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RESUMO

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune, cronica e mutissistémica,
caracterizada por periodos de atividade e remissdo. Anormalidades hematologicas e
imunologicas sdo comumente encontrados. A avaliacdo laboratorial, incluindo o perfil
de citocinas, auxilia no diagnostico e na determinagdo da atividade da doenca. O
presente estudo, de caracteristica transversal, teve como objetivo avaliar os niveis de IL-
17 em pacientes com LESj (inicio da doenca <16 anos), familiares de primeiro grau e
controles sadios e ainda elucidar sua associacdo com a atividade da doenga, dados
laboratoriais e de tratamento. Foram selecionados pacientes consecutivos com LES;j
acompanhados na Unidade de Reumatologia Pediatrica da UNICAMP entre 2009/2011.
Manifestagdes clinicas, laboratoriais, atividade da doenga [SLE Disease Activity Index
(SLEDAI)], dano cumulativo [Lupus International Collaborating Clinics / American
College of Rheumatology Damage Index (SDI)] e medicacdo em uso foram avaliados.
Os transtornos de humor foram determinados através dos inventarios de Depressdo
(BDI) e Ansiedade (BAI) de Beck. A dosagem da citocina foi realizada por ELISA.
Niveis séricos de IL-17 estavam aumentados no LESj (p<0,05) quando comparado
controles sadios. Observamos uma associacdo entre os niveis séricos de IL-17 e
migranea (p = 0,03) e nefrite (p = 0,01). Niveis de IL-17 ndo foram associados com
atividade da doenga (p = 0,32), dano cumulativo (p = 0,34), medicacdo (p = 0,63),
ansiedade (p = 0,42) e depressdo (p = 0,42). Estudos longitudinais sdo necessarios para

determinar se a dosagem de IL-17 pode ser utilizado como um biomarcador em LES;.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, multisistemic autoimmune disease, ,
characterized by periods of activity and remission. Haematological and immunological
abnormalities are commonly observed. Laboratory evaluation, including the cytokine
profile, aids in the diagnosis and determination of disease activity. The present
transverse study, we aimed to evaluate levels of IL-17 in patients with childhood-onset
SLE (cSLE) (disease onset < 16 years), first-degree relatives and healthy controls and to
determine the association between IL-17 levels and disease activity, laboratory data and
treatment. We selected consecutive patients with ¢SLE followed at the Pediatric
Rheumatology Unit at UNICAMP between 2009/2011. Clinical, laboratory, disease
activity [SLE Disease Activity Index (SLEDAI)], cumulative damage [Systemic Lupus
International Collaborating Clinics / American College of Rheumatology Damage Index
(SDI)] and medication use were assessed. Mood disorders were measured using the
Beck’s Depression Inventory (BDI) and Anxiety Inventory (BAI). Determination of
cytokine levels was carried out by ELISA. Serum levels of IL-17 were increased in SLE
(p < 0.05) when compared to healthy controls. An association was observed between
serum [L-17 levels and migraine (p = 0.03) and nephritis (p = 0.01). IL-17 levels were
not associated with disease activity (p = 0.32), cumulative damage (p = 0.34),
medication (p = 0.63), anxiety (p = 0.42) and depression (p = 0.42). Longitudinal
studies are needed to determine if serum IL-17 levels can be used as a biomarker in

SLE.
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1. INTRODUCAO

1.1 Definicao

O lupus eritematoso sist€émico (LES) ¢ uma doenca autoimune, caracterizada
pela producdo de autoanticorpos que diversifica o leque de manifestacdes clinicas,
atinge o tecido conjuntivo e consiste em periodos de atividade e remissdo da doenga
(Sung, 2006; Dubois & Tuffanelli, 1964; West, 1994; Ruiz-Irastorza, 2001; Rahman &

Isenberg, 2008; O'Neill, 2010).

1.2 Epidemiologia

O LES pode acometer ambos os sexos, porém, ¢ predominante no sexo
feminino, sendo em cerca de 90% dos casos onde surge geralmente durante a vida
reprodutiva (Sato, 2006; Dubois & Tuffanelli, 1964; Siegel & Lee, 1973; Petri, 2002).

A prevaléncia do LES ¢ de aproximadamente 0,1% na populagao geral (Siegel &
Lee, 1973; Petri, 2002). Quanto as diferentes racas, observa-se a frequéncia de 1 para
cada 250 mulheres negras nos Estados Unidos da América; 22,4 para cada 100.000
asiaticos e 10,3 para cada 100.000 caucasianos (Fessel, 1974; Hopkinson, 1994;
Johnson, 1995; Alarcon, 2001; Petri, 2002; O’Neill, 2010). Entretanto, apresenta-se
como uma doenca rara entre os negros africanos (Molina, 1997; Molokhia, 2001). No
Brasil, foi observado uma incidéncia maior entre caucasoides, principalmente na regido
sudeste do pais (Chahade, 1995). Em um estudo realizado em Natal no Rio Grande do
Norte, observou-se uma incidéncia de LES na populagdo de 8,7/100.000/ano (Vilar,
2002).

