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RESUMO

A silica cristalina, ou quartzo, ¢ um mineral abundante na areia, rochas e solo, cuja
exposicao cronica predispde a lesdes pulmonares, proliferacdo de fibroblastos e produgdo
excessiva de coldgeno no pulmio causando silicose, uma forma de fibrose pulmonar. A
exposicdo ocupacional a silica cristalina também tem sido considerada um fator
predisponente a doencgas autoimunes como artrite reumatoide, esclerodermia e lipus
eritematoso sist€émico. Neste sentido, a silica tem mostrado agir como adjuvante,
aumentando os niveis de imunocomplexos e imunoglobulinas de forma inespecifica,
podendo estar relacionado ao desenvolvimento de doenga autoimune. Porém, a relacdo
entre exposi¢do a silica e o desenvolvimento de autoimunidade ndo esta clara devido a falta
de conhecimento dos mecanismos envolvidos. Nao se sabe se a silicose constitui apenas um
marcador de exposi¢cdo a altos niveis de silica em pd ou se é uma patologia que pode
predispor a doenca autoimune. Assim, uma investigagdo mais acurada de indicadores de
autoimunidade em individuos com silicose € necessdria. Nossos resultados apresentam
evidéncias de alteracOes compativeis com autoimunidade nos individuos expostos a silica
comparado com a populacio controle ao demonstrar ativacao da resposta imune humoral e
celular, além de alteragdes funcionais nos linfocitos T (LT). Isto foi verificado pelos niveis
elevados de fator anti-nicleo, fator reumatdide e anticorpos anti-células endoteliais; pelo
aumento da resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico, dos niveis
séricos de Fas ligante soluvel, do nimero de células Natural Killer e alteragdo dos niveis
das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10 e TGF-B bem como alteracdes

funcionais nos LT pela menor expressao das moléculas regulatérias CTLA-4 e PD-1. Além
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disso, nosso estudo sugeriu uma influéncia genética na expressdao do receptor PD-1 pela
menor expressao deste na superficie das células T CD4+ em individuos com o gendtipo GG
no estudo do polimorfismo PD1.3 e também demonstrou que a autoimunidade pode ocorrer

anteriormente as manifestacdes clinicas de silicose.
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ABSTRACT

Crystalline silica, or quartz, is a mineral abundant in sand, rock and soil which
chronic exposure is known to predispose to pulmonary lesions, fibroblasts proliferation and
excessive collagen production in the lungs that leads to silicosis, a form of pulmonary
fibrosis. Occupational exposure to crystalline silica dust has been examined as a possible
risk factor with respect to several autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis,
scleroderma and systemic lupus erythematosus. In this regard, silica has been known to
have an adjuvant effect on immunocomplexes and immunoglobulins production in a non-
specific manner, thus reinforcing its relation with the appearance of autoimmunity.
However, the relationship between silica exposure and the development of autoimmunity
remains to be elucidated because the mechanisms underlying this association are unknown.
It is unclear whether silicosis is only a marker for high-level silica dust exposure or whether
it represents a pathologic process that may predispose some individuals to the development
of autoimmune disease. Therefore, an accurate investigation of the autoimmunity indicators
in silicotic individuals is required. Our results present evidences of alterations compatible
with autoimmunity in silica-exposed individuals as compared to the control population by
demonstrating an activation of humoral and cellular immune responses as well as functional
alterations in T lymphocytes (LT). It was shown by the increased levels of antinuclear
antibodies, rheumatoid factor and anti-endothelial cell antibodies, by the increased
proliferative response of peripheral blood mononuclear cells, augmented levels of serum
soluble Fas ligand, number of Natural Killer cells and alterations of IFN-y, TNF-a, IL-18,

IL-2, IL-6, IL-10 and TGF-f cytokine levels as well as by functional LT alterations by the

XXXIiX



x1



lower expression of CTLA-4 and PD-1 regulatory molecules. In addition, our study
suggested a genetic influence in the expression of PD-1 receptor by its lower expression in
the surface of T CD4+ cells in individuals carrying GG genotype in the study of PD1.3
polymorphism and also demonstrated that autoimmunity can occur before the clinical

manifestations of silicosis.
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Autoimunidade em Trabalhadores Expostos a Silica

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

H4 muito tempo, profissionais da drea de satide e cientistas discutem a importancia
dos fatores ambientais na etiologia de doencas alérgicas e infecciosas. Porém, nos dltimos
anos, o impacto da exposi¢cdo ocupacional sobre o desenvolvimento de doencas
caracterizadas por uma reatividade exacerbada (tais como as hipersensibilidades e auto-
imunidade) ou deprimida (imunossupressdo e imunodeficiéncia) responde pela promog¢ao
da sadde dos trabalhadores nos paises mais desenvolvidos e pelo incremento dos programas
de prevencdo, de fiscalizacdo, de vigilancia em satide, de educac¢do continuada e de
investimento em pesquisa.

O rapido avanco nas dreas de biologia e genética do sistema imune, associado as
novas descobertas sobre a natureza das alteracOes autoimunes vém possibilitando
investigagdes mais abrangentes relacionadas a estas doencas. Paralelamente, estudos de
manifestagdes autoimunes em animais aumentam nossa compreensdo dos mecanismos
bioldgicos subjacentes nesses processos patolégicos e trazem indicagdes de vdrios fatores
ambientais responsdveis por induzir doeng¢as autoimunes no homem.

A silica cristalina ou quartzo € um mineral abundante nas rochas, areia e solo (Parks
et al., 1999). Tal mineral tem sido utilizado em fébricas de vidro, cerimica, argila,
eletronicos, abrasivos, e em muitas atividades do ramo da constru¢do (Altindag et al., 2003;
Irwin, 2003; Yassin et al., 2005) e pode ser nociva quando inalada como pé (particulas <
Sum) (Parks et al., 1999). Sabe-se que a deposi¢do de silica cristalina no pulmio pode
resultar em um ciclo de dano celular e tecidual, proliferacdo de fibroblastos e produgdo
excessiva de coldgeno, causando fibrose pulmonar ou silicose (Craighead et al., 1998).

ApOs contato com a silica, os macréfagos alveolares produzem vdrios fatores inflamatorios
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e fibrogénicos como espécies reativas do oxigénio (ROS), mediadores lipidicos, citocinas
[interleucina (IL)-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)] e fatores de
crescimento derivados de macréfagos, os quais sio criticos para a patogenia da silica (Lapp
e Castranova, 1993; Shi et al., 1998). As pneumoconioses, especialmente a silicose e a
asbestose, constituem-se, tanto nos paises desenvolvidos, como no Brasil, num dos
principais problemas em satide ocupacional (Mossman e Churg, 1998).

Estudos em individuos com histérico de exposi¢do ocupacional a altos niveis de
silica demonstram indices aumentados de doencgas autoimunes, em comparacdo com
aqueles observados na populacdo em geral. Estudos experimentais demonstram que a silica
pode atuar como adjuvante, aumentando os niveis de anticorpos, imunocomplexos e
imunoglobulinas de forma ndo-especifica (revisado por Parks et al., 1999). Este € um dos
mecanismos pelo qual a silica pode estar envolvida no desenvolvimento de doenca
autoimune.

No entanto, muitas dividas permanecem relacionadas a fisiopatologia, etiologia,
mecanismos e multiplicidade de efeitos decorrentes da exposicdo a silica. Por exemplo,
silicose e pneumoconioses t€m sido associadas com niveis aumentados de auto-anticorpos,
imunocomplexos e imunoglobulinas, mesmo na auséncia de indicadores clinicos de
doencas autoimunes especificas. Muitos casos de doengas autoimunes em individuos
expostos a silica sdo identificados durante a investigagdo ou tratamento de silicose. Além
disso, em alguns individuos expostos a silica, a doenca autoimune se desenvolve
anteriormente as manifestagdes clinicas de silicose. Entretanto, ndo esta claro se a silicose é
simplesmente um marcador de exposicao a altos niveis de poeira de silica ou se representa
um processo patolégico que pode predispor alguns individuos ao desenvolvimento de

doenca autoimune (Parks et al., 1999; Powell et al., 1999).
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Até o momento, a maioria dos estudos ndo prossegue com exames sistémicos de
parametros indicadores de autoimunidade em individuos expostos a silica. Para algumas
doencas decorrentes de exposicdes ambientais, como a silicose, ainda ndo existem
marcadores de exposicao especificos e validados, daf a relevancia da identificacdo de testes
que permitam uma avaliacdo precoce de alteragdes imunotoxicoldgicas produzidas por este

tipo de exposicao.

1.2. Silica e autoimunidade

E de conhecimento da comunidade cientifica que os mecanismos periféricos de
tolerancia celular sdo essenciais para o controle das células auto-reativas e a perda ou
reducdo destes mecanismos pode resultar no desenvolvimento de doencas autoimunes
(DAIs), as quais caracterizam-se pela reacdo inapropriada da resposta imune contra
antigenos proprios. Portanto, as DAIs se desenvolvem quando linfécitos auto-reativos
escapam dos mecanismos de tolerdncia imunoldgica, sdo ativados e comecam a atacar os
tecidos préprios. Embora os mecanismos pelos quais isso ocorra ainda ndo estejam
completamente elucidados, acredita-se que o desenvolvimento das DAIs é resultante de
uma interagdo entre fatores genéticos e ambientais (revisado por Rioux e Abbas, 2005;
revisado por Lleo et al., 2010). Neste sentido, a silica surge como um fator ambiental
envolvido no aparecimento de autoimunidade. Relatos na literatura apontam para a
presenca de anormalidades imunolégicas como hipergamaglobulinemia, aparecimento de
autoanticorpos e ocorréncia de doengas autoimunes em individuos expostos a silica. (Doll
et al., 1981; Sanchez-Roman et al., 1993; Conrad e Mehlhorn, 2000; Subra et al., 2001,).

O aumento na producdo de autoanticorpos como Fator Anti-Nucleo (FAN) e Fator

Reumatoide (FR) tem sido descrito em individuos expostos a silica (Lippmann et al., 1973;
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Soutar et al., 1974; Jones et al., 1976). Além disso, estudos epidemiolégicos que avaliam a
relacdo entre exposicdo a silica e doenca autoimune sugerem associacdo com ldpus
eritematoso sistémico (LES), artrite reumatdide (AR), esclerodermia, vasculite e
glomerulonefrite (revisado por Parks et al., 1999). Sendo assim, a avaliacdo da presenca de
autoanticorpos FAN e FR torna-se importante nos individuos expostos a silica, em face da
ocorréncia freqiiente destes anticorpos em individuos expostos e da sua relacio com
doencas autoimunes, como LES e AR (Pitkeathly e Taylor, 1967).

Os anticorpos anti-células endoteliais (AECAs) também sdo autoanticorpos
importantes, visto que sao encontrados em diversas patologias incluindo LES, AR e
vasculites (Ciéslik et al., 2008). Vasculites de pequenos vasos como a Granulomatose de
Wegner e doencas como LES, apesar de distintas, compartilham um grau varidvel de dano a
parede vascular e tal injtria é causada pelos AECAs (Yu et al., 2005). A patogenicidade
dos AECAs ainda ndo estd definida, entretanto, t€ém-se sugerido que, em pacientes com
esclerodermia, tais anticorpos podem desempenhar papel importante na ativacdo de células
endoteliais e na expressdo de moléculas de adesdo (Carvalho et al., 1996).

Acredita-se que as a produgdo de autoanticorpos observada em individuos expostos
a silica ocorra devido a capacidade das particulas de silica processadas pelas células
apresentadoras de antigeno promover uma ativagdo dos linfécitos que pode levar a
anormalidades funcionais (Pernis, 2005). Porém, estudos experimentais t€m comprovado
que a ativacao dos linfécitos pela silica ndo gera somente a producao de autoanticorpos, ao
observarem que as particulas de silica foram capazes de promover uma ativacao policlonal
de células T humanas in vitro (Ueki et al., 1994). Baseado no exposto, outro foco
importante do presente estudo foi a avaliacdo da capacidade linfoproliferativa em presenca

do mitégeno fitohemaglutinina (PHA) e a atividade funcional das células T regulatorias
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(TReG) CD4+CD25+, responsaveis pela manutencdo da tolerancia imunoldgica periférica,
através da determinacdo de marcadores expressos nestas células. Selecionamos o fator de
transcricao “forkhead box protein” P3 (FoxP3), o receptor de membrana “Programmed cell
death” (PD-1) e marcadores como “Cytotoxic T lymphocyte antigen-4” (CTLA-4), os
quais estdo envolvidos ativamente na manutencdo da auto-tolerdncia imune e
imunorregulacio das células T regulatérias (Sugimoto et al., 2006; Floess et al., 2007).

As células Trecs sdao produzidas normalmente pelo timo como uma subpopulacdo
de células T funcionalmente distintas e maduras, e constituem aproximadamente 2-10% da
populacdo de células T CD4+ (revisado por Sakaguchi, 2004). A maioria das TreGs sdo
CD4+ e expressam constitutivamente a molécula CD25 (cadeia a do receptor de IL-2, IL-
2Ra) (Sakaguchi et al., 2005). Além da geracdo timica de células TREGS CD4+CD25+,
células T periféricas ndo-Tregs podem adquirir a expressdo de Foxp3 e converter-se em
células TreGs in vivo apds estimulagcdo antigénica cronica ou em condicdes de linfopenia
(Walker et al., 2003; Apostolou e Von Boehmer, 2004; Curotto de Lafaille et al., 2004). O
fator de transcricdo FoxP3 das células T CD4+CD25+ € considerado o marcador mais
especifico por estar mais diretamente relacionado ao controle do desenvolvimento e funcio
destas cé€lulas (Lima, 2006; Sugimoto et al., 2006; Floess et al., 2007). Marcadores como o
CTLA-4 e o receptor de morte celular, o PD-1, também se destacam pela manutencdo da
tolerncia periférica regulando a ativacdo de células T e tolerncia através de sinais
secundérios que podem influenciar a ativagdo, inibicao e moderagdo da responsividade das
células T (Kristjansdottir et al., 2010).

O CTLA-4 (CD152) € um receptor da familia CD28 expressado nas células T,
envolvido na supressdo e controle de células T auto-reativas. Tal molécula exerce seus

efeitos inibitérios ao se ligar aos mesmos ligantes que a molécula CD28 (B7-1 e B7-2),
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porém com maior afinidade. A via co-estimulatéria B7-CD28/CTLA-4 exerce um papel
dominante na regulacdo da ativacdo das células T e os ligantes B7 promovem o sinal
principal para o aumento e sustentacdo das respostas mediadas pelas células T pela
interacdo com CD28, mas transmite sinais inibitérios apés se ligar ao CTLA-4 (Sharpe e
Freeman, 2002). A deficiéncia de CTLA-4 resulta em uma linfoproliferacio massiva fatal e
doenca autoimune em camundongos (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995). Além
disso, Greenwald e colaboradores (2005) demonstraram que o bloqueio in vivo do CTLA-4
inibe a auto-tolerancia natural, promovendo autoimunidade e descreve a ligagdao genética de
diversas doencas autoimunes como tireoidite de Hashimoto, artrite reumatdide e esclerose
multipla com o locus CTLA-4.

Polimorfismos no gene CTLA-4 tém sido relacionados a vdrias doengas autoimunes
como artrite reumatdide (Rodriguez et al., 2002), diabetes tipo I (kavvoura e Ioannidis,
2005) e granulomatose com poliangeite (Granulomatose de Wegener) (Huang et al., 2000a;
Giscombe et al., 2002; Zhou et al., 2004; Slot et al., 2008). Além disso, diversos relatos da
literatura apontam para uma relac@o entre estes polimorfismos e uma reducio da expressao
ou da funcdo inibitéria do CTLA-4 (Huang et al., 2000b; Kouki et al., 2000; Ligers et al.,
2001; Kristjansdottir et al., 2010).

PD-1 (CD279) € outro membro da familia CD28/B7 de moléculas co-estimulatérias
que regulam a tolerancia das células T. PD-1 e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2) também
desempenham uma fung¢do inibitéria importante na regulacdo da homeostase imune e na
manutengdo da tolerancia periférica por meio de sinalizacdo co-estimulatoria em linfocitos
ativados (Dinesh et al., 2010). As interagdes entre PD-1 e PD-L sdo importantes para o
controle tanto da fase inicial de ativacdo e expansdo de células T auto-reativas quanto das

funcodes efetoras de células T auto-reativas e injuria aos o6rgios-alvo (Keir et al., 2007,
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2008). Camundongos com deficiéncia de PD-1-desenvolvem doengas autoimunes
espontaneas, indicando assim uma funcdo essencial desempenhada por esta molécula nos
mecanismos de tolerdncia (Dinesh et al., 2010; Nishimura et al., 1998, 1999, 2001).
Enquanto que a expressdo do CTLA-4 € restrita as células T, a expressdao do PD-1 pode
ocorrer também nas células B, Natural killer T, mondcitos, sugerindo um papel mais amplo
ao PD-1 na regulacdo imune (Kristjansdottir et al., 2010).

