways and its role in AD susceptibility.”
Estrogens are the most important female hor-
mones, pmdmed endogenously mostly during the
reproductive vears. The effect of estrogens are
mediated through estrogen receptors (ER-2 and
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ER-{), which are ligand-dependent transcription
Factors and currently well known o inluence thie
expression of numerous lTLl.l genes, including sev-
eral thatare immune related * Deficiency of ER% in
lupus-prone  mu strains pmlum_n.d survival,
reduced proteinuria. and reduced the renal path-
ology score, compared to wild-type mice.* In add-
ion, analysis of peripheral blood mononuclear
cells from patients with SLE has shown increased
levels of ER% messenger RNA (mRNA) expression
compared to healthy controls. dllhmth there are
some controversies among studies.®> This higher
expression can cause different responsiveness o
this hormone leading to an overactive estrogen
naling pathway, with a possible etiological role.
the context of ADs not only the endogenous estro-
gens are relevant but their exogenous administr
tion 1s another important issue. Although there are
some controversies, the use of estrogen-based oral
contraceptive and hormonal replacement therapy is
considered sale in SLE patients."* It is well known
that SLE is a heterogencous disease, with different
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