Cerca de 15% a 20% dos diagndsticos de LES acontecem na infancia

(Hashimoto, 1987; Pande, 1993; Cervera, 1993; Costallat & Coimbra, 1994; Tucker,
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1995; Rood, 1999; Carreno, 1999; Klein-Gitelman, 2002; Mok, 2005; Gomez, 2006;
Tucker, 2008; Ramirez Gomez, 2008; Hoffman, 2009; Feng, 2010; Livingston, 2011).
A idade para o diagnostico de LES juvenil varia na literatura entre 14 e 18 anos
(Appenzeller, 2005; Font, 1998; Hashimoto, 1987). Mais recentemente determinou-se
que o pacientes com inicio dos sintomas até 18 anos fossem considerados como LES
juvenil (Silva, 2012). Nas criancas, a relagdo entre sexo feminino e masculino ¢ de 1,4 a
5,8:1; nos adultos varia de 8:1 a 13:1; nos individuos de idade mais avancada, esta
relacdo ¢ de 2:1 (Hashimoto, 1987; Pande, 1993; Cervera, 1993; Costallat & Coimbra,
1994; Tucker, 1995; Press, 1996; Font, 1998; Rood, 1999; Marini, 1999; Carrefio, 1999;
Huemer, 2001; Klein-Gitelman, 2002; Huang, 2004; Mok, 2005; Gomez, 2006; Tucker,
2008; Ramirez Goméz, 2008; Hoffman, 2009 Feng, 2010; Livingston, 2011; Pineles,

2011).

1.3 Critérios classificatorios do LES

Nao existem critérios de diagnosticos para o LES e, em pacientes com suspeita
da doenga, ¢ imprescindivel a exclusdo de outras doencas, principalmente, infecciosas e
neoplésicas. Existem sim, critérios classificatorios, que foram proposto em 1982 pelo
Colégio Americano de Reumatologia (ACR), utilizados para uniformizar os trabalhos
de pesquisa, contudo, muitas vezes, sdo utilizados para o diagnostico. O paciente deve
apresentar pelo menos quatro dos onze critérios, para ser fechado o quadro clinico (Tan,
1982; Hochberg, 1997). Estes critérios foram revisados em 1997, e o item “presenca de
células LE”, constante do critério “alteragdes imunologicas”, foi excluido, e o teste falso
positivo para sifilis foi substituido pela presenca de anticorpos antifosfolipides

(Hochberg, 1997) (Tabela 1).
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Tabela 1. Critérios revisados para a classificacdo de LES (Hochberg, 1997)

Critério

Observacoes

Rash malar

Lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em

relevo.

Lesao discoide

Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas
aderidas e tampdes folicurares que evolui com cicatriz

atrofica e discromia.

Fotossensibilidade

Exantema cutaneo como rea¢do ndo-usual a exposicao a

luz solar.

Ulceras orais/ nasais

Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores.

Artrite Naéo erosiva de 2 ou mais articulacdes
Serosite Pleurite
Pericardite

Doenca renal

Proteinuria maior que 0,5 g/dia

Cilindros
Envolvimento do sistema | Convulsdo
nervoso central (SNC) Psicose

Alteracdes hematologicas

Anemia hemolitica
Leucopenia menor que 4.000/mm3
Linfopenia menor que 1.500/mm3

Plaquetopenia menor que 100.000 /mm3

Alteracdes imunoldgicas

Anticorpos Anti-dsDNA
Anticorpos Anti-Sm
Anticorpos antifosfolipide (anticardiolipina IgG/IgM;

anticoagulante ltipico, VDRL falso positivo)

Anticorpos  anti-nucleares

(FAN)

Titulo anormal, em qualquer época e na auséncia de
drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do

lupus induzido por drogas
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1.4 Manifestacoes clinicas

As manifestacdes clinicas sdo variaveis no LES, alguns pacientes apresentam
desde o inicio, um carater multissistémico e em outros, apenas um o6rgao ¢ envolvido.
Esse fator depende do tipo de anticorpo presente e da resposta inflamatoria gerada pelo
organismo (Zonana-Nacach, 2007). portanto o curso da doenca pode ser
sistematicamente diferente entre os pacientes. O tratamento correto, e a deteccdo
precoce pode minimizar permanentes ao paciente (Zonana-Nacach, 2007; Meinao,
1996).

Pacientes com LES podem apresentar sintomas como artrite e artralgias, lesoes
cutaneas, nefrite, lesdes no SNC, fendmeno de Raynald, alteracdes hematologicas,
porém, também podem apresentar sintomas ndo especificos como febre, alopécia, perda
de peso e fadiga, que afeta a maior parte desses pacientes (Uppal, 2009).

As manifesta¢des cutaneas sdo as mais comuns no LES, afetando até 90% dos
pacientes. Observamos principalmente, rash malar, lesdes discoides e
fotossensibilidade, porém, outras manifestacdes sdo comumente observados, como
alopécia, que € frequentemente transitoria associada a atividade da doenca, mas pode
ocasionar cicatrizes quando associdadas a lesdes discoides. Ulceras orais recorrente,
especialmente no palato mole ¢ também uma caracteristica de doenga ativa. Outras
manifestagdes incluem fluxo reduzido da glandula salivar e ocular, resultando em boca
e/ou olhos secos, como resultado da sindrome de Sjogren secundaria ao LES (Manson,
2006; Rahman & Isenberg 2008; Magalhaes, 2003).