Diversos polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) tém sido descritos no gene
PDCDI1, responsavel pela codificacio do PD-1 (Prokunina et al., 2002). Neste sentido,
variantes do gene PDCDI estdo associadas a diversas doencgas autoimunes como ldpus
eritematoso sist€émico e esclerose multipla (Kroner et al., 2005; Kristjansdottir et al., 2010).
Os polimorfismos no gene PDCD1 t€m sido estudados com o objetivo de identificar a
patogénese de diversas doencgas autoimunes incluindo a diabetes tipo I (Nielsen et al.,
2003), lipus eritematoso sistemico (LES) (Prokunina et al., 2002; Kristjansdottir et al.,
2010), artrite reumat6ide (AR) (Lin et al., 2004; Prokunina et al., 2004) e granulomatose
com poliangeite (Granulomatose de Wegener) (Slot et al., 2008).

Estudo recente demonstrou que CTLA-4 e PD-1 cooperam na manutencdo da
tolerancia periférica frente as células T CD8+ (Probst et al.,, 2005). Tendo em vista a
importancia das moléculas CTLA-4 e PD-1 na inibi¢do da ativacdo dos linfécitos, tais
moléculas bem como os genes PDCD1 e CTLA-4 sdao candidatos para estudos de
associacdo com a exposi¢do ocupacional a silica, condi¢do na qual ocorre uma resposta
imune exacerbada.

A avaliagdo da ocorréncia de autoimunidade em nosso estudo também consistiu no
estudo das células Natural Killer (NK). Apesar de sua funcdo citotéxica e antiviral bem

conhecida, as células NK vém demonstrando agir como reguladores da imunidade
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adaptativa, interagindo e promovendo sinais estimulatérios para os componentes da
resposta imune adaptativa como os linfécitos T e células dendriticas. Tal interagdo confere
um amplo papel a estas células no processo imune e um potencial envolvimento em
diversas doencas como infec¢des, cancer e desordens autoimunes. No que diz respeito ao
seu envolvimento com autoimunidade, acredita-se que a modulacdo do nimero de células
NK circulantes parece ser um evento primario que desempenha um papel fundamental na
patogénese de uma série de doengas autoimunes (revisado por Perricone et al., 2008). Neste
sentido, estudo com trabalhadores expostos ao asbestos, um silicato mineral de
comportamento semelhante a silica, demonstrou um aumento do nimero e diminui¢do da
funcdo células NK (Froom et al., 2000).

Ainda, tendo em vista a importincia da via apoptética mediada pelo Fas na
regulacdo da autoimunidade envolvendo as células T, focamos no estudo desta via através
da determinacdo dos niveis da forma solivel do ligante de Fas (sFasL) no soro dos
individuos expostos a silica, uma vez que a morte da célula T é desencadeada por uma via
que envolve a molécula Fas e o seu ligante (FasL) (Lenardo, 2003; Prasad e Prabhakar,
2003). A regulacdo anormal da apoptose, particularmente no que diz respeito ao
envolvimento da via Fas/FasL, possui importante papel na patogénese das desordens
autoimunes (Nagata e Golstein, 1995; Rudin et al., 1996; Lenardo, 2003; Prasad e
Prabhakar, 2003). Neste sentido, uma forma solivel do ligante de Fas (sFasL),
naturalmente produzida pela clivagem mediada por enzimas do tipo metalo-proteinases,
surge como molécula importante no processo de autoimunidade (Kayagaki et al., 1995;
Tanaka et al., 1995). Tal forma solivel encontra-se presente em concentragdes elevadas no
soro de individuos com diversos tipos de doencas autoimunes, incluindo Sindrome de

Sjoegren e artrite reumatdide (Nozawa et al., 1997), sendo capaz de promover injuiria aos

52



Autoimunidade em Trabalhadores Expostos a Silica

tecidos e apoptose em células susceptiveis (Suda et al., 1995; Hosaka et al., 1998). Relatos
na literatura demonstram haver uma desregulacdo na via apoptética mediada pelo Fas em
individuos expostos a silica (Otsuki et al., 1998 e 2006) que pode levar a uma
sobrevivéncia celular inadequada e culminar com o desenvolvimento de reacdes
autoimunes.

As citocinas também desempenham um papel importante na resposta imune pela
regulacdo do desenvolvimento e diferenciacdo dos diferentes tipos celulares envolvidos na
resposta imune. Acredita-se que a desregulacdo da producdo ou agdo destes mediadores
contribua para o desenvolvimento de autoimunidade e doenca autoimune (O’Shea et al.,
2002). Neste sentido, evidéncias sugerem o envolvimento da produgdo alterada de algumas
citocinas na relacdo entre exposi¢do a silica e doencas autoimunes, como esclerodermia,
ldpus eritematoso sist€émico e artrite reumatéide (Frank et al., 1998; Parks et al., 1999). Por
exemplo, a secrecdo elevada de IL-6 nos pulmdes de mineiros de carvao parece explicar a
freqliente associacdo com doengas autoimunes, bem como a hipergamaglobulinemia
observada nesses individuos (Youinou et al, 1985). Da mesma forma, citocinas como
interferon gama (IFN-y) e TNF-a t€ém sido relacionadas com a patogénese de doencas
autoimunes como artrite reumatéide, diabetes mellitus e esclerose multipla (Yin et al.,
1999). Estudo envolvendo mineradores de uranio com esclerodermia sugere a existéncia de
uma regulacdo diferencial da produ¢do de TNF-a pelos macréfagos apds ingestdo da silica,
a qual pode estar envolvida na relacdo entre a exposicdo a silica e a ocorréncia da doenca
(Frank et al., 1998). Desta forma, um parametro adicional avaliado em nosso estudo
consistiu na deteccdo dos niveis das principais citocinas envolvidas no processo de

autoimunidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposicdo a poeira de silica nos diversos parametros
envolvidos no desenvolvimento de autoimunidade em trabalhadores com histérico de
exposicdo ocupacional a silica.

2.2. Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, os seguintes parametros foram avaliados:

a) Presenca de sintomas indicativos de doengas autoimunes do tecido conjuntivo pela
aplicacdo do questiondrio validado intitulado “A Connective Tissue Disease
Screening Questionnaire for Population Studies” (CDT), publicado na Annals of
epidemiology-AEP, vol. 5 (4), 297-302, 1995;

b) Producdo de autoanticorpos através da deteccdo de fator anti-ndcleo (FAN), fator
reumatodide (FR) e anticorpos anti-células endoteliais (AECAs);

c) Atividade de linfécitos pela quantificacao de:

o Proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico em presenca de
soro com receptor a solivel para IL-2 (sIL-2Ra) ou soro homélogo AB;

o Numero de células T regulatérias CD4+CD25+FoxP3+;

o Numero de células T CD4+ e CD8+ expressando CTLA-4 e PD-1;

o Nuamero de células Natural Killer (NK) CD3-CD16+CD56+;

o Liberacdo de molécula de Fas ligante solivel (sFasL) sérica;

o Producgdo das principais citocinas envolvidas no processo de autoimunidade
(IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e TGF-p);

d) Estudos genéticos pela tipificacdo de polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs)

nos genes CTLA-4 (CTLA-4+49, CTLA-4-318) e PDCD1 (PD1.3 e PD1.5).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacao

Para a realizacdo dos experimentos utilizamos sangue periférico de trabalhadores
expostos 2 silica, conforme aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas-UNICAMP (parecer n°: 260/2000, Anexo I), coletado no ambulatério da
Medicina do Trabalho do HC da UNICAMP, sob a supervisdao do Prof. Dr. Ericson Bagatin
e Dr. Alessandro Vito Lido. Todos os individuos incluidos no estudo concordaram com a
participacdo, apds leitura do termo de consentimento e assinaram o documento para a
andlise clinica e laboratorial (Anexos II e III).

O presente estudo trata-se de um estudo transversal utilizando-se 103 trabalhadores
expostos a silica. Os individuos estudados sdo trabalhadores (21 mulheres e 82 homens;
5711 anos) com histdrico de exposi¢do ocupacional ao po de silica cristalina por 18+9
anos, atuando no ramo da metalurgia, industria ceramica, jateamento de areia, marmorarias,
etc., da regido de Campinas. Os trabalhadores foram encaminhados a0 HC/UNICAMP pelo
médico da empresa ou pelo sindicato. Os trabalhadores estudados ndo se protegeram de
maneira adequada nem deram atencdo especial a seguranga pessoal em seu local de
trabalho. Critérios de inclusdo: trabalhadores expostos a silica (59 silicéticos e 44 nao-
silicoticos), nas atividades listadas acima por no minimo 1 ano, mesmo na auséncia de
anormalidades radioldgicas compativeis com silicose; a exposicao a silica foi confirmada
por uma histdria ocupacional detalhada e confidvel e o diagnéstico de silicose baseou-se na
confirmacdo da exposicdo acompanhada pela presenca de alteracdes no parénquima
pulmonar de acordo com a classificacdo do International Labour Office (ILO, 2000).

Critérios de exclusdo: trabalhadores: a) expostos concomitantemente a silica e a outras
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poeiras que podem interferir na resposta imune como asbesto, cobalto, berilio, niquel,
cromo, etc; b) em tratamento para doencas infecciosas croOnicas como tuberculose,
paracoccidioidomicose ou outras micoses do pulmio; ¢) em tratamento com drogas
imunossupressoras.

No grupo controle avaliamos 98 individuos para a avalia¢do dos autoanticorpos e 33
individuos para avaliacdo dos marcadores de linfécitos. Os controles sdo pacientes sem
histérico de exposicdo a silica, de mesma faixa etdria (54£10 anos), sexo e etnia, que nao
estavam fazendo uso de medicamentos, fumo e dlcool no momento da coleta e que também

ndo apresentavam doengas renais ou pulmonares.

3.2. Avaliacao da presenca de alteracoes autoimunes

Para avaliagdo da presenca de alteracdes autoimunes utilizamos o questiondrio
validado intitulado “A Connective Tissue Disease Screening Questionnaire for Population
Studies” (CDT), publicado na AEP, vol. 5 (4), 297-302, 1995. Este questiondrio foi
baseado nos critérios do American College of Reumatology para Lipus Eritematoso
Sistémico (LES), artrite reumatdide (AR), e Esclerodermia (SSc) e em itens relacionados

aos critérios de classificagdo para polimiosite ou dermatomiosite e sindrome de Sjoegren.

3.3. Avaliacao da producao de autoanticorpos
3.3.1. Obtencao do soro
Para a obten¢do do soro, coletamos o sangue tanto dos individuos expostos a silica
bem como de voluntdrios sadios por puncdo da veia anticubital em tubos sem
anticoagulante (tubo seco) e em condicdes estéreis. Aguardamos a retracdo do coagulo e

aliquotamos o soro em eppendorfs devidamente identificados.
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3.3.2. Determinacao dos niveis séricos de FAN e FR

A determinacao dos niveis séricos de FAN e FR foi realizada no Instituto Vozza de
Medicina e Diagnose-Campinas/SP. O método empregado para o diagndstico de FAN foi
imunofluorescéncia indireta (IFI); o soro do paciente foi diluido e colocado sobre o células
HEp-2 (antigenos especificos para anticorpos anti-nucleares) fixadas em laminas de vidro.
Em seguida, as laminas foram incubadas para permitir a formag¢do do complexo antigeno-
anticorpo. Apés as lavagens, a preparacdo com o conjugado fluorescente foi incubada e,
caso houvesse o anticorpo no soro, o conjugado reagiria com o anticorpo especifico para o
antigeno. O conjugado nado ligado foi removido por lavagens e o preparado foi observado
em microscopio de fluorescéncia. No caso do FR, o método empregado para deteccdo foi a
nefelometria, baseado nas reagdes de precipitacdo entre antigeno e anticorpo em solucdes
diluidas que produzem um aumento da reflexdo da luz, a qual pode ser diretamente medida

pela dispersdo da luz incidente.

3.3.3. Quantificacdo dos niveis séricos dos anticorpos anti-células endoteliais

(“Anti-endothelial cell antibodies”’-AECAs)

3.3.3.1. Isolamento e cultivo das células do endotélio vascular humano de
cordao umbilical (Human Vascular Endothelial Cells-HUVECs)

Para isolamento das HUVEC:S, utilizou-se ao menos 2 corddes umbilicais para cada
isolamento devido a variagdo bioldgica. Os corddes umbilicais eram doados por maes que
deram a luz na maternidade do University Hospital Maastricht, Maastricht, Holanda,

conforme aprovado pelo Comité de ética da instituigdo.
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Os corddes umbilicais eram trazidos a temperatura ambiente e entdo coletados do
interior do frasco com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro especialmente moldada para
tal. Os corddes eram retirados um a um, colocados sobre a superficie do fluxo laminar
devidamente limpa e forrada com papel absorvente e limpos com dlcool 70%. Em seguida,
cortava-se uma das extremidades do corddo, introduzia-se uma agulha metélica na veia
umbilical e & agulha acoplava-se uma seringa de 20 mL contendo PBS estéril. A outra
extremidade do corddo era colocada em um frasco estéril de 1 litro e assim que o PBS
passava pelo interior da veia umbilical o sangue contido no interior da veia era descartado
no frasco. Realizava-se tal operacdo de lavagem 2 a 3 vezes até o fluido sair limpo, ou seja,
até a completa remoc¢do do sangue, sempre tomando cuidado para eventuais vazamentos
decorrentes de danos na parede do corddo. Por fim, introduzia-se ar no interior da veia para
eliminar residuos de PBS e uma das extremidades era fechada com uma presilha apropriada
para entdo ser introduzida a quimiotripsina (5 mg/mL, 500uL diluida em 50 mL de PBS)
até preencher todo o corddo. Apds introducgdo, lacrava-se a outra extremidade também com
uma presilha, cortava-se os excessos das extremidades do corddo contendo quimiotripsina e
entdo colocava-se em frasco contendo PBS e incubava-se em banho-maria a 37°C por 30
minutos. Apds esse periodo, os corddes eram novamente limpos com dlcool 70% e
massageados por 30 segundos a fim de favorecer o desprendimento das células endoteliais
da parede do vaso. Uma das extremidades era pingada com tesoura apropriada na parte
anterior a presilha e entdo a parte do corddo contendo a presilha era cortada e a parte
pingada era aberta para entdo o liquido ser drenado em tubos de 50 mL contendo 10mL de
meio de cultura (RPMI-1640 contendo Glutamax-1). Apds coleta do fluido de todos os
corddes umbilicais, os tubos contendo o “pool” de células endoteliais eram centrifugados

por 10 minutos a 20°C a 400xg. Os sobrenadantes eram descartados e ressuspendia-se o
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botdo celular em 10 mL de meio de cultura especial (RPMI 1640 contendo Glutamax 1,
penicilina-estreptomicina, fator de crescimento de célula endotelial bovino, heparina e
soro fetal bovino).

Anteriormente ao processo de extracdao das células endoteliais, garrafas de cultura
de células de 75cm” tinham suas paredes cobertas com 2 a 3 mL de gelatina a 1% e eram
incubadas em estufa a 37° C e 5 % de CO, por 30 minutos. Aspirava-se entdo o excesso da
gelatina e adicionava-se 10mL da suspensdo celular contendo as células endoteliais em as
garrafas de cultura, as quais eram incubadas em estufa a 37° C e 5 % de CO..

No dia seguinte retirava-se o meio de cultura e a camada de células aderidas era
lavada com PBS até a completa remocdo das células vermelhas contidas no frasco.
Novamente, 10 mL. de meio de cultura especial era adicionado e as garrafas novamente
incubadas em estufa a 37° C e 5 % de CO,. As culturas eram verificadas diariamente até a
visualizacdo da monocamada celular. Apds a completa formacdo da monocamada celular
visualizada com auxilio de microscépio 6tico (células endoteliais dispostas de forma coesa
e espraiada), realizava-se o procedimento de passagem das células em garrafas de cultura.
Tal monocamada € chamada de PO. O procedimento de passagem era realizado aspirando-
se o sobrenadante da garrafa contendo a PO, lavando-se a monocamada com PBS e
desprendendo as células com 900uL de tripsina/EDTA. Para ter certeza do total
desprendimento das células da monocamada, observava-se em microscopio as células
desprendidas e assim que ocorria o desprendimento, neutralizava-se com 10mL de meio de
cultura. Retirava-se as células da garrafa e dividia-se em duas outras garrafas previamente
tratadas com a gelatina, conforme descrito anteriormente. Cultivava-se em estufa até que se
verificasse a forma¢do da monocamada e assim tinha-se a P1. As passagens eram realizadas

até que tivéssemos a P3 e tais células eram transferidas para placas de 96 cavidades.
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3.3.3.2. Ensaio de ELISA para quantificacao dos AECAs

Apoés as placas de 96 cavidades terem sua superficie recoberta pelas células
endoteliais da P3 (formacdo da monocamada), era realizada a técnica de ELISA para a
determinac¢do dos anticorpos anti-células endoteliais (AECAs). Primeiramente, as cavidades
eram lavadas duas vezes com meio RPMI-1640 (pH 6,0) contendo 1% de soro fetal bovino,
(150uL/cavidade) e incubadas por 45 minutos a 4°C com o mesmo volume de meio de
cultura. Durante a incubagao, o soro dos pacientes e controles, bem como 0s soros positivos
e negativos empregados como controle da reagdo (soros de referéncia), eram diluidos 1:100
em meio RPMI-1640 (pH6,0) contendo 1% de soro fetal bovino.

Terminada a incubagdo, o sobrenadante era descartado por inversdo das placas, as
amostras de soro diluidas eram adicionadas em triplicata e incubava-se as placas por lhora
e 30 minutos a 4°C. Entdo, as placas eram lavadas 3 vezes com meio RPMI-1640 (pH6,0)
contendo 1% de soro fetal bovino, adicionava-se 100uL/cavidade do anticorpo anti-IgG
humana conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) diluido
1:2000 em meio RPMI-1640 (pH 6,0) contendo 1% de soro fetal bovino e as placas eram
incubadas por lhora a 4°C. As placas eram novamente lavadas 3 vezes com PBS,
adicionava-se 100 pL  do substrato (p-nitrofenilfenofosfato 1mg/mL diluido em
dietanolamina) e incubava-se por 1 hora a temperatura ambiente. A reacdo era interrompida
com 100 uL. de NaOH 5N e as absorbancias das placas eram lidas a 405 nm em
espectrofotometro. Considerando-se que este ¢ um bioensaio, foram realizados ao menos
trés experimentos independentes em células de diferentes isolamentos para garantir a

reprodutibilidade dos resultados e validacao do experimento.
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3.4. Determinacao da Resposta Imune Celular
3.4.1. Obtencao das células mononucleares
Para a obtencdo das células mononucleares, coletamos o sangue tanto dos
individuos expostos a silica bem como de voluntarios sadios por pun¢do da veia anticubital

em tubos heparinizados e em condigdes estéreis.

3.4.2. Isolamento das células mononucleares do sangue total

As células mononucleares periféricas foram separadas por gradiente de densidade,
utilizando-se a solucdo de Ficoll-Hypaque (d=1,077). Para tal, o sangue total coletado foi
homogeneizado por inversdo e diluido com meio de cultura RPMI nio suplementado, na
proporcao 1:1 (v/v). O sangue diluido foi colocado lentamente em um tubo de centrifuga
contendo 4 mL de Ficoll-Hypaque e centrifugado por 30 min a 1500 rpm refrigerado a 4°C.
Em seguida, a nuvem leucocitdria foi retirada com pipeta Pasteur e lavada 2 vezes com
meio de cultura RPMI 1640 ndo suplementado. Entdo, as células mononucleares foram

utilizadas para a cultura de células e citometria de fluxo.

3.4.3. Ensaio de proliferacao celular

Apdés o isolamento, as células mononucleares obtidas do sangue total foram
ajustadas 2 concentracdo de 1x10° células/mL em meio RPMI 1640 suplementado com
5x10°M de 2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina, 1 mM de piruvato de sddio, penicilina-
estreptomicina (Flow lab.-USA), 12,5 mM de tampao HEPES (pH=7.4), 0.2% NaHCOs e
10% de soro humano tipo AB ou 10% de soro com niveis elevados de sIL-2Ra. Em
seguida, as células foram cultivadas em placas de 96 cavidades, na concentracio de 2x10’

por cavidade em triplicata, na auséncia ou na presenca de fitohemaglutinina (PHA, Sigma-
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USA), na concentracdo de 5 pg/mL. A triplicata sem a presenca de mitégeno foi
denominada "basal", enquanto que a triplicata estimulada foi denominada “estimulada”. As
células foram incubadas por 72h para o mitégeno nao-especifico, em estufa a 37°C e 5% de
CO»; dezoito horas antes do término dos cultivos, 1,0 uCi de Timidina tritiada (3H
Thymidine, Amershan Pharmacia Biotech, UK) diluida em meio RPMI 1640 foi adicionada
em cada orificio das placas de cultura. Completado o periodo de incubacdo, as culturas
foram aspiradas com auxilio de coletor de células (Cambridge Tech. MA - USA), sendo o
material radioativo incorporado as células em proliferacdo transferido para membranas de
fibra de vidro (Cambridge Tecnology Inc., USA). As membranas foram colocadas em
frascos proprios contendo 2mL de liquido de cintilacdo cada. A incorporacdo de Timidina
H foi determinada em Cintilador Beta (Beckman LS 6000 Series Scintilation System,
USA). De acordo com os resultados fornecidos pelo aparelho em contagens por minuto
(cpm) da radioatividade incorporada pelas células, foi possivel definir se houve ou nado
ativacdo e proliferacdo linfocitaria.

A média das cpm de cada triplicata foi calculada, e os resultados, expressos pelo
delta. O delta € calculado subtraindo-se a média das cpm das triplicatas estimuladas (com

mitégeno PHA) pela média das com das triplicatas basais correspondentes.

Linfoproliferacdo (delta) = média da triplicata estimulada - média da triplicata basal
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3.4.4. Quantificacao do niimero absoluto de linfocitos
O numero absoluto dos linfécitos foi determinado no sangue total utilizando o

contador hematolégico Sysmex® (Kobe, Japao).

3.4.5. Quantificacdo das diferentes populacdes linfocitarias por citometria de
fluxo.

A expressdo das moléculas de superficie CD3, CDS8, CD4, CD25, CD16, CD56,
CTLA-4, PD-1 e da proteina citoplasmatica FoxP3, foi determinada pela técnica de
citometria de fluxo. As células mononucleares foram obtidas conforme descrito no item
3.4.2.

Brevemente, adicionou-se uma aliquota de 100 puL da suspensdo ajustada para 1x10°
células/mL em tubos proprios para citometria. Adicionou-se entdo o0s anticorpos
monoclonais especificos (BD-Pharmingen, USA) para a marca¢do da populacdo celular a
ser analisada, conjugado com os fluorocromos FITC, PE, PE-CyS5, PerCP, APC, APC-Cy7
ou Alexa Fluor 647°, dependendo do painel empregado para a fenotipagem celular. As
células foram entdo incubadas por 20 minutos para a marcag¢do dos antigenos de superficie.
As células marcadas, assim como as células com os isotipos controles, foram entdo lavadas
e fixadas com paraformaldeido a 2%. No caso da marcacdo intracelular da proteina
citoplasmatica FoxP3, apds a marcacdo de superficie com os anticorpos anti-CD3, anti-
CD4 e anti-CD25, realizamos a permeabilizacdo overnight das células em geladeira
utilizando-se uma suspensdo de 100 pL. de PBS adicionado de 10% soro humano do tipo
AB e 1% de TritonX-100. Em seguida, as células foram lavadas e adicionou-se o anticorpo
anti-FoxP3. As células foram entdo incubadas por 20 minutos para a marcac¢iao do antigeno

FoxP3. As células marcadas foram lavadas e fixadas com paraformaldeido a 2%.
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A leitura foi feita em citometro de fluxo (FACS Aria® — BD — Lab. de marcadores

celulares do Hemocentro da UNICAMP).

3.4.6. Quantificacao dos niveis séricos da forma solivel do ligante Fas (sFasL)

Para a determinacdo dos niveis séricos da forma solivel do ligante Fas, utilizou-se
placas de ELISA de 96 wells previamente sensibilizadas e lavadas com tampao de lavagem.
Ap6s lavagem, 100uL dos padrdes (citocina recombinante) e das amostras foram
adicionados aos orificios da placa e, apds a adi¢do de 50 uL do anticorpo monoclonal de
deteccao marcado com biotina (dilui¢do 1:100) em cada orificio, as placas foram incubadas
por 2 horas a temperatura ambiente. Apds incubagdo, a placa foi lavada e, a seguir, 100 uLL
de uma solugdo de streptavidina-peroxidase (diluicdo 1:200) foram adicionados aos
orificios, incubando-se por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem, 100 uL do
substrato foi adicionado em cada cavidade e a placa foi incubada a temperatura ambiente
por um periodo de aproximadamente 20 minutos para o desenvolvimento da cor devido a
reacdo enzimadtica. A reacdo foi interrompida adicionando-se 100 pL de solucdo de parada
(H,SOy4, 4N) em cada orificio. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 450 nm. As
concentracdes de sFasL presentes nas amostras foram calculadas a partir da curva padrao e

os resultados expressos em nanogramas por mililitro (ng/mL).

3.4.7. Quantificacao de citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6 e IL-10

As citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1pB, IL-2, IL-6 e IL-10 foram quantificadas nos
sobrenadantes de cultura das células mononucleares do sangue periférico utilizando-se o
sistema de deteccdo de citocinas “Beadlyte® Human 22-Plex Multi-Cytokine Detection

System” (Upstate, Temecula, CA, USA) de acordo com a recomendacdo do fabricante,
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utilizando-se todos os reagentes e tampdes especificados. Primeiramente, 50 plL de
sobrenadante da cultura das células mononucleares do sangue periférico de cada um dos
individuos estudados foram incubados com beads revestidas com anticorpos especificos
para cada uma das citocinas avaliadas por 2h em temperatura ambiente em agitador de
placas (Lab-Line Instrument, Park, IL). Apds esse tempo, as beads foram incubadas com 25
pL de anticorpos anti-citocinas humanas conjugados com biotina em cada cavidade da
placa por 1 hora e 30 minutos no escuro a temperatura ambiente em agitador de placas e em
seguida, 25 pL of estreptavidina-ficoeritrina foram adicionadas em cada cavidade e as
placas foram incubadas novamente por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente em
agitador de placas. As cavidades foram entdo lavadas e as beads ressuspendidas em tampao
de fluxo especifico por 5 minutos para entdo as amostras serem analisadas no aparelho
Luminex 200® (Luminex, Austin, TX, USA). Os niveis de citocinas foram expressos em
picogramas por mililitro (ng/mL), calculados a partir de curvas-padrdo geradas com

concentragdes conhecidas de citocinas recombinates.

3.4.8. Quantificacao da citocina TGF-§

Para a determinag@o dos niveis de TGF- no sobrenadante de cultura de linfécitos,
utilizou-se o método de ELISA (BD OptEIA®) conforme as recomendacdes do fabricante
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). Para a determinagdo dos niveis desta
citocina, utilizou-se placas de ELISA de 96 wells as quais foram sensibilizadas com
anticorpo de captura overnight a 4°C e em seguida lavadas com tampao de lavagem. Apds
lavagem, as placas foram bloqueadas com 200uL/cavidade de diluente de ensaio contendo
PBS (pH 7,0) e soro fetal bovino em temperatura ambiente por 1 hora. Uma nova lavagem

foi realizada e entdo 100uL dos padrdes (citocina recombinante) e das amostras foram
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adicionados aos orificios da placa e as placas foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente. Apds incubacdo, a placa foi lavada e, a seguir, 100 pL de uma solugdo de
streptavidina-peroxidase e anticorpo de detec¢do, foram adicionados aos orificios,
incubando-se por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem, 100 uL do substrato foi
adicionado em cada cavidade e a placa foi incubada por um periodo de aproximadamente
30 minutos protegida da luz em temperatura ambiente para o desenvolvimento da cor
devido a reacdo enzimdtica. A reagdo foi interrompida adicionando-se 50 uL. de solugdo de
parada (H,SO,, 4N) em cada orificio. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 450 nm.
As concentracdes de TGF-f presentes nas amostras foram calculadas a partir da curva

padrdo e os resultados expressos em pg/mL.

3.5. Investigaciao de polimorfismos genéticos

3.5.1. Isolamento do DNA das células mononucleares do sangue periférico

Para o isolamento do DNA, utilizamos o kit comercial (Roche, Alemanha) e o
procedimento foi realizado conforme se segue e segundo a recomendacdo do fabricante.

A cada tubo tipo “eppendorf” contendo 200 puLL de uma suspensdo de células
mononucleares (1x10° células) em PBS, adicionou-se uma aliquota de 200 pL de tampdo
de ligacao e 40 uL de proteinase K. Os tubos foram entdo agitados, incubados a 70°C por
10 minutos e 100 uL de isopropanol foi adicionado. Em seguida, o conteiido de cada tubo
foi transferido para tubos com filtro acoplados a tubos coletores e centrifugados por 1
minuto a 8.000xg. Os tubos coletores foram descartados e os tubos filtrantes acoplados a
novos tubos coletores. Adicionou-se em seguida 500 uL. de tampao inibidor de remocao e

procedeu-se a centrifugac@o por 1 minuto a 8.000xg. Os tubos coletores foram novamente
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descartados e os tubos filtrantes foram lavados 2x com 500 pL de tampdo de lavagem,
sempre centrifugando-se a 8000xg e trocando-se o tubo coletor. Realizou-se entdo uma
centrifugacdo adicional (13000xg por 10 segundos) a fim de garantir a completa remog¢ao
do tampao de lavagem do tubo filtrante.

Por fim, os tubos filtrantes foram acoplados a tubos tipo “eppendorf”, adicionou-se
200uL de tampao de eluicdao previamente aquecido a 70°C e centrifugou-se por 1 minuto a
8000xg. O tubo “eppendorf” agora contendo o DNA eluido foi devidamente identificado e

armazenado até o momento do uso a -20°C.

3.5.2. Tipificacao de polimorfismos de tinico nucleotideo (SNPs) pelo método da

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragments Length Polymorphism)

3.5.2.1. PD-1.3G/A (+7146G/A)

Um fragmento de 381 bp foi amplificado usando 0,5uL. do primer 5°-
GATCCACTGTGCCTTCCTTTC-3" “sense”, 0,5uL. do primer 5°-
CAAGCTCTCCTGTCTCCAATG-3" “antisense”, 1 uL de DNA, 0,2uL da Taq DNA
polimerase e 0,25uLL de ANTP mix (20mM). Apds o passo inicial de incubacdo (10 minutos
a 94°C), a reacdo da polimerase em cadeia (Polimerase Chain Reaction-PCR) foi realizada
por 35 ciclos: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 59°C e 30 segundos a 72°C. Uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C completou a reagdo. O SNP foi determinado pela
digestdo do produto do PCR com a enzima de restricdo Pstl (10U/uL, Fermentas) por 2
horas a 37°C, resultando em 2 fragmentos de 314 e 67bp se o nucleotideo G estéd presente e

3 fragmentos de 216, 98 e 67 bp quando o nucleotideo A estd presente.
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3.5.2.2. PD-1.5C/T (+7785C/T)

O polimorfismo PD1.5C/T foi determinado em um fragmento de 329 bp criado
utilizando-se 0,5uL do primer 5- ACGGAGTATGCCACCATTGTC-3" “sense”, 0,5uL do
primer 5"-CTGTGGGCATTGAGACATGAG-3" “antisense”, 1 uL. de DNA, 0,2uL da Taq
DNA polimerase e 0,25uL de dNTP mix (20mM). Apds o passo inicial de incubagdo (10
minutos a 94°C), a reacdo de PCR foi realizada por 35 ciclos: 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 59°C e 30 segundos a 72°C. Uma extensdo final de 10 minutos a 72°C
completou a reacdo. O SNP foi determinado pela digestdo do produto do PCR com a
enzima de restricio Pvull (10U/uL, Fermentas) por 2 horas a 37°C, resultando em 2

fragmentos de 261 e 68bp se o nucleotideo T esté presente.

3.5.2.3. CTLA-4+49G/A

O polimorfismo CTLA-4+49A/G foi determinado em um fragmento de 162 bp
criado utilizando-se o primer 5'- GCTCTACTTCCTGAAGACCT-3" “sense” e o primer
5-AGTCTCACTCACCTTTGCAG -3" “antisense”. Apds o passo inicial de incubacgdo (10
minutos a 94°C), a reacdo de PCR foi realizada por 40 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 57°C e 60 segundos a 72°C. O SNP foi determinado pela digestdo do produto
do PCR com a enzima de restricdo Bbvl (2U/uL Fermentas) por 1 hora e meia a 65°C,
resultando em 2 fragmentos de 88 e 74bp se o nucleotideo G esta presente e um fragmento

de 162bp quando o nucleotideo A estd presente pois ndao hé digestao.

3.5.2.4. CTLA-4-318C/T
O polimorfismo CTLA-4-318C/T foi determinado em um fragmento de 247 bp

criado utilizando-se o primer 5-AAATGAATTGGACTGGATGGT -3" “sense” e o primer

74



Autoimunidade em Trabalhadores Expostos a Silica

5-TTACGAGAAAGGAAGCCGTG -3 “antisense”. Apds o passo inicial de incubagdo

(10 minutos a 94°C), a reagdo de PCR foi realizada por 40 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 57°C e 60 segundos a 72°C. O SNP foi determinado pela digestao do produto
do PCR com a enzima de restricao TrulL (10U/uL, Fermentas) por 1 hora e meia a 65°C,
resultando em 2 fragmentos de 226 e 21bp se o nucleotideo C estd presente e 3 fragmentos

de 130, 96 e 21bp quando o nucleotideo T estd presente.

Para todas as anélises descritas nos itens (3.5.2.1 a 3.5.2.4.), os produtos da digestdao
(16pl) foram misturados com 2ul de “loading mix” e submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com gel star®. A corrida eletroforética geralmente ocorria a 100V no
tempo necessdrio para completa separacdo dos fragmentos gerados. Utilizava-se um
marcador de peso molecular de 100pb (Fermentas) para facilitar a identificacdo dos
fragmentos presentes em cada amostra. Os géis de agarose foram fotografados para anélise
do tamanho dos fragmentos.