O comprometimento renal pode ocorrer em qualquer momento da doenga, e
afeta cerca de 30% dos pacientes, sendo uma das manifestagdes mais letais no LES. A
nefrite lupica € muitas vezes assintomatica, porém pode ser identificada pela alteragdo

no exame de urina, como, proteinuria (>0,5 g/24 horas) e presenca de sedimentos
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urinarios (hematudria, leucocituria), além de achados histoldgicos (Barr, 2003; Rahman
& Isenberg 2008; O’Neill, 2010).

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) pode ocorrer de 25% a 70%
dos pacientes dependendo do critério dianostico aplicado (Johnson, 1968; Ested, 1971;
Feinglass, 1976; Adelmann, 1986; McCune, 1988; Joseph, 2007; Stojanovich, 2007;
Harly, 2007; Bruns, 2006). As manifestagdes podem acontecer em qualquer periodo da
doenga, incluindo o primeiro sinal clinico do LES, os sintomas podem se apresentar em
conjunto ou isoladamente, e pode estar associado ou nao a outros sinais de atividade do
LES (Ested, 1971; Feinglass, 1976; Adelmann, 1986; Muscal, 2010). As apresentacdes
clinicas mais frequentes nos pacientes com LES sdo cefaléia (20-40%), disfungdo
cognitiva (10-20%), alteragdes de humor (10-20%), convulsdes (7-10%), doencas
cerebrovasculares (7-10%) e desordens de ansiedade (4-8%) (Bertsias, 2010).

As manifestagdes neuropsiquiatricas (NP) podem ser consideradas primarios se
diretamente relacionado ao LES em atividade no SNC ou sistema nervoso periférico
(SNP), ou secundario, quando relacionados com o tratamento, infecgdes, alteragdes
metabdlicas anormalidades ou outras manifestacdoes sistémicas, tais como uremia e
hipertensao (Johnson RT, Richardson, 1968).

A dificuldade no diagnostico consiste na distingdo entre alteragdes neurologicas
causadas pelo LES e anormalidades imunolédgicas tendo papel preponderante eventos
secundarios, como complicagdes da hipertensdo arterial sistémica (HAS), disturbios de
coagulagdo, distirbios metabodlicos, infec¢do severa, corticoterapia e arterosclerose
(ACR, 1999). Em 1999, o ACR elaborou um consenso para a terminologia e¢ defini¢do
das sindromes NP que ocorrem no LES (ACR, 1999), com a participacio de
reumatologistas, neurologistas, psiquiatras, entre outros, e definiu 19 sindromes mais

prevalentes (Tabela 2). Estes critérios foram posteriormente validados apresentando
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uma sensibilidade de 91% e especificidade de 46% (Ainiala, 2001). A baixa

especificidade se deu devido a presenca de ansiedade, cefaléia, depressao leve, distirbio

cognitivo leve e polineuropatia ndo confirmada por eletroneuromiografia (Ainiala,

2001). Quando estas manifestagdes foram excluidas, observou-se uma especificidade de

93% (Ainiala, 2001).

Tabela 2: Manifestacdes neuropsiquiatricas segundo o ACR (ACR,1999)

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico

Meningite asséptica

Sindrome de Guillain-Barré

Estado confusional agudo

Disfun¢@o autonémica

Ansiedade

Neuropatia craniana

Doenca cerebrovascular

Mononeuropatia

Disfun¢do cognitiva

Miastenia grave

Sindrome desmielinizante

Plexopatia

Cefaléia

Polineuropatia

Transtorno de movimento (Coréia)

Transtorno do humor

Mielopatia

Psicose

Convulsao

Artralgia e mialgia acometem a maioria dos pacientes. Artrite afeta, geralmente

as pequenas articulagdes da mao e ndo progride para erosdes. A classica "Artropatia de

Jaccoud", embora ndo causando uma artrite destrutiva, pode resultar em deformidade e

incapacidade funcional significativa (Manson, 2006; Rahman & Isenberg 2008).
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Pacientes com LES que desenvolvem manifestacdes pulmonares, geralmente
tém um quadro de pneumonite aguda, com baixa taxa de acometimento dentre os
quadros pulmonares. Porém, a forma aguda pode ser cronificada. Outra manifestacdo
seria o derrame pleural, onde o paciente relata dor toracica, porém, podendo ser
diagnosticado com raios-X de torax (Magalhaes, 2003). Pleurite, causando dor no peito,
tosse e falta de ar ¢ a manifestagdo pulmonar mais comum no LES. Embora os sintomas
possam estar relacionados diretamente a atividade da doenca, embolia pulmonar deve
ser sempre considerada, principalmente naqueles que t€m anticorpos antifosfolipides
positivos (Paran, 2004).