Para cada PCR, foi inserido um controle negativo que visava detectar possiveis
contaminagdes por DNA. Este controle continha no tubo de reacio todos os reagentes da
PCR, exceto o DNA gendmico. Quando este controle apresentava-se contaminado, todos os

produtos de PCR do ensaio em questdo eram excluidos da anélise.

3.6. Analise Estatistica
Os dados foram expressos como mediana e amplitude interquartilica (Al),

calculadas pelo programa estatistico SPSS versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). As
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comparacoes estatisticas entre as medianas dos dois grupos em questdo neste estudo foram
realizadas através do teste de Mann-Whitney. Consideramos estatisticamente significativos

os valores de P<0,05.

A freqiiéncia dos genétipos para os polimorfismos estudados foram testadas para o
equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando o teste de chi-quadrado (x%). A freqiiéncia dos
alelos e do gendtipo foram comparados entre pacientes e controles pelo teste x> usando o
programa estatistico SPSS versdao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Consideramos

estatisticamente significativos os valores de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo da presenca de alteracoes autoimunes pela analise do
questionario “A Connective Tissue Disease Screening Questionnaire for Population
Studies”

A avaliagdo do questiondrio para pesquisa da presenca de alteracdes autoimunes nos
individuos expostos a silica e controles demonstrou que, dentre os 103 individuos expostos
entrevistados, 42% (n=43) relataram sintomas indicativos da presenca de autoimunidade
(34 homens e 9 mulheres), sendo que em 12% (n=12) os sintomas eram indicativos de
artrite reumatdide, 14% (n=14) de lapus eritematoso sist€mico, 12% (n=12) de
esclerodermia, 23% (n=24) de poliomiosite ou dermatomiosite, 14% (n=14) de sindrome de
Sjoegren (Apéndice I). Destes 43 individuos, 47% (n=20) relataram sintomas compativeis
com duas ou mais doengas autoimunes (13 homens e 7 mulheres). Por outro lado, apenas
3% (n=1) dos individuos do grupo controle relataram ter sintomas que caracterizasse

qualquer das doengas autoimunes pesquisadas no questiondrio, no caso, artrite reumatoide.

4.2. Determinacdo dos niveis séricos de Fator anti-nicleo (FAN) e Fator
reumatoide (FR)

Observamos que a porcentagem de autoanticorpos FAN e FR € significativamente
maior no grupo de individuos expostos a poeira de silica (26% e 13%, respectivamente) em
relacdo ao grupo controle (3% e 2%, respectivamente). Além disso, se compararmos a
incidéncia desses autoanticorpos com a incidéncia encontrada nas avaliacdes anteriores
durante o estudo temdtico do qual deriva este trabalho, podemos que 76% (26 casos) dos 34
casos positivos para FAN e 81% (n=13 casos) dos 21 casos positivos para FR, observados

nas duas avaliagdes anteriores ao presente estudo, confirmaram os resultados na presente
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avaliacdo. Estes valores refletem uma incidéncia de FAN e FR em aproximadamente 26% e
13%, respectivamente, da populacdo exposta (n=103), comparado a incidéncia de 3% e 2%,
respectivamente, na populacdo controle (n=98), a qual se manteve apresentando a mesma
incidéncia de FAN e FR ao longo das avaliacdes. Além disso, 5 dos 8 novos casos positivos
para FAN e 1 dos 3 novos casos positivos para FR que surgiram durante a segunda
avaliacdo, confirmaram os resultados nesta terceira avaliacdo € 1 novo caso positivo para
FAN surgiu no periodo entre a segunda e a presente avaliagdo. Vale ressaltar que 4 dos
casos positivos para FAN e 6 dos positivos para FR, nas duas avalia¢cdes anteriores, nao
compareceram na presente avaliacdo (terceira avaliagdo). Além disso, dos 7 Obitos
observados durante o estudo, apenas um paciente apresentou niveis de FAN e FR
aumentados. Consideramos positivo para FAN os soros que apresentavam titulos de
anticorpos maiores ou iguais a 1/80, conforme apresentado no Apéndice II e positivo para

FR aqueles que apresentavam concentragdes acima de 15 UI/mL (Apéndice III).

Tabela 1- Porcentagem de individuos expostos a silica positivos para FAN e FR nas

duas primeiras avaliacoes do estudo tematico e no presente estudo

Avaliacao/ano FAN FR

1* (n=130)/2004 29 (22%) 18 (14%)

2% (n=123)/2006 34 (27%) 18 (15%)
3* (n=103)/2008-2009 27 (26%) 13 (13%)
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4.3. Determinaciao dos niveis séricos dos anticorpos anti-células endoteliais

(AECAs)

Conforme representado na Figura 1, o nivel sérico médio dos AECAs estd
significativamente (P<0,0001) aumentado nos soros do grupo exposto a silica comparado
ao grupo controle [mediana e amplitude interquartilica (Al)= 0,22nm (0,19-0,27 nm);

0,17nm (0,15-0,21nm), respectivamente].
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Figura 1. Anticorpos anti-células endoteliais (AECAs) presentes no soro dos
individuos expostos a silica. Ensaio realizado em triplicata. Os valores representados para
cada paciente representam a mediana das absorbancias de 3 experimentos independentes

em soro de individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33).
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4.4. Proliferacao de linfocitos em presenca de soro com niveis elevados de sIL-
2Ra ou soro homdélogo do tipo AB

Observamos em nosso estudo temdtico um aumento significativo nos niveis
receptores sIL-2Ra no soro dos individuos expostos, em relacio aos controles. No presente
estudo avaliamos a capacidade linfoproliferativa frente ao estimulo com o mitégeno
fitohemaglutinina (PHA), em presenca de soro com niveis elevados de sIL-2Ra ou de soro
homdlogo do tipo AB. Os resultados estio representados na Figura 2, os quais demonstram
um aumento significativo (P<0,001) na proliferacdo de linfdcitos no grupo exposto em
relacdo ao grupo controle. Por outro lado, ndo observamos diferencas no indice de
proliferacdo quando as células obtidas de individuos expostos e dos controles foram
cultivadas em presenca de soro com niveis elevados de sIL-2Ra ou soro homoélogo do tipo
AB [mediana do grupo exposto= 37995 cpm (Al 28172-52089cpm) e 38376cpm
(AI=30441-49127cpm), respectivamente; mediana do grupo controle=26192cpm
(AI=23075-35030cpm) e 28649cpm (Al=20871-35837cpm), respectivamente]. Os valores
individuais estdo representados para os individuos expostos e controles nos apéndices IV e

V, respectivamente.
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Figura 2. Resposta proliferativa frente a PHA de linfdcitos provenientes de individuos
expostos a silica (n=103) e controles (n=33) incubados com soro com niveis elevados de
sIL-2Ra ou soro homdlogo do tipo AB. Os resultados estdo representados como a
mediana e os valores individuais de proliferacdo. Ensaio realizado em triplicata. PHA=

fitohemaglutinina.

4.5. Namero absoluto de linf6citos

O ndmero absoluto de linfécitos encontrou-se significativamente (P<0,0001)
reduzido no sangue periférico de trabalhadores expostos a silica, atingindo niveis 1,3 vezes
menores quando comparado aos controles [mediana= 1970 células/mm’ (AI=1600-2395
células/mm’) e 2581 células/mm’® (Al= 2312-2714 células/mm’), respectivamente]. Os
valores individuais estdo representados para os individuos expostos e controles nos

apéndices VI e VII, respectivamente.
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4.6. Determinacio das populacoes de linfocitos T regulatérios
CD4+CD25+FoxP3+

Conforme demonstrado na Figura 3, ndo houve diferenca significativa no nimero de
células da subpopulacdo linfocitaria Treg CD4+CD25+FoxP3+ entre o grupo exposto € o
grupo controle [mediana grupo exposto= 23,20 células/mm’ (Al= 11,00-58,25
células/mm3); mediana grupo controle=21,00 células/mm’ (AI=13,00-32,10 células/mm> ).
Os valores individuais estdo representados para os individuos expostos e controles nos

apéndices VI e VII, respectivamente.
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Figura 3. Células CD4+CD25+FOXP3+ presentes no sangue periférico de individuos
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T regulatrios CD4+CD25+FOXP3+/mm’ provenientes de individuos

expostos a silica (n=103) e controles (n=33).

84



Autoimunidade em Trabalhadores Expostos a Silica

4.7. Expressao do marcador CTLA-4 (CD152) em linf6citos CD4+

Conforme representado na Figura 4, uma reducdo significativa na expressdo do
marcador CTLA-4 (CD152) foi observada nas células T CD4+ de individuos expostos a
silica. A mediana e amplitude interquartilica (Al) da expressdo do marcador nos linfécitos
da populagdo exposta e controles foram, respectivamente, 1,28 células/mm’ (0,00-3,50
células/mm’) e 5,39 células/mm’ (0,00-12,44 células/mm’ (P<0,01). Os valores individuais

estdo representados para os individuos expostos e controles nos apéndices VI e VII,

respectivamente.
o 40- I P<0,01
£ 35- )
&30+
o
825— :
= 20 .
< u A
0 1 5_ " AL
Ci I:I A:
8 10 ..:. "
O 57 -
ana Bl 200 gae at
0
Exposto Controle

Figura 4. Células CD3+CD4+CD152+ presentes no sangue periférico de individuos
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T CD3+CD4+CD152+/mm’ provenientes de individuos expostos 2 silica

(n=103) e controles (n=33).
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4.8. Expressao do marcador CTLA-4 (CD152) em linf6citos CD8+

Conforme representado na Figura 5, ndo houve redugdo significativa (P>0,05) na
expressdo do marcador CTLA-4 (CD152) nas células T CD8+ de individuos expostos a
silica comparado aos controles [valores medianos= 1,82 células/mm’ (0,00-4,11
células/rnm3) e 2,41 células/mm’ (0,00-6,82 células/rnm3), respectivamente]. Os valores
individuais estdo representados para os individuos expostos e controles nos apéndices VI e

VII, respectivamente.
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Figura 5. Células CD3+CD8+CD152+ presentes no sangue periférico de individuos
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T CD3+CD8+CD152+/mm’ provenientes de individuos expostos a silica

(n=103) e controles (n=33).
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4.9. Expressao do marcador PD-1 (CD279) em linf6citos CD4+

Conforme demonstrado na Figura 6, o nimero de linfécitos T CD4+ que expressam
PD-1 (CD279) estd significativamente reduzido (P<0,0001) no grupo exposto a silica
comparado ao grupo controle [valores medianos=15,84 células/mm’ (5,96-36,75

células/rnm3) e 123,42 células/mm’ (25,99-271,29 células/mm’ ), respectivamente].

mE 750

Eeos. P<0,0001 ‘

+

2 R
o500

o

T+ 3754 RS
3 3

O 250+ - TN

+ = AAAA
(a2} uy R
Q 125+ II:..=:I A,

o - "

04 AAAL, a4l
Exposto Controle

Figura 6. Células CD3+CD4+CD279+ presentes no sangue periférico de individuos
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero

de linfécitos T CD3+CD4+CD279+/mm’ provenientes de individuos expostos a silica

(n=103) e controles (n=33).
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4.10. Expressao do marcador PD-1 (CD279) em linfécitos CD8+

Conforme demonstrado na Figura 7, o nimero de linfécitos T CD8+ que expressam
PD-1 (CD279) estd significativamente reduzido (P<0,0001) no grupo exposto a silica
comparado ao grupo controle [valores medianos= 14,04 células/mm® (4,88-31,86

células/mm3) e 120,12 células/mm’ (92,50-214,90 células/mm’ ), respectivamente].
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Figura 7. Células CD3+CD8+CD279+ presentes no sangue periférico de individuos
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais da
porcentagem de linfécitos T CD3+CD8+CD279+ provenientes de individuos expostos a

silica (n=103) e controles (n=33).
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4.11. Genotipagem e freqiiéncia alélica dos SNPs CTLA-4 +49G/A e CTLA-4 -

318C/T

Conforme demonstrado na Tabela 2, ndo encontramos diferenga estatisticamente

significativa (P>0,05) entre o gendtipo e a freqiiéncia dos alelos no grupo exposto a silica

comparado ao grupo controle.

Tabela 2-Genétipo e freqiiéncia alélica dos SNPs CTLA-4 +49G/A e CTLA-4 -318C/T

em individuos expostos a silica e controles.

Individuos Individuos
CTLA-4 SNPs expostos controle X2 Valor de P
n=70 n=30
CTLA-4 +49G/A
Genotipo
GG 9 (12,9%) 3 (10,0%) 0,649 0,723
GA 29 (41,4%) 15 (50,0%)
AA 32 (45,7%) 12 (40,0%)
Alelo
G 47 (33,6%) 21 (35,0%) 0,038 0,845
A 93 (66,4%) 39 (65,0%)
CTLA-4 -318C/T
Genotipo
cC 63 (90,0%) 27 (90,0%) 0,000 1,000
CT 7 (10,0%) 3 (10,0%)
TT — —
Alelo
C 133 (95,0%) 57 (95,0%) 0,000 1,000
T 7 (5,0%) 3(5,0%)
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4.12. Genotipagem e freqiiéncia alélica dos SNPs PD-1.3G/A (+7146G/A) e PD-
1.5C/T (+7785C/T)

Embora ndo tenha havido diferenca significativa na freqiiéncia dos genotipos
observamos no grupo exposto uma predominancia de individuos com o gendtipo GG
(91,4%) e a inexisténcia do gendétipo AA (Tabela 3). A baixa freqiiéncia do alelo A
encontrada no grupo exposto em relacdo ao grupo controle corrobora estes achados
(P<0,05).

Em relacio ao SNP PDI1.5C/T nao encontramos diferencas estatisticamente
significativas entre o gendtipo e a freqiiéncia dos alelos no grupo exposto a silica

comparado ao grupo controle.
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Tabela 3-Genétipo e freqiiéncia alélica dos SNPs PD-1.3 e PD-1.5 em individuos

expostos a silica e controles.

Individuos Individuos
PDCD1 SNPs expostos controle X2 Valor de P
n=70 (%) n=30 (%)
PD-1.3
Genétipo
GG 64 (91,4%) 23 (76,7%) 5,145 0,060
GA 6 (8,6%) 6 (20,0%)
AA . 1 (3,3%)
Alelo
G 134 (95,7%) 52 (86,7%) 5,281 0,022*
A 6 (4,3%) 8 (13,3%)
PD-1.5
Genétipo
cC 26 (37,1%) 14 (46,7%) 0,879 0,644
CT 32 (45,7%) 11 (36,7%)
TT 12 (17,1%) 5(16,7%)
Alelo
C 84 (60,0%) 39 (65,0%) 0,443 0,505
T 56 (40,0%) 21 (35,0%)

*Valor estatisticamente significativo (P<0,05)
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4.13. Comparacao da expressao de PD-1 nos individuos com genétipo GG e GA

Avaliamos também a expressdo de PD-1 nas células T dos individuos expostos a
silica apresentando os gendtipos PD-1.3G/G e PD-1.3G/A. Para tal, os trabalhadores
expostos com o gendtipo PD-1.3G/G (n=64) e os que apresentaram o gendtipo PD-1.3G/A
(n=6) foram comparados entre si e com os controles que apresentaram o genétipo PD-
1.3G/A (n=6).

A comparacdo entre os genétipos PD-1.3G/G e PD-1.3G/A no grupo exposto
mostrou menor expressdo de PD-1 nas células T CD4 dos individuos com genétipo PD-
1.3G/G (Figura 8), embora esta diferenca nio seja estatisticamente significativa (P>0,05).
Além disso, a comparacdo dos individuos expostos com o genétipo PD-1.3G/A com os
controles apresentando o gendtipo PD-1.3G/A ndo apresentou diferenca significativa na

expressdo de PD-1 nas células T CD4.
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Figura 8. Mediana e valores individuais da porcentagem (%) de expressao de CD279
nas células T CD4 de trabalhadores expostos a silica apresentando o genétipo GG
(n=64) e GA (n=6) e dos controles apresentando o genétipo GA (n=6) na analise do
polimorfismo PD1.3. A comparacdo das medianas ndo mostrou diferenga estatisticamente

significativa (P>0,05).
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4.14. Determinacdo das populacdes de células Natural Killer CD3-
CD16+CD56+

Conforme representado na Figura 9, observamos um aumento significativo no
nimero de células Natural Killer (NK) nos individuos expostos a silica. A mediana de
células NK da populacio exposta e controle foi, respectivamente, 25,30 células/mm’

(Al=15,10-35,6 células/mm°) e 17,60 células/mm’ (Al=12,45-23,35 células/mm°).
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Figura 9. Células NK (CD3-CD16+CD56+) presentes no sangue periférico de
individuos expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais

da porcentagem de células NK CD3-CD16+CD56+ provenientes de individuos expostos a

silica (n=103) e controles (n=33).
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4.15. Determinacdo dos niveis séricos da forma solivel do ligante de Fas
(sFasL)

Conforme demonstrado na Figura 10, o nivel sérico mediano da molécula soluvel de
Fas ligante (sFasL) estd significativamente (P<0,01) aumentado no grupo exposto a silica
comparado ao grupo controle, atingindo niveis 1,4 vezes maiores em relacdo controles
[mediana=0,10 ng/mL, AI 0,05-0,31ng/mL (exposto), mediana=0,07 ng/mL, AI 0,02-

0,09ng/mL (controle)].
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Figura 10. Niveis de Fas ligante solivel (sFasL) no soro de individuos expostos a silica.
Ensaio realizado em triplicata. Os resultados representam a mediana e os valores

individuais da concentracdo sérica em individuos expostos a silica (n=103) e controles

(n=33).
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4.16. Quantificacdo das citocinas no sobrenadante de cultura de células
mononucleares

Os niveis das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-10 e TGF-f produzidos
pelas células mononucleares do sangue periférico de individuos expostos a silica estdo
apresentados na Tabela 4 e Figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17, respectivamente. Nos
verificamos que os individuos expostos apresentaram um aumento significativo (P<0,05)
na produgdo espontinea de IL-1B3, TNF-o, IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-$ em comparagdo ao
grupo controle. Entretanto, ndo observamos altera¢des significativas (*P>0,05) nos niveis
de producdo espontanea de IL-2. Apds estimulacdo com o mitégeno PHA, as citocinas IFN-
Y, IL-1PB, IL-6, IL-10 e TGF-B apresentaram-se significativamente (*P<0,05) aumentadas
em nosso grupo de estudo, atingindo niveis 3, 3, 9 e 4-vezes, respectivamente, maiores que
o grupo controle. Por outro lado, apds estimulo, a IL-2 apresentou-se significativamente
(**P<0,01) diminuida nos trabalhadores expostos a silica, atingindo niveis 1,5 vezes

menores que O0S controles.
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Tabela 4- Producao das citocinas pro e anti-inflamatérias no sobrenadante de cultura

de células mononucleares do sangue periférico.

Citocina Exposto Controle
Espontanea Estimulada Espontanea Estimulada
IFN-y 89,60 * 4108,00* 57,60 1313,0
(57,6-113,1) (2652,8-6017.8) (30,1-74,3) (905,5-4230,6)
TNF-a 29,00% 465,10 18.10 389,70
(23,4-50,5) (302,0-1031,0) (14,2-24,2) (250,4-541,4)
IL-1p 45,60* 177,20% 22.70 58,80
(26,2-277,2) (79,2-414,9) (18,2-23,5) (46,6-79,9)
L2 65,80 291,40%* 46.30 439,30
(46,3-89,6) (191,0-432,6) (39,5-80,9) (372,6-583,1)
IL-6 1064,80%* 7000,00%* 151,40 756,80
(648,53-7000,0) (4291,6-7000,0) (92,8-177,6) (598,0-1414.4)
IL-10 109,91* 1416,80%* 36,13 350,10
(82,8-414.,8) (1126,2-2052,8) (11,67-51,0) (259,4-517,4)
TGF-p 27,49% 40,61* 12,32 19,99
(13,07-61,56) (26,35-105,42) (6,35-21,43) (14,34-32,89)

Os valores sao expressos em picogramas/mL (pg/mL) e representam a mediana dos valores encontrados nos grupos e amplitude

interquartilica;
*P<0,05, significativamente aumentado em relagdo ao grupo controle;

**P<0,05, significativamente diminuido em relagdo ao grupo controle.
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Figura 11. Niveis de IFN-y no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e a amplitude interquartilica da concentracao da referida

citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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Figura 12. Niveis de TNF-a no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida

citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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Figura 13. Niveis de IL1-f no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida
citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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Figura 14. Niveis de IL-2 no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida
citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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Figura 15. Niveis de IL-6 no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida
citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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Figura 16. Niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e os valores individuais da concentragdo da referida
citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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Figura 17. Niveis de TGF-$ no sobrenadante de cultura de células mononucleares
provenientes do sangue periférico de individuos expostos a silica e controles na
auséncia (A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os
resultados representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida

citocina em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=33). PHA=

fitohemaglutinina.
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5. DISCUSSAO

Estudos demonstram que a silica pode agir como adjuvante ativando
inespecificamente a resposta imune. Este € um dos mecanismos pelos quais a silica pode
estar envolvida no desenvolvimento de doengas autoimunes (Parks et al., 1999). O risco de
desenvolvimento de doencas autoimunes do tecido conjuntivo tem sido reportado com
maior freqiiéncia em individuos expostos a silica ou com silicose (Rosenman e Moore-
Fuller, 1999). Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares que resultam em um
aumento na prevaléncia de autoimunidade ainda ndo foram completamente elucidados
(Steenland e Goldsmith, 1995; Cohen Tervaert et al., 1998).

E importante ressaltar que a presenca de silicose nio foi uma condi¢io determinante
para a presen¢a de autoimunidade nos individuos estudados, uma vez que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) entre os individuos expostos com e sem
silicose em todos os parametros avaliados (dados apresentados graficamente no Apéndice
X).

Considerando que para o diagndstico de autoimunidade € importante a confirmacao
de cronicidade nas alteracdes imunoldgicas observadas, realizamos no estudo tematico, ao
qual o presente trabalho estd vinculado, duas avaliacdes com intervalos médios de dois anos
entre elas. Os resultados foram encorajadores ao indicar a confirmacdo de alteracdes
imunotoxicoldgicas observadas na primeira avaliacdo, como também o surgimento destas
alteracdes no decorrer do estudo, fato que reflete um periodo de laténcia entre a exposi¢ao e
a produc¢do da resposta autoimune.

Neste sentido, consideramos importante prosseguir com a avaliacdo da producado de
fator anti-nicleo (FAN) e fator reumatéide (FR) no presente estudo. Cronicidade foi

observada no aumento da producdo de autoanticorpos FAN e FR (Tabela 1), sendo que

107



Autoimunidade em Trabalhadores Expostos a Silica

76% dos casos positivos para FAN e 81% dos casos positivos para FR, observados nas duas
avaliacOes anteriores ao presente estudo, confirmaram os resultados na presente avaliagao.
Estes valores refletem uma incidéncia de FAN e FR em aproximadamente 26% e 13%,
respectivamente, da populacdo exposta (n=103), significativamente superior a incidéncia de
3% e 2%, respectivamente, na populacdo controle (n=98).

E importante ressaltar que, dentre os 130 individuos expostos que participaram da
primeira avaliacdo, 123 compareceram na segunda avaliacdo. Dentre os sete individuos
ausentes, 2 apresentaram agravamento de problemas respiratérios e 3 foram a ébito (por
insuficiéncia respiratoria). Na presente avaliacdo, 103 individuos compareceram. Dentre os
individuos que ndo compareceram, 4 foram a Obito por insuficiéncia respiratdria, 3
apresentaram agravamento de problemas respiratorios e os demais por razdes diversas,
principalmente por dificuldades na convocagdo por mudanga de endereco.

Um aspecto interessante dos nossos estudos foi a auséncia de correlagdo dos niveis
aumentados de autoanticorpos com idade, tempo de exposi¢do e tipo de atividade. Em
relacdo a presenca de silicose, 65 individuos apresentaram silicose, sendo que destes, 52%
(34 casos) ndo apresentaram niveis detectdveis de autoanticorpos. Auséncia de alteracdes
compativeis com silicose foram reportadas em 55 individuos. Destes, 25% (14 casos)
apresentaram niveis detectdveis de autoanticorpos. Estes resultados demonstram que a
presenca de silicose ndo € um fator determinante da presenca de autoimunidade. Além
disso, estes resultados também sugerem que em alguns individuos expostos a silica, o
processo autoimune pode se desenvolver anteriormente as manifestacOes clinicas de
silicose.

Complementando as evidéncias laboratoriais de autoimunidade, avaliamos a

presenca de indicadores de autoimunidade pela aplicacdo de um questiondrio validado para
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a investigacdo de doencas do autoimunes do tecido conjuntivo. Optamos pelo emprego de
tal questiondrio devido a sua boa reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade para a
selecdo de sujeitos com potencial para o desenvolvimento de doengas como artrite
reumatodide, ldpus eritematoso sistémico, esclerodermia, poliomiosite, dermatomiosite e
sindrome de Sjogren. A andlise demonstrou que os individuos expostos a silica (idade
média= 57+11 anos) apresentam muitos dos sintomas indicativos de doencas autoimunes
pesquisados, ao contrdrio dos individuos do grupo controle de mesma faixa etdria (idade
média= 54+10 anos). Tais resultados corroboram achados da literatura que apontam para
um aumento na incidéncia de sinais indicativos de autoimunidade em individuos expostos a
silica, os quais se relacionam ao possivel desenvolvimento de esclerodermia, artrite
reumatdide e ldpus eritematoso sistémico (Sanchez-Roman et al., 1993; Haslam, 1994;
Parks et al., 1999).

Ainda, tendo em vista a maior incidéncia de sintomas relacionados a doengas do
tecido conjuntivo no grupo de individuos expostos a silica, quantificamos os anticorpos
anti-células endoteliais (AECAs), uma vez que a ocorréncia de tais anticorpos tem sido
descrita em diversas doengas deste tipo, incluindo ldpus eritematoso sist€émico e vasculite
sisttmica (Li et al., 1996; Gobel et al., 1996; Damianovich et al., 1996; Cieslik, et al.,
2008). Apesar de estas desordens autoimunes serem distintas, compartilham um grau
varidvel de dano a parede vascular e tal injiria é causada pelos AECAs (Yu et al., 2005).

Diversas evidéncias apontam para o dano ao endotélio causado pelos AECAs. Tais
anticorpos podem se ligar as células endoteliais e exibir uma citotoxicidade celular
dependente de anticorpo, sugerindo que podem contribuir com a injiria aos vasos (Savage
et al., 1991). AECAs também podem ativar as células endoteliais e a expressdo de

moléculas de adesdo e induzir a secrecdo de citocinas e quimiocinas (IL-6, IL-1, IL-8 e
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MCP-1), as quais sdo responsdveis pelo recrutamento de leucdécitos e sua adesao (Del Papa
et al., 1992). Por sua vez, estas citocinas aumentam a capacidade de ligacdo dos AECAs ao
endotélio.

Conforme representado na Figura 1, o nivel sérico médio dos AECAs estd
significativamente (P<0,0001) aumentado no grupo exposto a silica comparado ao grupo
controle, mais uma evidéncia da relacdo entre a exposi¢do ocupacional a silica e o
desenvolvimento de autoimunidade.

Outro aspecto interessante do nosso estudo temdtico foi a observacdao de que no
grupo exposto a silica hd um aumento significativo nos niveis séricos do receptor alfa
solivel para a interleucina(IL)-2 (sIL-2Ra). Tais receptores sdo liberados no sangue pelos
linfécitos T ativados constituindo, portanto, medida da ativacdo imune (Furtado et al.,
2002; Setoguchi et al., 2005). Corroboram nossos resultados estudos da literatura que
demonstram a presenga de niveis elevados desse receptor soluvel em doengas autoimunes
como a artrite reumatdide, esclerodermia (Rose et al., 1994; Heaney e Golde, 1996) e
poliomiosite (Wolf e Baethge, 1990), além de condi¢des inflamatdrias e neoplédsicas (Rose
et al., 1994; Heaney e Golde, 1996).

Considerando a competi¢c@o entre o receptor solivel para IL-2 e o mesmo receptor
para IL-2 presente na superficie dos linfécitos T, avaliamos se os niveis séricos aumentados
deste receptor soluvel interferem na linfoproliferacdo. Proliferacio celular foi medida pela
incorporagdo de timidina radiomarcada em presenca do mitégeno fitohemaglutinina (PHA),
o qual estimula a ativacdo policlonal de linfécitos T (Sanchez et al., 2005). Nossos
resultados demonstram que, embora a resposta proliferativa dos linfécitos no grupo exposto
tenha sido significativamente maior (P<0,001) comparada ao grupo controle (Figura 2), ndo

houve diferenca na resposta proliferativa destes linfécitos, tanto da populagdo exposta
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quanto dos controles, quando cultivados em presenca de soro com niveis elevados de sIL-
2Ra ou soro homologo tipo AB (Figura 2). Estes resultados corroboram estudos na
literatura que demonstram maior porcentagem de células T ativadas em individuos
silicéticos (Subra et al., 2001), paralelamente a uma ativacdo dos macréfagos pela silica
durante a resposta inata (Lapp e Castranova, 1993; Shi et al., 1998). Essa ativacao
linfocitaria pode ser explicada pelo fato de particulas inertes como a silica serem capazes de
ativar inespecificamente os linfécitos atuando como super-antigenos (Ueki et al., 1994).
Sendo assim, os niveis elevados de sIL-2Ra paralelamente ao aumento da linfoproliferacao
refletem um estado de ativagdo imune nos individuos expostos a silica.

Apesar do aumento na resposta linfoproliferativa na populagdo exposta, observamos
nestes individuos uma reducdo significativa (P<0,001) no nimero absoluto de linfocitos,
comparado com a populacdo controle. Estes achados corroboram estudo na literatura com
individuos silicéticos onde 48 dos 53 individuos estudados apresentaram linfopenia (Subra
et al., 2001) e outros estudos que demonstram o importante papel da linfopenia no
desenvolvimento de doengas autoimunes (King et al., 2004), tais como artrite reumatéide,
ldpus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren (D1 Sabatino et al., 2001).

As células T regulatorias (Trecs) s@o de grande importancia no controle das
diferentes condi¢Oes autoimunes. Estas células representam 5 a 10% do total das células
CD4+ no sangue periférico, sdo representadas pelo fendtipo CD4+CD25+FoxP3+ e estdo
comprometidas com a inibi¢do da ativacdo e expansdo de linfdcitos auto-reativos frente a
auto-antigenos e antigenos exdgenos (Baecher-Allan et al., 2001; Sakaguchi et al., 2001;
Sakaguchi, 2004; Cruvinel et al., 2008). A expressdao do fator de transcricio FoxP3 ¢é
responsavel pela regulacdo da fungdo destas células (Hori et al., 2003; Sugimoto et al.,

2006; Lima, 2006; Floess et al., 2007). Tais células caracterizam-se ainda pela expressao de
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altos niveis de intensidade do receptor para IL-2 (CD25), o qual € indispensdvel para a
geracdo e manutenc¢do destas células no organismo (D1 Sabatino et al., 2001).

Nossos resultados demonstram ndo haver diferengas entre o ndmero de células
Trecs encontradas no grupo de individuos expostos e grupo controle (Figura 3). Estes
achados estdo de acordo com resultados da literatura que demonstram ndmeros normais
destas células em pacientes com artrite reumatéide (Cruvinel et al., 2008), diabetes tipo |
(Lindley et al., 2005) e individuos silicéticos (Wu et al., 2006). Por outro lado, avalia¢des
da expressao do marcador CTLA-4 (CD152) e do receptor de morte celular PD-1 (CD279),
fundamentais na manutencdo da tolerancia periférica, demonstraram reducdo significativa
(P<0,01) na expressdo de CTLA-4 nas células T CD4+, em relacdo ao grupo controle
(Figura 4). Por sua vez, a expressdao desta molécula ndo estava alterada nos linfécitos T
CD8+ (Figura 5). Da mesma forma, conforme ilustrado nas Figuras 6 e 7, diminui¢do
estatisticamente significativa da expressdo do marcador PD-1 foi observada tanto nas
células T CD4 quanto nas células T CD8 (P<0,0001).

A molécula CTLA-4 € capaz de emitir sinal inibitério as células T ativadas para que
a resposta proliferativa ao antigeno seja efetivamente interrompida (Lu et al., 1994;
Thompson e Allison, 1997). Sendo assim, a diminui¢ao da expressdao do marcador CTLA-4
nos linfécitos T CD4+ dos individuos expostos pode contribuir para o aparecimento de
doencas autoimunes mediadas por linfécitos T (Dornmair et al., 2003). A expressao normal
de CTLA-4 nas células T CD8+, pode estar relacionada a uma maior ativacao das células T
CD8+. Este aspecto, relacionado ao aumento no nimero de células T CD8+ e redugdo de
células T CD4+ nos individuos expostos a silica, observado em nosso estudo temitico,
pode contribuir para a maior incidéncia de manifestacdes autoimunes observada no grupo

exposto. Nos dltimos anos, a atuag@o das células T CD8+ como células auto-reativas vem
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recebendo atencdo crescente. No diabetes tipo I foi demonstrado que a destruicdo das
células beta (produtoras de insulina) deve-se principalmente a atuacdo dos linfécitos T
CD8+. Recentemente foi descrito o possivel papel dos linfécitos T CD8+ como iniciadores
da desmielinizagdo na esclerose multipla e no modelo experimental da encefalomielite
autoimune (Brisebois et al., 20006).