As alteragdes cardiacas mais comumentes descrina no LES s3o pericardite,
miocardite, endocardite ¢ as lesdes coronarianas (Bulkley, 1975; Cervara, 1992;
Doherty, 1985; Giunta, 1993). Diversos autoanticorpos sdo encontrados no LES,
destacando-se entre estes, 0 ACL que t€m sido associados a presenca e patogénese das
lesdes cardiacas no LES (Cervara, 1992; Guinta, 1993; Nihoyannupoulos, 1990;

Asherson, 1988)

1.5 Apresentacio clinica no LES juvenil

O LES juvenil (LESj) (inicio da doenca <16 anos) muitas vezes apresenta
manifestagdes clinicas mais agudas e severas quando comparado ao LES de inicio
adulto. Envolvimento renal (50% a 67%), neurologico (22-95%) e hematologico (77%),
além de febre e linfadenopatia sdo mais frequentes em criancas quando comparado com
ao LES de inicio adulto (Font, 1998; Carrefio, 1999; Sibbitt, 2002; Brunner, 2008;
Ramirez Gomez, 2008; Hoffman, 2009; Mina, 2010). Pleurite, presenca dos anticorpos
anti-Smith (anti-Sm), anti-Ro/SSA e anti-La/SSB tém similar frequéncia no LES de

inicio adulto e juvenil (Font, 1998; Mina, 2010). Artrite, fotossensibilidade, lesdes
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discoides, por outro lado, sdo mais frequente observadas no LES de inicio adulto (Font,
1998, Hoffman, 2009; Carrefo, 1999). Em relagdo a atividade da doenga, pacientes
juvenis tém uma doenga significativamente mais ativa, ndo s6 no inicio da doenca, mas
também ao longo do tempo quando comparado com LES de inicio adulto (Tucker,
1995; Hersh, 2009).

A consciéncia ao fato de que o LES de inicio infantil ¢ uma doenca
potencialmente fatal, e que o tratamento agressivo deve ser introduzido precocemente
no curso da doenga, pode melhorar significativamente a sobrevida dos pacientes LES;

(Appenzeller, 2005).

1.6 Patogénese

A patogenia do LES deve-se, principalmente a lesdes teciduais provocadas por
reacdes imunologicas, ou seja, producao de auto-anticorpos e o clearance prejudicado a
producdo de corpos apoptoticos (Mok, 2003; Rahman, 2008; O'Neill, 2010). A etiologia
do LES ¢ parcialmente desconhecida, porém sabe-se que o LES pode ser desencadeado
pela interacdo de diversos fatores como: genético, infeccioso, imunologico, hormonal e
ambiental (Zonana-Nacach, 2007).

1.6.1 Susceptibilidade genética

A probabilidade de desenvolvimento do LES em g€meos monozigoticos ¢
dizigoticos € de 24-57% e 2-5%, respectivamente, indicando que a genética tem um
papel importante na patogénese do LES (Rhodes , 2008; Muiloz, 2010). Genes do
antigeno leucocitdrio humano (HLA), particularmente HLA-DRBle HLA-DQBI tém
sido associados a susceptibilidade ao LES (Reveille 1991; Walport, 1982; Muchinechi ,
1998; Gladman, 1999; Wakeland , 2001; Graham, 2002; Smikle, 2002; Farabosco,

2006; Graham, 2007; Fu, 2011). O perfil HLA-DRB1*0301 tem sido associado a
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susceptibilidade em individuos latino-americanos (Fu, 2011). Andlises sorologicas
especificas mostram que tanto o HLA-DR3 como o HLA-DR2 também sdo fatores de
risco (Fu, 2011). Ja o HLA-DR3-DQ2 ¢ um haplétipo que tem forte associagdo no
desenvolvimento do LES em caucasianos (Fu, 2011).

Embora seja conhecida por ocorrer dentro de familias, ndo houve ainda
identificacdo de um gene como responsavel. Apenas 10% dos LES, vao ter um parente
proximo (pai ou irmao), que ja tenha ou venha a desenvolver a doenga; apenas 5% de
filhos de pacientes com LES vdo desenvolver o LES, porém, ¢ comum em gémeos
idénticos; HLA: esta associado com HLA-DR2 ¢ HLA-DR3 (Zonana-Nacach, 2002).

1.6.2 Fatores ambientais

Sabe-se que fatores ambientais podem induzir ou agravar o LES como, por
exemplo: luz ultravioleta (40 a 60% dos pacientes sdo fotossensiveis), alguns faArmacos
(como Hidralazina e a procainamida), dietas ricas em gorduras saturada, poluentes e
cigarro (Crow, 1997).

Ha evidéncias de que a exposi¢do a radiacdo UV altera a quimica do DNA e sua
localizag@o, bem como a disponibilidade dos antigenos ribonucleiprotéicos (RNP) e Ro
(Sontheimer, 1996). Outro fator ambiental envolvido ¢ a exposicao a determinados virus
como o Epstein-Bar (EBV) e citomegalovirus (CMV). Apds o contato com esses virus,
ocorre um mecanismo chamado de mimetismo molecular entre os antigenos proprios e
externos, seguido da ativagdo inespecifica de linfocitos T e B, resultando na liberagdo
de auto-antigenos mais imunogénicos (Zandman-Goddard, 2008).