CTLA-4 ndo € a tnica molécula que manda um sinal inibitério; PD-1 € a segunda
molécula regulatéria na ativagdo das células T. O PD-1 é conhecido como um receptor
induzido nas células T ativadas e envolvido na morte celular programada (Ishida et al.,
1992). A ligacdo do PD-1 ao seu receptor PD-L promove os sinais inibitorios necessarios
para a manuten¢do da tolerancia imunoldgica e conseqiiente prevencdo de autoimunidade.
As interacdes entre PD e PD-L sdo importantes no controle tanto da fase inicial da ativacao
e expansao da populacdo de células T auto-reativas, quanto das funcdes efetoras das células
T auto-reativas e injuria aos orgaos-alvo. Assim sendo, as interagdes entre PD-1-PD-L1 sdo
necessdrias tanto para a indug¢do quanto para a manutencdo da tolerancia das células T
CD4+ periféricas (Sharpe et al., 2007). Estudos envolvendo humanos com doencgas
autoimunes sugerem funcdes regulatorias importantes para o PD-1 e seus ligantes. Auto-
anticorpos anti-PD-L1 foram encontrados em pacientes com artrite reumatoide (Dong et al.,
2003), sugerindo assim que o bloqueio da ligacdo PD-1-PD-L1 pelos auto-anticorpos pode
contribuir para o desenvolvimento de doenca autoimune. Estes resultados indicam que a
diminui¢do da expressdo dos marcadores CTLA-4 nos linfécitos T CD4+ e PD-1 tanto nos
linfécitos T CD4+ quanto nos T CD8+ podem constituir mais um dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento de autoimunidade nos individuos expostos a silica.

Dando prosseguimento ao nosso estudo, investigamos a presenca de polimorfismos

nos genes regulatérios CTLA-4 e PDCDI1 que devem estar relacionados a diminui¢do da
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expressdao de CTLA-4 na superficie das células T CD4+ e de PD-1 na superficie das células
T CD4+ e CD8+.

Em relacdo ao CTLA-4, gene que codifica a molécula de CTLA-4, certos
polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) tém sido ligados a diversas doencas
autoimunes. Tais polimorfismos t€m mostrado reduzir a expressdao da funcdo inibitéria do
CTLA-4 (Kouki et al., 2000; Karabon et al., 2009). No caso do PDCDI, o gene que
codifica o PD-1, diversos polimorfismos de tinico nucleotideo (SNPs) t€ém sido descritos e
dois destes, PD-1.3 e PD-1.5, tém sido associados com doenc¢a autoimune (Prokunina et al.,
2002; Lin et al., 2004; Newby et al., 2007).

Sendo assim, comparamos a freqiiéncia de 2 polimorfismos de unico nucleotideo
(SNPs) no gene CTLA-4: CTLA-4+49A/G e CTLA-4-318C/T e 2 SNPs no gene PDCD1:
PD-1.3 (+7146G/A) e PD-1.5 (+7785C/T) entre os individuos expostos a silica e controles
nao-expostos.

Conforme apresentado na Tabela 2, em relacdo aos SNPs CTLA-4+49A/G e CTLA-
4-318C/T, ndao encontramos diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) entre o
gendtipo e a freqii€ncia dos alelos no grupo exposto a silica comparado ao grupo controle.
Da mesma forma, ndo encontramos relacao entre a diminui¢do da expressao da molécula
CTLA-4 na superficie das células T CD4+ e polimorfismos no gene CTLA-4 (P>0,05,
dados nao apresentados).

No que diz respeito ao estudo dos polimorfismos no gene PDCDI, podemos
observar na Tabela 3 que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre o genétipo e a
freqiiéncia alélica do SNP PD-1.5 entre os individuos expostos e controles. No entanto, em
relacdo ao SNP PD-1.3, observamos que a freqiiéncia do alelo A foi significativamente

N

maior (13,3%) nos controles, comparado com 4,3 % nos individuos expostos a silica
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(P<0,05). Além disso, o gendtipo homozigoto AA foi encontrado apenas no grupo controle
(3,3%). A menor freqiiéncia do alelo A no grupo exposto pode estar associada a menor
expressdo do receptor PD-1 na superficie das células T CD4+ e CD8+.

Resultados contraditérios sdo encontrados na literatura em relagcdo a freqiiéncia do
alelo A e aparecimento de autoimunidade. Enquanto que em estudo observou freqiiéncia
reduzida do alelo A em pacientes com ldpus eritematoso sist€émico (Ferreiros-Vidal et al.,
2004), outros demonstraram associa¢do entre a maior freqiiéncia do alelo A e ldpus
eritematoso sistémico (Prokunina et al., 2002; Sanghera et al., 2004), artrite reumatdide
(Prokunina et al., 2004), diabetes tipo 1(Nielsen et al., 2003) e esclerose multipla (Kroner et
al., 2005).

Um aspecto que pode conciliar estas diferencas relaciona-se as diferengas
populacionais quanto aos haplotipos deste gene, dai a importincia de considerar a
heterogeneidade genética pela influéncia que exerce sobre a freqii€ncia alélica.

Tendo em vista a ocorréncia de polimorfismos no locus PD1.3 do gene PDCDI,
comparamos a expressdo de PD-1 nas células T de individuos expostos apresentando
genétipo PD-1.3G/G com a expressdo de PD-1 nas células T de individuos com genétipo
PD-1.3G/A para verificar se essa diferenca genotipica poderia influenciar a expressdo do
PD-1 na superficie celular. Observamos, embora ndo estatisticamente significativa, uma
menor expressao de PD-1 nas células T CD4 dos individuos de genétipo PD-1.3G/G
(Figura 8). Além disso, comparando-se os individuos expostos de genétipo PD-1.3G/A com
os controles PD-1.3G/A observamos que ndo houve uma diferenca significativa na
expressdo de PD-1 nas células T CD4. Desta forma, nossos achados sugerem que os

individuos expostos apresentando o gendtipo PD-1.3G/G expressam menos PD-1 nas
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células T CD4. Porém devemos ser cautelosos ao afirmar isto devido ao reduzido nimero
de individuos de genétipo PD-1.3 G/A (n=6).

Em relacdo a expressdao de PD-1 nas células T CD8 dos trabalhadores expostos a
silica e controles portadores do genétipo PD-1.3G/A ou PD-1.3G/G, ndo observamos
diferenga na expressdo de PD-1, da mesma forma que ndo encontramos diferenca na
expressdo de PD-1 nas células T CD4 e CD8 de individuos expostos e controles de
genétipo PD-1.5C/C, PD-1.5C/T ou PD-1.5T/T (P>0,05, dados ndo apresentados).

Outros indicadores da presenca de autoimunidade em individuos expostos a silica
foram estudados. Observamos na populacdo exposta um aumento significativo (P<0,01) das
células Natural killer ‘NK’ (CD3-CD16+CD56+) (Figura 9). Esses achados sdo relevantes,
tendo em vista a importancia das células NK tanto na promog¢ao do dano tissular na silicose
(Oberdorster, 1994), como na evolucdo da resposta imune adquirida e inducdo de
autoimunidade (Shi e Van Kaer, 2006; Perricone et al., 2008). Da mesma forma que
observado anteriormente em nosso estudo tematico, observamos aumentos significativos na
populacdo de células NK (CD16 e CD56). Nossos resultados corroboram estudo da
literatura que demonstra aumento no nimero de células NK em trabalhadores expostos ao
asbestos (Froom et al., 2000), um silicato mineral de comportamento semelhante a silica.
Embora os mecanismos de proliferacdo das células NK ndo estejam completamente
elucidados, a sintese das citocinas (IL-12, IL-1, IL-6, TNF-a) pelos macréfagos e/ou
células dendriticas, ativados pela silica ou pela resposta inflamatéria resultante da
exposicao, pode explicar o aumento no nimero dessas células.

Avaliamos ainda os niveis séricos da proteina Fas, uma vez que a apoptose mediada
pelo mecanismo Fas-FasL. € um processo fundamental na eliminacdo de células T auto-

reativas. Portanto, anormalidades no Fas e em moléculas relacionadas como o seu ligante
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(FasL) tém papel crucial na indugdo de autoimunidade, sendo que tais anormalidades tém
sido observadas em doencas autoimunes idiopdticas como ldpus eritematoso sistémico e
artrite reumatdide (Nagata e Golstein, 1995; Hasunuma et al., 1997; Nagata, 1997; Nozawa
et al., 1997).

A molécula FasL € expressa nas células T ativadas e células NK (Arase et al., 1995;
Tanaka et al., 1996), e sua forma soldivel (sFasL), a qual € clivada por uma metalo-
proteinase (Kayagaki et al., 1995; Tanaka et al., 1995), estd elevada no soro de individuos
com sindrome de Sjoegren e artrite reumatdide (Nozawa et al., 1997). Assim sendo,
acredita-se que a molécula FasL esteja envolvida na patogénese das doencas autoimunes
(De Maria e Testi, 1998; Suzuki et al., 1998; Stassi et al., 1999), especialmente quando as
concentracdes de sFasL estdo elevadas no soro e liquido sinovial de pacientes com artrite
reumatdide severa comparado aos controles normais (Nozawa et al., 1997; Hashimoto et
al., 1998).

A fim de determinar o papel do sistema Fas/FasL nas anormalidades imunoldgicas
induzidas pela silica, nds investigamos os niveis séricos de sFasL. Nossos resultados
(Figura 10) corroboram estudos demonstrando anormalidades no sistema Fas/FasL. em
individuos expostos a silica (Tomokuni et al., 1997) ao demonstrar um aumento nos niveis
de sFasL na populacao exposta (P<0,01).

Além disso, evidéncias apontam para o envolvimento da produ¢do desregulada de
citocinas na patogénese das doencas autoimunes (Hoyer et al., 2009), conforme estudos que
demonstraram anormalidades na produc¢do de diversas citocinas pelos linfécitos e
mondcitos de pacientes com diferentes doencas autoimunes (Cavallo et al., 1994). Com

base no exposto, outro parametro importante avaliado neste estudo consistiu na
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quantificacdo das principais citocinas envolvidas no processo autoimune, como as citocinas
pré-inflamatoérias: IL-103, IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-6 e anti-inflamatoérias: IL-10 e TGF-p.

Em relacdo as citocinas pré-inflamatdrias, observamos um aumento significativo
(P<0,05) na produgdo espontanea de IFN-y, TNF-qa, IL-1B, IL-6 e no sobrenadante das
culturas das células mononucleares (Figuras 11A, 12A, 13A e 15A, respectivamente). Da
mesma forma, apos estimulo com o mitégeno PHA, as mesmas citocinas, com excecio do
TNF-a, encontraram-se significativamente (P<0,05) aumentadas em nosso grupo de estudo
em comparagao aos controles (Figuras 11B, 13B e 15B). Os estudos que relatam a atividade
estimulante da silica em macréfagos pela producdo de citocinas pré-inflamatdrias como IL-
1 e TNF-a corroboram nossos achados (Driscoll et al., 1997; Davis et al., 1998).

Além disso, apds o aumento da produgdo de citocinas por macréfagos ativados pela
silica, hd um aumento na resposta inflamatdria e estimulo de outras células como as células
T helper (Th) (revisado por Parks et al., 1999), sugerindo assim uma ativagdo imunolégica
mais ampla a silica. Nossos resultados demonstram isso claramente ao mostrar a
capacidade das células mononucleares de individuos expostos a silica produzir citocinas
pré-inflamatérias (Thl).

Tais citocinas, no entanto, estdo envolvidas na iniciagdo e propagacdo da artrite
reumatdide e outras doengas mediadas pelas citocinas Thl como a esclerose multipla e
diabetes mellitus insulino-dependente. Como exemplo, podemos citar o papel critico
desempenhado pelo TNF-a e IL-1p no desenvolvimento da artrite reumatéide (revisado por
Kim e Moudgil, 2008), a correlacdo positiva entre a producdao de IFN-y pelas células
mononucleares em pacientes com LES e a atividade da doenca (Viallard et al., 1999) e os
niveis aumentados de IL-6 no plasma de pacientes com nefrite lipica (Tesar et al., 1998),

bem como seu envolvimento no desenvolvimento do LE cutaneo (Nurnberg et al., 1995).
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Dentre as citocinas pré-inflamatérias estudadas, a IL-2 foi a dnica que nao foi
detectada em niveis elevados no grupo exposto a silica, pelo contrdrio, observamos niveis
significativamente diminuidos (P<0,01) desta citocina nos individuos expostos em
comparacdo aos controles apds estimulo com PHA (Figura 14B). As quantidades
diminuidas de IL-2 detectadas apds estimulagdo com mitégeno pode ser explicada por uma

~ 9

“exaustdao” da habilidade de secrecdo de IL-2 devido a uma hiperatividade das células
produtoras de IL-2 in vivo, conforme proposto por Cavallo et al. (1994). Outra explicacao
plausivel para tal diminuicao seria a producao excessiva de receptores alfa soltiveis para IL-
2 (CD25) observada em nosso estudo tematico, pois tais receptores se ligam a IL-2 inibindo
sua disponibilidade e atividade bioldgica.

A promocgdo da tolerancia periférica € um das principais fungdes in vivo da IL-2
(O"Shea et al., 2002) e, portanto, a diminui¢do dos niveis desta citocina nos individuos
expostos pode ser um dos fatores envolvidos na ruptura da tolerdncia imunoldgica que leva
a autoimunidade nestes individuos. Neste sentido, corroborando nossos achados, Linker-
Israeli e colaboradores (1980) observaram uma liberacdo diminuida de IL-2 pelas células
mononucleares de pacientes com ldpus apds estimulacdo com mitégeno.

A producdo das citocinas antiinflamatorias IL-10 e TGF-p também foi avaliada em
nosso estudo, uma vez que tais citocinas imunossupressoras estao envolvidas na fungdo das
células T regulatérias. Verificamos um aumento significativo (P<0,001) na producio destas
citocinas pelas células mononucleares dos individuos expostos a silica (Figuras 16 e 17,
respectivamente). Tais moléculas desempenham importantes fun¢des imunorregulatdrias
atuando no controle das respostas mediadas pelas citocinas pré-inflamatorias (Opal e De
Paolo, 2000). A IL-10 é a mais importante dentre as citocinas com atividade

antiinflamatéria envolvida na resposta imune em humanos (Opal e De Paolo, 2000) e
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também € conhecida pela promog¢do da resposta imune do tipo Th2 pelos linfécitos através
do estimulo a producdo de anticorpos pelas células B (Snapper e Mond, 1993). Sendo
assim, paralelamente a tentativa de conter a resposta pré-inflamatéria promovida pelas
particulas de silica, o aumento desta citocina pode ocasionar uma hiperatividade das células
B explicando, portanto, os niveis elevados de autoanticorpos encontrado em nosso estudo e
as doencas mediadas por autoanticorpos observadas em trabalhadores expostos a silica,
destacando-se o lipus eritematoso sistémico (LES) (revisado por Parks et al., 1999). Neste
sentido, estudos demonstram que a IL-10 exerce um papel importante na patogénese do
LES, uma vez que observaram uma correlacdo positiva entre titulos elevados de IL-10 e a
atividade da doenca em pacientes com LES (Houssiau et al., 1995; Huang e Chen, 2000).
Outra evidéncia do envolvimento desta citocina com o LES é demonstrada por Lacki e
colaboradores (1997), os quais observaram concentracdes séricas elevadas de IL-10 em
pacientes com LES em comparacdo aos controles. Apesar de apresentar uma atividade
inibitéria menos potente que a IL-10, o TGF-  é um importante regulador da proliferacdo
celular, diferenciacdo e formacao da matriz extracelular. Ele age suprimindo a proliferacdo
das células B e T e limita a producdo de IL-2, IFN-y e TNF assim como a IL-10 (Litterio e
Roberts, 1997). Entretanto, estd envolvido na fibroproliferacio que acontece nos pulmdes
em decorréncia da exposi¢do a diversos agentes nocivos (Santana et al., 1995) como a
silica. Neste sentido, foi demonstrado que o TGF-3 favorece o desenvolvimento de fibrose
e formagdo dos nddulos silicéticos em individuos expostos a silica (Wahl et al., 1989). Tal
atividade se deve ao fato deste mediador agir de forma discrepante, apresentando uma agao
imunoestimulante nos tecidos e atividade imunossupressora na circulagcdo sistémica (Opal e
De Paolo, 2000). Desta forma, o aumento do TGF-f3 observado em nosso estudo, pode estar

relacionado a uma tentativa de o organismo conter a rea¢do pro-inflamatéria, mas que pode
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promover injdria ao tecido pulmonar favorecendo a fibrose pulmonar caracteristica da
silicose.