1.6.3 Sistema neuroenddcrino

Anormalidades na func¢do do hipotilamo e/ou hipofise contribuem para a
patogénese do LES. Foi observado que alguns pacientes t€m hiperprolactinemia e

outros tém niveis inadequados do hormonio antidiurético (Chrousos, 1995).
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1.6.4 Producio de auto-anticorpos

Os anticorpos anti-nucleares (ANA) sdo frequéntes em pacientes com LES,
originalmente descritos em 1957 através de um ensaio de imunofluorescéncia com o
tecido do figado de roedores como substrato (Ippolito , 2011; Radic, 2011). Mais de
90% dos pacientes com LES tém ANA positivo. Valores de 1,80 ou maiores sdo aceitos
como titulos significativos. Embora sensiveis estes auto-anticorpos nao sido especificos
para o LES (Ippolito, 2011).

Anti-dsDNA ¢ um auto-anticorpo altamente especifico para o LES, presente em
até 70% dos pacientes, mas em menos de 0,5% dos individuos sadios ou pacientes com
outras doencas autoimunes (Isenberg, 1985; Ippolito, 2011). Entre os pacientes que tém
titulos elevados de anti-dsDNA e doenga clinicamente quiescente, 80% tém a doenga
que se torna clinicamente ativa dentro de 5 anos apo6s a detec¢do de titulos elevados
deste auto-anticorpo (Ng, 2006).

Aproximadamente 70% dos pacientes com lesdes subagudas possuem anticorpo
anti-Ro (SSA), que pode estar associado a anticorpos anti-La (SSB) (Castellino, 2007).
O anti-Ro e o anti-La s3o imunoglobulinas especificas contra as proteinas do RNA,
sendo que o anti-La normalmente coexiste com o anti-Ro, raramente sendo encontrado
sozinho. Além disso, a presenga de anti-Ro e anti-La, ou ambos durante a gravidez
confere um risco de 1 a 2% maior de bloqueio cardiaco fetal (Buyon, 2003).

Os anticorpos anti-receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), NR2a e NR2b tém
sido observados em pacientes com manifestacdes NP. Embora anticorpos anti-NR2 tém
sido estudados em pacientes com LES, apenas anticorpos anti-NR2 no liquido
cefalorraquidiano (LCR), e ndo no soro, estdo associados com manifestagdes NP difusas
no LES (Arinuma, 2008). Os anticorpos anti-receptores NMDA no LCR acometem o

SNC independente de eventos tromboticos ou vasculite (DeGiorgio, 2001). Estes
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anticorpos no LCR foram associados com manifestagdes NP em geral (Yoshio, 2006) e
manifestagdes NP difusas (Arinuma, 2008); ja no soro, foram descritas associagdes com
distarbio cognitivo (Omdal, 2005), depressao (Omdal, 2005), défcit de memoria recente
e de aprendizado (Omdal, 2005).

Proteina P ribossomal ¢ um pentdmero composto por 3 fosfoproteinas diferentes,
formando o monomero PO e os dimeros P1 e P2. Ela desempenha um papel importante
em todas as etapas da sintese protéica. A presenca de anticorpos anti-P pode estar
associada ao comprometimento do SNC (Tzioufas, 2000; Abdel-Nasser, 2008;
Hirohata, 2007; Briani, 2009), rins (Hulsey , 1995; Chindalore , 1998; Monova, 2001)
e/ou danos no figado (Koren , 1993; Arnett , 1995; Koscec , 1997).

1.6.5 Hiperatividade de células Be T

Anormalidades imunologicas no LES incluem a hiperatividade funcional dos
linfocitos T e B com grande produgéo de anticorpos policlonais autoreativos, deposi¢ao
de complexos imunes no tecido conjuntivo, e outras alteragdes funcionais de linfocito
natural Killer. A elevagdo de células B tem sido o principal mecanismo proposto para a
geracdo de anticorpos anti-nucleares no LES (Tsao, 2001).

Por outro lado, a manuten¢@o de uma resposta imune auto-agressiva ¢ facilitada
por alteragdo na fungdo supressora ¢ liberagdo da resposta humoral. Desconhecemos
ainda quais dos multiplos defeitos imunologicos sdo fundamentais como causa da
doenca e quais os secundariamente induzidos. Embora a participagdo da imunidade
humoral seja evidente, acredita-se também na participagdo da imunidade celular na
patogénese do LES (Tsao, 2001).

Os mecanismos de hiperatividade de células B e T envolvem a produgdo de
autoantigenos, que esta relacionada ao aumento da apoptose e ao clearance prejudicado

de corpos apoptoticos fornecidos continuamente pelo dano tecidual. Um unico antigeno
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inicia uma resposta, mas na auséncia do mecanismo de tolerdncia imunoldgica, a
resposta imune torna-se ininterrupta, envolvendo mais células B e T com especificidade
relacionada ao antigeno inicial, até que ambas sejam ativadas por antigenos multiplos,
muitos dos quais sdo antigenos proprios (Chan, 1999). Outro mecanismo importante
sobre hiperatividade ¢ a expressdo aumentada de moléculas de superficie que participam
da ativacdo de células em ambas as populagdes de células (células B e T) (Chan, 1999).
Auto-anticorpos podem ativar células T e ajudam na sua diferenciacdo. O estimulo
aumentado na diferenciagdo e maturacdo de células T leva a uma produgdo anormal de
citocinas em pacientes com LES (Chan, 1999).

Embora varios grupos de pesquisa estudem a patogénese, poucos biomarcadores
tém sido validados até o presente momento. Alguns autores consideram o anticorpo
anti-DNAds ou diminui¢do de complementos como indicadores de atividade renal,
embora ndo haja consenso sobre isto (Illei, 2004). A auséncia de biomarcadores
dificulta ndo somente a avaliagdo precisa de atividade de doenga, mas também dificulta
a identificagdo de pacientes com riscos de agudizacdo e da ocorréncia de lesdo
cumulativa em 6rgaos alvos (Chun, 2007).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, produzidas por diferentes
células do sistema imunoldgico inato e adaptativo (Yap, 2010). Elas mediam a ativagao
e regulacdo funcional do sistema imunolédgico através da ligagdo aos receptores de
superficie celular, desempenhando um papel fundamental na diferenciacdo, maturagado e
ativacdo de varias outras células (Wozniacka, 2006; Yap, 2010).

No LES, o perfil de citocinas pode determinar alguns aspectos disfuncionais do
sistema imunologico e o envolvimento de varios 6rgdos. O LES ¢ uma doenca

heterogénea quanto a apresentacdo, gravidade da doenca e resposta ao tratamento. Perfis
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alterados de citocinas podem ser responsaveis por essas variagdes observadas na pratica
clinica (Yap, 2010).

As citocinas t€ém um papel importante na patogénese, na atividade do LES e na
quebra da BHE (Kowal, 2006; Diamond, 2006; Kasama, 2008; Fragoso-Loyo, 2007).
Um papel importante tem se dado na interacdo de células Th1/Th2. As principais
citocinas associadas a imunidade celular (Thl) sdo IL-12, TNF alfa e interferon gama
(IFN-g), enquanto que as IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 estdo associadas com a produc¢do de
anticorpos ¢ indugdo de imunidade humoral (Th2) (Lit, 2006; Lit, 2007).
Anormalidades ou desbalango entre a produgdo de citocinas tanto Thl e Th2 estdo
associados com a patogénese no LES (Lit, 2006; Lit, 2007).

Mais recentemente foi identificado o Thl7 ¢é, portanto um terceiro subtipo
independente de células T com um papel importante na prote¢do contra patdgenos
extracelulares (Bettelli, 2007). A seguir, descreveremos o papel da IL-17, um

subproduto da célula Th17

1.7 Interleucina 17

A interleucina 17 (IL-17) ¢ uma citocina pré-inflamatoria potente produzida por
linfocitos T ativados, sendo a célula Th17 seu produtor mais importante (Yap, 2010;
Crispin, 2010; Korn , 2009).

A célula Th17 ¢ o terceiro subtipo de célula Th e foi descoberta recentemente
expandindo o paradigma Th1/Th2, a fun¢do primaria da célula Th17 estd ligada a
depuragdo de agentes patogénicos que nao sdo adequadamente tratados por Thl ou Th2
(Korn, 2009; Crispin 2010; Yap, 2010). No entanto, as células Th17 s3o indutores
potentes da inflamac¢do dos tecidos e tém sido associadas com a patogénese de muitas

doengas autoimunes e condigdes inflamatdrias (Korn, 2009).
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As células Th17 sdo um subconjunto de linfocitos T CD4 + e sdo considerados
como um distinto subconjunto de células T helper e se originam de células T niive, s6
apresentam um perfil de liberacdo de citocinas caracteristica quando devidamente
preparado por fatores de transcrigdo exclusivos (Yap, 2010; Crispin, 2010).

A combinagdo de IL-6 e factor de crescimento transformante (TGF) [ foi
mostrado para induzir a diferenciacdo de células T ndive em células Th17 (Bettelli,
2006; Korn, 2009).

IL-17 é o membro fundador da familia de citocinas IL-17, que inclui IL-17A
(também chamado de 1L-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também chamado de
IL-25 ), e IL-17F. IL-17E (ou IL-25), ndo ¢ produzido pelas células Th17, mas ¢
produzida por células Th2 (Korn, 2009).

Além de ser produzida por células Thl7, tanto a IL-17A quanto IL-17F sio
também produzidas por uma variedade de tipos de células, incluindo células T, células
NK v9, células NK, neutrofilos e eosinodfilos. Assim, IL-17 e IL-17F sdo citocinas
efetoras, que sdo produzidos por células do sistema inato e adquirido, sugerindo uma
funcao de ligagdo deste tipo de imunidade inata e adaptativa entre as respostas imunes
(Korn, 2009).