Independente dos mecanismos envolvidos, nossos achados indicam efeitos
estimulantes no sistema imune mediados pela silica que podem resultar na quebra da
tolerancia imune. Desta forma, nossos resultados podem contribuir para o desenvolvimento

de estratégias de preven¢do de autoimunidade em trabalhadores expostos a silica.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados apresentam evidéncias consistentes de alteracdes compativeis
com autoimunidade nos individuos expostos a silica, comparado com a populac¢do controle,

tais como:

e Ativacdo da resposta imune humoral verificada pelo aumento nos niveis de
autoanticorpos (FAN, FR e AECAs);

e Ativacdo da resposta imune celular pelo aumento da resposta proliferativa de células
mononucleares do sangue periférico, dos niveis séricos de sFasL, do nimero de
células NK e pela alteracao dos niveis de IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-10 e
TGF-f;

e Alteracdes funcionais nos linfécitos T pela menor expressdao de CTLA-4 e PD-1;

e Influéncia genética na expressdo do receptor PD-1 pela menor expressdo deste
receptor na superficie das células T CD4+ em individuos expostos com gendtipo
GG no estudo do polimorfismo PD1.3;

e A presenga de silicose ndo é um fator determinante da presenca de autoimunidade e

a autoimunidade pode ocorrer anteriormente as manifestagcoes clinicas de silicose.
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L-IDENTIFICACAO:

PROJETO:  “ALTERACOES IMUNOTOXICOLOGICAS E  ESTRESSE
OXIDATIVO DE ERITROCITOS E NEUTROFILOS EM TRABALHADORES
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PESQUISADOR RESPONSAVEL: Mary L. S. Queiroz

INSTITUICAO: Departamento de Farmacologia/Hemocentro/F CM/UNICAMP
APRESENTACAQ AO CEP: 14/08/2000

1l - OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivo investigar as alteragbes imunotoxicologicas da
silica sobre a resposta imunoldgica humoral e celular através das dosagens de
imunoglobulinas (IgA, IgG, IgE, IgM) e interleucinas (IL-2, IL-2Rs, IL-4, 1L-10, IL-12,
IFN-y ¢ TNF-¢t). Também serd realizada a pesquisa de auto-anticorpos (fator anti-nuclear,
anticorpo anti-DNA, anticorpo anti-fosfolipide e presenga do fator reumatdide) e a
determinagdio de linfocitos T e B, células NK, marcadores celulares CD25 ¢ HLA-DR
(citometria de fluxo), no sangue periférico de trabalhadores expostos a silica. Além disso,
serdo avaliados os efeitos da silica sobre o estresse oxidativo nos eritrocitos de pacientes
com silicose pulmonar, mediante dosagem das enzimas catalase, superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e glutationa dismutase. Sera também estudada a peroxidagdo lipidica
da membrana das células eritréides e verificadas as possiveis alteragdes na capacidade
funcional das células polimorfonucleares através da produgdo do radical superoxido nesses
pacientes expostos a silica. :

111 - SUMARIO

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, nio-intervencionista, em que
serio estudados 100 pacientes expostos 4 silica. Para os experimentos, que serio realizados
“in vitro”, sera utilizado o sangue periférico de trabalhadores expostos a silica. Quanto aos
aspectos éticos, estdo contemplados na proposta clara e objetiva de tdo somente realizar a
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coleta de 50ml de sangue periférico e/ou 50 ml de urina dos pacientes recrutados e
controles, sem intervengdes terapéuticas de nenhuma espécie no presente estudo.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto encontra-se em cenformidade com as resolucdes acima. Trata-se de
estudo prospectivo, de cardter investigativo diagnostico e fisiopatologico, de risco minimo
para os pacientes. O protocolo é bem estruturado € ha critérios claros de inclusio €
exclusio. O projeto ¢ de grande relevancia clinica e cientifica, ¢ pode haver beneficios
diretos para os participantes ¢ outros com doenga semelhante na busca de alternativas
eficientes para prevenir as doengas causadas pela exposigio. Ha um  Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido a ser obtido dos pacientes que irdo participar do estudo
e outro destinado exclusivamente aos controles ndo expostos 4 silica. O presente projeto
obedece as normas da resolucdo CNS-MS — 196/96 e complementares.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apds acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o
presente caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ 251/97, bem
como ter aprovado os termos do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os
anexos incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa
supracitado.

VI - DATA DA REUNIAO

Homologado na VIII Reunido Ordindria do CEP em 12 de setembro de 2000.
Parecer retificado “ad referendum” em 30 de abril de 2002.

rof. Dr. Sebastiio Araijo
PRESID E do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
3 FCM / UNICAMP
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Anexo 11
TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMACAO PARA O GRUPO
VOLUNTARIO/CONTROLE
“ESTUDO DE PARAMETROS IMUNOTOXICOLOGICOS EM
TRABALHADORES EXPOSTOS A SILICA”
Nome do voluntéario:
Idade: RG:
Endereco:

Nome do responsdvel legal (se voluntdrio menor):
Idade: RG:

Grau de parentesco: Prova documental:
Endereco:

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente de um estudo sobre a
imunotoxicidade da silica em trabalhadores expostos.

Estou ciente que para participar deste estudo serei submetido a coleta de até S0mL
de sangue e/ou 50 mL de urina.

Fui informado que ndo serd administrado nenhum medicamento em meu organismo
em decorréncia desta pesquisa.

Fui informado que serei beneficiado com esse estudo na busca de alternativas
eficientes para prevenir as doengas causadas pela exposicao.

Sei que posso sair do estudo a qualquer momento. Sei ainda que meus dados
pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador.

Se tiver duvidas sobre o exame, poderei procurar a pesquisadora responsavel: Profa.
Dra. Mary Luci de Souza Queiroz no Departamento de Farmacologia/Hemocentro da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, telefone (19) 3521-8752.

Poderei ainda entrar em contato com a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
para alguma reclamacdo pelo telefone (19) 3521-8936.

Eu li/ouvi o contetdo deste termo, e recebi esclarecimentos sobre minhas duvidas
oralmente.

Campinas, / de 2009.

Assinatura do voluntario Assinatura do responsavel legal

Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz
Departamento de Farmacologia e Hemocentro-FCM/UNICAMP
Pesquisadora responsdvel
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Anexo II1
TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMACAO PARA O GRUPO DE
PACIENTES
“ESTUDO DE PARAMETROS IMUNOTOXICOLOGICOS EM
TRABALHADORES EXPOSTOS A SILICA”

Nome do paciente:
Idade: RG:
Endereco:

Nome do responsdvel legal (se paciente menor):
Idade: RG:

Grau de parentesco: Prova documental:
Endereco:

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente de um estudo sobre a
imunotoxicidade da silica em trabalhadores expostos.

Estou ciente que para participar deste estudo serei submetido a coleta de até S0mL
de sangue e/ou 50 mL de urina.

Fui informado que nao serd administrado nenhum medicamento em meu organismo
em decorréncia desta pesquisa e que o meu tratamento nao serd prejudicado.

Fui informado que serei beneficiado com esse estudo na busca de alternativas
eficientes para prevenir as doencas causadas pela exposicao. Fui informado que terei acesso
ao resultado da andlise realizada.

Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isso ndo vai prejudicar meu
tratamento na Unicamp. Sei ainda que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo
pesquisador.

Se tiver duvidas sobre o exame, poderei procurar a pesquisadora responsavel: Profa.
Dra. Mary Luci de Souza Queiroz no Departamento de Farmacologia/Hemocentro da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, telefone (19) 3521-8752.

Poderei ainda entrar em contato com a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
para alguma reclamacdo pelo telefone (19) 3521-8936.

Eu li/ouvi o contetdo deste termo, e recebi esclarecimentos sobre minhas duvidas
oralmente.

Campinas, / de 2009.

Assinatura do paciente Assinatura do responsavel legal
Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz

Departamento de Farmacologia e Hemocentro-FCM/UNICAMP
Pesquisadora responsédvel
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Apéndice 1
Apresenta a positividade ou negatividade para as
doencas autoimunes pesquisadas no questionario

aplicado aos individuos expostos.

- :Negativo

+ :Positivo
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Lapus Poliomiosite Sindrome
Atrite
Iniciais Sexo eritematoso  Esclerodermia ou de
reumatoide
sistémico dermatomiosite  Sjoegren

Al

ARS B B B + )

AJC

AMP

AAM

AB

ABA

ABS

ACG

AJS

AJP

AAG

BML

CBABF

CAM

ECV

EAHC

FCM

GPS

HMS

HFA

IFDS

IMN

JFCS

JJS

I I T = e I = I B B T I B = I = = I = = B = B~ <

JRA
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Lapus Poliomiosite Sindrome
Atrite
Iniciais Sexo eritematoso  Esclerodermia ou de
reumatoide
sistémico dermatomiosite  Sjoegren

JGO - + - + -

- - - - +

JI

JVS - - + + +

JAGM

LHO

LVOC

MELS

MBC

MDS

OBF

RCR

SCO

AP

BCP

BPT

BPM

BRC

CEA

DMBV

DDS

DCI

MF

MLMM

MJLC

LFF

MCZC

I | = - I e I I = = B = = B = = B B T T - I = - =

MSS
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Lapus Poliomiosite Sindrome
Atrite
Iniciais Sexo eritematoso  Esclerodermia ou de
reumatoide
sistémico dermatomiosite  Sjoegren

JAP

JGC

JFO

JJA

JCBA

DLGS

DSP

HBN

EFC

FCC

MR

PSNS

PSN

MBP

DAS

DTS

PR

JCS

SM

VD

TFC

SS

SG

WF

SRPN

PF

S I I I I = O = = = I = = I = B~ - = B~ < = B~ - = B~ - =

SE
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Lapus Poliomiosite Sindrome
Atrite
Iniciais Sexo eritematoso  Esclerodermia ou de
reumatoide
sistémico dermatomiosite  Sjoegren

OBF

ovpP - - - - +

OAS

AAB

ALS

ASS

MIAT

SAL

WSS

JCO

ET

STGR

JP

oT

TIB

AIS

AAC

LOL

APS

MJCM

JFS

CFS

I I - T B R B B = B = e B I = I B = <

ACV

Total 12 14 12 24 14

158



Apéndice 11

Apresenta os valores numéricos apresentados pelos

individuos expostos a silica para o teste de Fator

Anti-Nucleo (FAN).

Resultados em vermelho-Positivo a partir da primeira avaliagao
Resultados em rosa-Positivo a partir da segunda avaliacao
Resultados em azul-Positivo na terceira avaliagao

NC-N3o compareceu
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Exame: Fator anti-nacleo-FAN

N° | PACIENTES 1* Avaliacao 2" Avaliacao 3" Avaliaciao
001 ASS - -
002 Al - -
003 AC - -
004 A DI 1/80 NC
005 ACV - NC
006 ARS - -
007 AAB - -
008 AAC - -
009 AJC 1/320 Nao confirmou
010 AMP - -
011 AAF Obito Obito
012 AAM 1/80 1/320
013 AB - -
014 ABA 1/640 1/640
015 ABS 1/80 1/160
016 ACG 1/160 1/160
017 AD - NC
018 AlS - -
019 AJS - -
020 AJP 1/320 1/320
021 APS NC -
022 ALS - -
023 AAG - -
024 AP - -
025 BCP - -
026 BA Obito Obito
027 BML 1/80 1/160
028 BPT - -
029 BPM - -
030 BRC - -
031 BRS - NC
032 CP - NC
033 CEA - -
034 CFS - -
035 CBABF 1/80 Nio confirmou
036 CMR - NC
037 CSR - NC
038 CAM 1/80 1/80
039 DSBB - NC
040 DMBYV - -
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041 DTS - ] -
042 DDS _ - -
043 D Cl _ - -
044 DSP ] ] -
045 DAS 1/80 Nio confirmou -
046 DLGS _ - -
047 ET i _ -
048 ECV 1/640 1/640 1/640
049 EAH C 1/160 1/80 1/160
050 EFC _ - -
051 ER ] - NC
052 FCC _ - -
053 FCM 1/160 1/160 1/320
054 GO 1/160 1/640 NC
055 GPS 1/320 1/640 1/640
056 HMS _ - -
057 HPS ] ] Obito
058 HBN i _ -
059 HZ - - Obito
060 HF A 1/320 1/640 1/640
061 IFDS 1/160 1/320 1/160
062 I K i - NC
063 | MN 1/160 1/320 1/640
064 JCO _ - -
065 JCP - Obito Obito
066 JFCS - - -
067 JJS 1/280 1/640 1/640
068 JNS i - NC
069 JRA 1/160 N3ao confirmou -
070 JGO 1/1280 1/640 1/640
071 JGC _ - -
072 JAP - _ -
073 JCB ] _ Obito
074 JCBA _ - -
075 JCS - - -
076 JP - _ -
077 JDF - NC NC
078 JFS - 1/640 1/640
079 JFO _ -
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080 J 1 - - 1/80
081 JJA - -

082 | JLRT - - NC
083 JSA - - NC
084 JTG 1/1280 1/1280 Obito
085 JVS 1/1280 1/320 1/320
086 JAGM 1/80 1/320 1/160
087 LOL - - -
088 LFF - - -
089 LHO - 1/160 Nio confirmou
090 LVOC Volume de sangue insuficiente -
091 MBP - - -
092 MCZC - NC -
093 MLMM - - -
094 MELS - - -
095 MIAT - - -
096 MJCM - - -
097 MJLC 1/1280 1/1280 1/640
098 MBC - 1/160 1/640
099 MO D - - NC
100 MF L - NC NC
101 MSS - - -
102 MR - - -
103 MF - - -
104 MDS 1/160 1/80 1/320
105 OoT - - -
106 OBF 1/280 1/80 1/160
107 OAS - - -
108 OBF - - -
109 OVP 1/1280 1/640 1/320
110 PF - - -
111 PR - - -
112 PSNS - - -
113 PSN 1/160 1/160 1/320
114 RCR 1/160 1/80 1/80
115 SM - - -
116 SCO - - -
117 SE 1/80 Nio confirmou -
118 SPS 1/1280 1/1280 NC
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119 SG - -
120 SM 1/80 NC
121 SRPN - -
122 SS i B
123 SAL - -
124 STGR - -
125 TIB - -
126 TFC - _
127 VD - -
128 WF - B
129 WSS - -
130 WAZ - NC
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Apéndice 111
Apresenta os valores numéricos apresentados pelos

individuos expostos a silica para o teste de Fator

Reumatoide (FR).

Resultados em vermelho-Positivo a partir da primeira avaliacdao

NC-Nao compareceu
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EXAME: Fator Reumatoéide (FR)

17 Avaliacao

2% Avaliacao

3" Avaliacao

N |PACIENTES |\ c15UUmL | Até15UUmL | Até 15 Ul/mL
001 ASS i - .
002 Al i - .
003 AC i 37.6 NC
004 A DI 37.70 258 NC
005 ACV i - -
006 ARS i - -
007 AAB i - -
008 AAC i - -
009 AJC i - -
010 | AMP i - -
011 AAF - Obito Obito
012 | AAM i - -
013 AB - 35,7 Nao confirmou
014 ABA i - -
015 ABS i i i
016 | ACG i - -
017 AD i - NC
018 AlS i - -
019 AJS i - -
020 AJP 36,50 27.9 182
021 APS 86,60 NC 60,9
022 ALS i - -
023 | AAG i - -
024 AP i - -
025 BCP i i i
026 BA - Obito Obito
027 BML 41,40 20,5 17,7
028 BPT i - -
029 BPM i - -
030 BRC i - -
031 BRS i - NC
032 CP i - NC
033 CEA i - B
034 CFS i - -
035 | CBABF i - -
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036 CMR - - NC
037 CSR - - NC
038 CAM - - -
039 DSBB 18,00 20,5 NC
040 DMBYV - - -
041 DTS - - -
042 DDS - - -
043 D ClI - - -
044 DSP ] - -
045 DAS - - -
046 DLGS - - -
047 ET _ - -
048 ECV - - -
049 EAH C - - -
050 EFC - - -
051 ER - - NC
052 FCC - - -
053 FCM - - -
054 GO - - NC
055 GPS - - -
056 HMS 148,00 163,0 206,00
057 HPS - - Obito
058 HBN _ - -
059 HZz - - Obito
060 HF A 28,40 109,0 165,00
061 IFDS - - -
062 | K - - NC
063 IMN _ - -
064 JCO - - -
065 JCP - Obito Obito
066 JFCS 24,70 20,00 21,4
067 JJS 207,00 236,0 240,00
068 JNS - - NC
069 JRA - - -
070 JGO 31,00 234,0 148,00
071 JGC - - -
072 JAP - - -
073 JCB - - Obito
074 JCBA - - -
075 JCS - - -
076 JP - - -
077 JDF 17,00 NC NC
078 JFS - - -
079 JFO - - -
080 J1 - 21,3 323
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081 JJA - - -
082 JLRT - - NC
083 JSA - - NC
084 JTG 240,00 NC Obito
085 JVS - - -
086 JAGM - - -
087 LOL - - -
088 LFF - - -
089 LHO ] - -
090 LVOC 415,00 415,00 336,00
091 MB P _ - -
092 MCZC - NC -
093 MLMM - - -
094 MELS - - -
095 MIAT - - -
096 MJCM - - -
097 MJLC 36,40 NC 22,4
098 MBC - - -
099 MOD - - NC
100 M F L 91,60 NC NC
101 MSS - - -
102 M R - - -
103 M F _ - -
104 MDS - - -
105 oT - - -
106 OBF - - -
107 OAS - - -
108 OBF ] - -
109 OVP - - -
110 PF _ - -
111 PR _ - -
112 PSNS - - -
113 PSN 98,80 60,8 121,5
114 RCR - - -
115 SM - - -
116 SCO 24,90 20,00 27,5
117 SE ] - -
118 SPS 24,90 NC NC
119 SG - - -
120 SM - - NC
121 SRPN - - -
122 SS - - -
123 SAL - - -
124 STGR - - -
125 TIB _ - -
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126 TFC -
127 VD -
128 WF -
129 WSS -
130 WAZ NC
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Apéndice 1V
Apresenta os indices de proliferacao de linfocitos
dos individuos expostos em presenca de soro com

niveis elevados de sIL-2Ra e soro heterologo do tipo

AB.
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Proliferacio - soro com

Proliferacio - soro

N INICIAIS niveis elevados de sIL-2Ra heterélogo do tipo AB
001 ASS 17.467 19.558
002 Al 39.204 49.127
003 AC NC NC
004 A DI NC NC
005 ACV 29.481 24.168
006 ARS 34.447 39.202
007 AAB 39.315 39.672
008 AAC 20.375 26.375
009 AJC 48.887 36.840
010 AMP 25.018 34.083
011 AAF Obito Obito
012 AAM 44.665 64.263
013 AB 56.067 36.751
014 ABA 27.935 39.661
015 ABS 56.923 46.924
016 ACG 60.238 29.356
017 AD NC NC
018 AlS 25.350 23.037
019 AJS 28.172 36.149
020 AJP 34.352 20.741
021 APS 19.585 40.455
022 ALS 43.675 45.860
023 AAG 35.621 35.579
024 AP 33.545 53.598
025 BCP 32.659 38.043
026 BA Obito Obito
027 BML 55.918 38.168
028 BPT 31.265 49.392
029 BPM 40.981 55.722
030 BRC 65.404 52.495
031 BRS NC NC
032 CP NC NC
033 CEA 47.813 16.837
034 CFS 24.797 56.122
035 CBABF 50.614 36.553
036 CMR NC NC
037 CSR NC NC
038 CAM 10.357 36.204
039 DSBB NC NC
040 DMBYV 36.248 43.130
041 DTS 37.888 63.995
042 DDS 60.574 56.047
043 D ClI 53.757 43.130
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044 DSP 38.211 66.811
045 DAS 68.955 28.445
046 DLGS 37.117 37.732
047 ET 47.935 40.557
048 ECV 88.612 15.258
049 EAH C 15.435 29.103
050 EFC 37.795 54.516
051 ER NC NC

052 FCC 62.462 42.708
053 FCM 37.522 42.935
054 GO NC NC

055 GPS 31.894 60.796
056 HMS 46.835 30.095
057 HPS Obito Obito
058 HBN 20.095 35.308
059 HZ Obito Obito
060 HF A 46.100 43.947
061 IFDS 70.735 63.373
062 | K NC NC

063 IMN 55.073 33.414
064 JCO 35.393 44.148
065 JCP Obito Obito
066 JFCS 29.745 31.079
067 JJS 26.110 33.940
068 JNS NC NC

069 JRA 38.249 13.325
070 JGO 23.831 55.670
071 JGC 62.141 58.867
072 JAP 60.571 22.249
073 JCB Obito Obito
074 JCBA 18.486 24.371
075 JCS 20.618 24.007
076 JP 20.728 35.872
077 JDF NC NC

078 JFS 34.999 48.250
079 JFO 55.739 45.472
080 J 1 44.342 37.477
081 JJA 46.033 47912
082 JLRT NC NC

083 JSA NC NC

084 JTG Obito Obito
085 JVS 40.770 60.144
086 JAGM 55.961 39.755
087 LOL 43.971 40.572
088 LFF 38.661 30.441
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089 LHO 26.007 46.809
090 LVOC 40.974 53.637
091 MBP 62.490 49.723
092 MCZC 60.012 105.061
093 MLMM 102.112 56.705
094 MELS 59.924 33.365
095 MIAT 27.868 53.181
096 MJCM 54.365 58.770
097 MJLC 52.089 35.718
098 MBC 33.193 48.872
099 MOD NC NC

100 MFL NC NC

101 MSS 42.252 29.981
102 MR 36.924 35.553
103 MF 32.973 59.665
104 MDS 60.624 20.556
105 oT 10.144 37.131
106 OBF 33.416 42.737
107 OAS 47918 35.423
108 OBF 34.702 22.747
109 OVP 37.995 40.569
110 PF 42.143 37.178
111 PR 32.215 56.462
112 PSNS 67.019 39.253
113 PSN 46.788 51.788
114 RCR 73.772 38.376
115 SM 54.245 21.364
116 SCO 38.529 27.774
117 SE 25.974 32.919
118 SPS NC NC

119 SG 32.571 42.925
120 SM NC NC

121 SRPN 45.795 33.977
122 SS 33.606 41.894
123 SAL 35.052 13.614
124 STGR 7.686 26.806
125 TIB 16.408 22.556
126 TFC 23.381 26.027
127 VD 24.104 22.556
128 WF 25.656 33.124
129 WSS 23.825 55.136
130 WAZ NC NC
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Apéndice V
Apresenta os indices de proliferacao de linfocitos
dos individuos controle em presenca de soro com

niveis elevados de sIL-2Ra e soro heterologo do tipo

AB.
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Proliferacao - soro com

Proliferacio - soro

N INICIAIS niveis elevados de sIL-2Ra heterélogo do tipo AB
001 ASS 48.054 40.120
002 Al 56.489 40.615
003 AC 34.320 28.951
004 A DI 19.735 11.511
005 ACV 25.358 25.930
006 ARS 35.740 36.859
007 AAB 23.158 25.048
008 AAC 29.838 34.928
009 AJC 31.812 28.749
010 AMP 22.992 11.324
011 AAF 11.389 13.865
012 AAM 26.192 10.401
013 AB 24.623 28.649
014 ABA 17.250 30.426
015 ABS 10.635 12.833
016 ACG 29.743 22.835
017 AD 8.944 10.922
018 AlS 25.380 17.145
019 AJS 30.140 24.066
020 AJP 17.179 19.309
021 APS 40.544 31.166
022 ALS 21.191 29.136
023 AAG 23.619 28.111
024 AP 46.244 41.885
025 BCP 24.882 30.674
026 BA 23.366 45.368
027 BML 26.279 24.469
028 BPT 31.486 22.434
029 BPM 51.457 51.151
030 BRC 46.873 35.698
031 BRS 34.060 35.977
032 CP 24.037 24.807
033 CEA 39.958 39.950
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Apéndice VI
Apresenta os nameros absolutos de linf6citos no
sangue periférico, de células T regulatérias
(CD4+CD25+FoxP3+) e de células T supressoras
CD4+ e CD8+ expressando os marcadores PD-
1(CD279) e CTLA-4 (CD152), assim como a
incidéncia de silicose, idade e sexo dos individuos

expostos.

* Na tabela:

NC - Nao compareceu
? - Investigacao de silicose

I -Exposicao ocupacional a silica, porém nao apresenta silicose pulmonar

+ - Silicose pulmonar
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Apéndice VII
Apresenta os nameros absolutos de linfocitos no
sangue periférico, de células T regulatérias
(CD4+CD25+FoxP3+) e de células T supressoras
CD4+ e CD8+ expressando os marcadores PD-
1(CD279) e CTLA-4 (CD152), assim como a idade e

sexo dos individuos controle.
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Apéndice VIII

Apresenta os genétipos dos individuos expostos.
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N° INICIAIS CTLA-4+49 | CTLA-4-318 PD-1.3 PD-1.5
002 Al AG CC GG CT
005 ACV AA CT GG CT
006 ARS AA CC GA CC
007 AAB GG CC GG CC
008 AAC AA CC GG CC
010 AMP AG CC GG CT
012 AAM GG CC GG TT
014 ABA AA CT GG TT
015 ABS AG CT GG TT
016 ACG AA CC GA CC
018 AlS AA CC GG CT
019 AJS AG CC GG CC
021 APS AA CC GG CT
022 ALS AG CT GG CC
024 AP AA CC GG CT
025 BCP AG CC GG CC
028 BPT AG CC GG CT
029 BPM GG CC GG CT
041 DTS AA CC GG TT
042 DDS AA CC GG CT
043 D Cl AA CC GG CC
044 DSP AG CC GG CT
045 DAS AA CC GG CT
046 DLGS AG CC GG CC
048 ECV AG CC GG CT
050 EFC AG CC GG CT
052 FCC AG CT GG CT
055 GPS AA CC GG CT
056 HMS AA CC GG TT
060 HFA AA CC GG TT
061 IFDS GG CC GG CC
063 IMN AA CC GG CT
066 JFCS AG CC GG CT
067 JJS AA CC GG CC
069 JRA AG CC GG TT
070 JGO AA CC GG CT
074 JCBA AA CT GG CC
076 JP AG CC GG TT
078 JFS AG CC GG CC
079 JFO AG CC GG CT
080 J GG CC GG CT
085 JVS AA CC GG CC
086 JAGM AA CC GG TT
089 LHO GG CC GG CT

195




090 LVOC AG CC GA CC
091 MBP AG CC GA CC
093 MLMM AA CT GG CT
096 MJCM AA CC GA CT
097 MJLC AA CC GG CC
098 MBC AG CC GA CT
102 MR GG CC GG CC
103 MF AG CC GG CC
104 MDS AA CC GG CC
105 OoT AG CC GG CT
106 OBF AA CC GG CT
107 OAS AA CC GG CC
108 OBF AG CC GG TT
109 OVP AA CC GG CC
110 PF AG CC GG CC
112 PSNS AA CC GG CC
113 PSN AG CC GG CT
114 RCR AA CC GG CC
115 S M AG CC GG CT
116 SCO GG CC GG TT
119 SG AA CC GG CC
121 SRPN AG CC GG TT
125 TIB GG CC GG CT
126 TFC AG CC GG CT
127 VD AA CC GG CT
128 WF AG CC GG CT
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Apéndice IX

Apresenta os genétipos dos individuos controle.
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N° INICIAIS CTLA-4+49 | CTLA-4-318 PD-1.3 PD-1.5
001 LEAR GG CC GG CT
002 VMEC AA CT GG TT
003 EAR AA CC GG CT
004 APR AA CC GG TT
005 MLAG AG CC GG CC
006 JE AG CC GG TT
007 GZ AG CC GG CT
008 NMAE AG CC GG CT
009 MHAZ AG CC GA CC
010 MHDS AG CC GA CC
011 LCS AA CC GG CT
012 MILA AG CC GA CC
013 CA AA CC GG CC
014 AZ AG CC GA CT
015 AR AA CC GG CT
016 SSS AA CC GG CT
017 DAF AG CC GG CC
018 AOS AG CC GG CC
019 LMFA AG CC GG TT
022 ATA AA CC GA CC
023 MMO AA CC GG CC
024 ECMS AG CC GG CC
025 VCES AG CC GG CT
026 DMCD AA CT GG CC
027 NNS AA CT GG TT
028 RMP GG CC AA CC
029 AS AG CC GG CT
030 MISL GG CC GG CC
032 SCO AG CC GG CT
033 SQS AA CC GA CC
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Apéndice X
Apresenta os graficos para os
parametros avaliados neste estudo comparando

individuos silicoticos e expostos sem silicose.
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0.7
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0.54
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0.2 - 1 —
0.14
0.0

AECA-Absorbancia (nm)

Silicéticos Expostos

Anticorpos anti-células endoteliais (AECAs) presentes no soro dos individuos
silicoticos e expostos a silica. Ensaio realizado em triplicata. Os valores representados para
cada paciente representam a mediana das absorbancias de 3 experimentos independentes

em soro de individuos silicéticos (n=59) e expostos a silica (n=44). P>0,05
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125000+ [ _1Soro AB
1000004 I
E -
& 750001
50000 %
25000+ J_
. 1
Silicéticos Expostos

Resposta proliferativa frente a PHA de linfocitos provenientes de individuos silicoticos
(n=59) e expostos a silica (n=44) incubados com soro com niveis elevados de sIL-2Ra.
ou soro homoélogo do tipo AB. Os resultados estdo representados como a mediana e os
valores individuais de proliferacdo. Ensaio realizado em triplicata. PHA=

fitohemaglutinina. P>0,05.
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CD4+CD25+FOXP3+/mm°

[ _1
Silicoticos Expostos

o

Células CD4+CD25+FOXP3+ presentes no sangue periférico de individuos silicéticos
e expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do
niimero de linfécitos T regulatérios CD4+CD25+FOXP3+/mm’ provenientes de individuos

silicéticos (n=59) e expostos a silica (n=44). P>0,05.
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0
Silicoticos Expostos

Células CD3+CD4+CD152+ presentes no sangue periférico de individuos silicéticos e
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T CD3+CD4+CD152+/mm’ provenientes de individuos silicéticos (n=59) e

expostos a silica (n=44). P>0,05.

0 | |
Silicéticos Expostos
Células CD3+CD8+CD152+ presentes no sangue periférico de individuos silicéticos e
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T CD3+CD8+CD152+/mm’ provenientes de individuos silicticos (n=59) e

expostos a silica (n=44). P>0,05.
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o 300+

CD3+CD4+CD279+/mm
2 3 3 8 g

I

Silicéticos Expostos

o

Células CD3+CD4+CD279+ presentes no sangue periférico de individuos silicdticos e
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T CD3+CD4+CD279+/mm’ provenientes de individuos silicéticos (n=59) e

expostos a silica (n=44). P>0,05.

0 L 1 L 1

Silicéticos Expostos

Células CD3+CD8+CD279+ presentes no sangue periférico de individuos silicéticos e
expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores individuais do nimero
de linfécitos T CD3+CD8+CD279+/mm’ provenientes de individuos silicéticos (n=59) e

expostos a silica (n=44). P>0,05.
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Células NK (%)

0 1
Silicéticos Expostos

Células NK (CD3-CD16+CD56+) presentes no sangue periférico de individuos
silicdticos e expostos a silica. Os resultados representam a mediana e os valores
individuais da porcentagem de células NK CD3-CD16+CD56+ provenientes de individuos

silicoticos (n=59) e expostos a silica (n=44). P>0,05.
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|
|

0.0 . '
Silicéticos Expostos

Niveis de Fas ligante solivel (sFasL) no soro de individuos silicéticos e expostos a
silica. Ensaio realizado em triplicata. Os resultados representam a mediana e os valores
individuais da concentracdo sérica em individuos silicoticos (n=59) e expostos a silica

(n=44). P>0,05.
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Silicoticos Expostos
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10000+
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N

Silicéticos Expostos

Niveis de IFN-y no sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes do
sangue periférico de individuos silicoticos e expostos a silica e controles na auséncia
(A) e na presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados
representam a mediana e a amplitude interquartilica da concentracdo da referida citocina
em individuos expostos a silica (n=103) e controles (n=44). PHA= fitohemaglutinina.

P>0,05.
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Silicéticos Expostos
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o
3

I

Silicéticos Expostos

Niveis de TNF-o no sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes
do sangue periférico de individuos silicéticos e expostos a silica na auséncia (A) e na
presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados
representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida citocina em

individuos silicéticos (n=59) e expostos a silica (n=44). PHA= fitohemaglutinina. P>0,05.
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A)

6000 —
5500+

5000+
10001

900+
800+ T
700+
600
500
400+
300+
200+
100

IL-1B (pg/mL)

Silicéticos Expostos

B)
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Q.

T 750-
500
250

IL

Silicéticos Expostos

Niveis de IL1-p no sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes do
sangue periférico de individuos silicéticos e expostos a silica na auséncia (A) e na
presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados
representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida citocina em

individuos silicoticos (n=59) e expostos a silica (n=44). PHA= fitohemaglutinina. P>0,05.
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Niveis de IL-2 no sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes do
sangue periférico de individuos silicéticos e expostos a silica na auséncia (A) e na
presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados
representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida citocina em

individuos silicéticos (n=59) e expostos a silica (n=44). PHA= fitohemaglutinina. P>0,05.
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Silicéticos Expostos

Niveis de IL-6 no sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes do
sangue periférico de individuos silicoticos e expostos a silica na auséncia (A) e na
presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados
representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida citocina em

individuos silicéticos (n=59) e expostos a silica (n=44). PHA= fitohemaglutinina. P>0,05.
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JE I —

Silicéticos Expostos

B)

IL-10 (pg/mL)

e e e

Silicoticos Expostos

Niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes do
sangue periférico de individuos silicéticos e expostos a silica na auséncia (A) e na
presenca (B) de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados
representam a mediana e os valores individuais da concentracdo da referida citocina em

individuos silicéticos (n=59) e expostos a silica (n=44). PHA= fitohemaglutinina. P>0,05.
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Silicoticos Expostos

B)

50
0 — T — e

Silicéticos Expostos

Niveis de TGF-$ no sobrenadante de cultura de linfécitos provenientes do sangue
periférico de individuos silicoticos e expostos a silica na auséncia (A) e na presenca (B)
de estimulo (PHA). Ensaio realizado em triplicata. Os resultados representam a mediana e
os valores individuais da concentracdo da referida citocina em individuos silicéticos (n=59)

e expostos a silica (n=44). PHA= fitohemaglutinina. P>0,05.
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