A TL-17 representa um sistema de citocina inico que pode estar envolvido num
certo numero de doencas inflamatorias, mas também em rejeicdo de transplantes e
crescimento tumoral (Witowski, 2000). Esta citocina também desempenha um papel
essencial na resposta imune contra bactérias e fungos (Crispin, 2010; Peck, 2010).

IL-17 também facilita a ativacdo das células T e infiltragdo nos tecidos por
expressdo da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e amplifica a resposta imune

ao induzir a producdo de IL-6, a prostaglandina E2, granuldcito-macrofago estimulador
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de colodnias fator (GM-CSF), e fator estimulante de colonias de granulocitos (Crispin,
2010).

Varias citocinas importantes, incluindo a IL-6, IL-21 e IL-23 sdo de associagdo
intimamente com IL-17 (Yap, 2010)

Mais recentemente foi verificado que a produgdo de IL-17 e IL-17F pode ser
desencadeada por IL-23, uma citocina produzida por células dendriticas. Curiosamente,
a IL-23 parece estimular a producdo de IL-17, principalmente na memoria, mas ndo
células T nidive (Witowski, 2010).

Tomados em conjunto, estes resultados sugerem a presenga de um novo eixo T
auxiliar funcional (IL-23/IL-17 eixo) que pode ser importante na patogénese de doengas
autoimunes (Yap, 2010).

A IL-17 ¢ uma interleucina nova e de grande influéncia no sistéma imunologico,
estudos demonstram sua importancia na autimunidade, porém existem poucos estudos
que avaliaram seu papel no LES.

1.7.1 1L-17 no LES

A IL-17 e outros Th17 foram frequentemente descritas como citocinas pro-
inflamatoria, devido a sua expressdo em lesdes de pacientes com doencgas inflamatorias
cronicas ¢ a indugdo de outras citocinas pro-inflamatorias, tais como IFN-y, 1L-2 e
estimulag@o de granulocitos e mondcitos (Zhao, 2010).

As evidéncias indicam que a producdo de IL-17 ¢ anormalmente elevada em
pacientes com LES (Rana, 2012; Chen, 2010; Wong, 2008; Dolff, 2010; Wong, 2009;
Gigante, 2011). Os niveis aumentam de IL-17 no soro de pacientes com LES esta
correlacionado com a atividade da doenca (Rana, 2012; Chen, 2010; Wong, 2008;
Dolff, 2010; Wong, 2009; Gigante, 2011). Além disso, a frequéncia da producdo de IL-

17 ¢ aumentado no sangue periférico de pacientes com LES (Crispin, 2010)
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A IL-17 pode ter um papel importante na patogénese da nefrite lipica através da
inducdo de IgG, anti-dsDNA e superprodugdo de anticorpos e IL-6 expressas por
células mononucleares do sangue periférico de pacientes com nefrite. Estudos
confirmaram que a IL-17 pode promover a doenca autoimune, induzindo a formagao de
centros germinais espontaneos. (Mok, 2010; Dolff, 2010; Dong, 2006; Crispin, 2008;
Zhao, 2010)

Em adicdo a sua capacidade pro-inflamatoria, IL-17 exerce os seus efeitos
através do recrutamento de mondcitos e neutréfilos pelo aumento da producdo local de
quimiocinas, e facilitagdo da infiltragdo de células T e a ativacdo por estimulagdo da
expressdo da molécula de adesdo IL-1 (Nalbandian, 2009)

Um trabalho recente demonstrou que o aumento da produgdo de IL-17 é
detectada em pacientes com LES ¢ resultado da sintese excessiva de células T CD4 + e
de expansdo de CD3 + CD4 CD8 duplo negativos (DN) do grupo celulas T, além disso,
foi demonstrado que a IL-17 e IL-23 pode ser detectada nos rins de pacientes com
nefrite lapica sugerindo que estas citocinas podem contribuir para a lesdo renal (Pernis,
2009).

1.7.2 Estudos em modelos animais

Originalmente acreditava-se que o LES era dependente de IL-12, e assim, era
mediado por Thl, no entanto, a relevacdo de que a IL-12 partilha uma subunidade, a
p40, com uma citocina recentemente descoberta, a IL-23, e que esta nova citocina foi
necessaria para a indugdo da doenca e assim houve a preparacdo para a investigacdo do
Th17 em modelo animal (Perry, 2011; Cua, 2003; Murphy, 2003).

Mais Recentemente, varias linhas de pesquisa relataram aumento producdo de

IL-17 e as fung¢des de Th 17 em modelos murinos de lipus.
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BXD2 ¢ um dos 20 BXD recombinantes, modelo puro derivado de um
cruzamento entre C57BL/6J (B6) e DBA/2J. Estes camundongos desenvolvem lipus
espontaneamente e dependente da idade sindrome semelhante ao LES denotado por
producdo de anti-DNA e autoanticorpos de fator reumatoide, assim como a
esplenomegalia, a glomerulonefrite (GN) e artrite erosiva (Perry, 2011; Hsu, 2006,
Mountz, 2005). BXD2 células T CD4 + tém reforcado o desenvolvimento de Th 17 e
consequentemente aumentado o niveis séricos de IL-17 (Xie, 2011).

Além disso, a IL-17 secretadoras de células CD4+ foram demonstradas por
localizar centros germinativos (CGs) no bago do BXD2 (Hsu, 2008). Esta resposta
aumentada de IL-17 estava associada com o desenvolvimento de CG e maior
estabilidade no bago BXD2, em comparagdo com os controles B6. Bem como, BXD2
tem aumentado a quantidade de IL-17R e células B, essas células B tem ambos um
aumento basal e uma ativagdo de IL-17R induzida via NFxf, resultando em um
aumento de expressdo do regulador da proteina de sinalizacdo G (RGS) (Xie, 2010). As
células B BXD2 foram mostrado ter uma reduzida resposta quimiostatica de CXCL12 e
CXCL13, especialmente na presenca de IL-17 (Hsu, 2008; Xie, 2010). Este potencial
aumento de células B acumularam a producao de CXCL12 e CXCL13, tais como areas
ricas em células dendriticas foliculares, ¢ a causa provavel da formagdo GC melhorada
na espécie BDX2 (Cohen , 1991; Allen, 2007). Além disso, a produgdo simultanea de
IL-17 por células Th 17 em CGs promove ainda mais a célula B acumulacdo e
estabilidade CG (Hsu, 2008). Assim, a IL-17 tem um papel central na patogénese do
LES, observada neste modelo (Perry, 2011).

O modelo MRL / Ipr ¢ um tipo classico de lupus espontineo. Ela exibe uma
desordem linfoproliferativa que se manifesta com a producao de autoanticorpos, GN, e

acumulacdo de CD4-CDS8-duplo-negrativo T (DNT) células na periferia (Cohen 1991;
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Perry, 2011). MRL / lpr tém uma expansdo massiva de células T duplos negativos que
aumenta ao longo do desenvolvimento de um sindrome semelhante ao lupus
caracterizada pela producdo de anticorpos anti-DNA, GN, e dermatite (Nalbandian,
2009)

Uma mutacdo em Fas ¢ responsavel pelo fenotipo Ipr e € o principal contribuinte
funcional da patogénese deste modelo (Adachi, 1993; Kono, 2006). Recentemente, foi
demonstrado que as células deficientes em Fas DNT sdo capazes de produzir
quantidades significativas de IL-17 (Zhang, 2009). As células IL-17 e DNT foram
encontradas em bidpsias de rins de pacientes com nefrite lupica ativa. Estes dados
adicionados a estudos anteriores que mostraram que células DNT pode proporcionar
ajuda as células B e contribuem para o perfil anormal de autoanticorpos em pacientes
com LES. Além disso, demonstrou-se que o soro de pacientes com LES contém niveis
elevados ndo s6 de IL-17, mas também e de IL-23 (Zhang, 2009). Tomados em
conjunto, estes resultados sugerem que um eixo IL-23/IL-17 anormalmente ativada
pode estar contribuindo para a patogénese da nefrite lupica (Kyttaris, 2010; Zhang,
2009).

O modelo do rato SNF1, derivado da F1 da Nova Zelandia, uma linhagem pura,
desenvolve uma sindrome semelhante ao lipus espontdneo que pode ser acelerado por
imunizacdo de peptideos nucleosomal (Kaliyaperumal, 1996). Apds a inducdo da
doenga, os autoanticorpos sdo produzidos, ¢ GN com infiltracdo Th 17 € iniciado
( Kang, 2007). Curiosamente dose terapéuticas baixas de um peptido de histona
derivada tolerogénico causou aumento de TGF-f e diminui¢ao da expressao de IL-6 em
célula dendritica e resultou na melhoria da Treg funcional e uma redu¢o na infiltracdo
de Th 17 renal (Kang, 2007). O tratamento com anti-CD3 oral ou nasal também

melhora a producdo de autoanticorpos e nefrite, neste modelo, induzido por um
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subconjunto de células T reguladoras e reduzindo a produgdo de IL-17 por células Th
foliculares (Wu, 2008; Wu, 2009). Estes resultados indicam que terapias que regulam a
homeostase Treg/Th 17 em favor de Treg pode ser eficaz em moderagdo patogénese do
LES (Perry, 2011).

1.7.3 Estudos em humanos

Assim como nos modelos lapus murino, a evidéncia de um papel importante da
IL-17 no LES humano ¢ também de consideravel. Varios estudos recentes mostram que
o IL-17 no plasma e IL-17 produtoras de células T sdo aumentadas em pacientes com
LES (Mok, 2010; Crispin, 2008; Doreau, 2009; Shah, 2010; Wong, 2008; Chen, 2010).
Além disso, atividade e gravidade da doencas estdo associadas a produ¢do aumentada
de IL-17 (Doreau, 2009; Shah, 2010; Wong, 2008; Chen, 2010).

Estudos suportam um papel pro-inflamatorio da IL-17 em pacientes com LES
(Rana, 2012; Chen, 2010; Mok, 2010; Crispin, 2008; Wong, 2008; Dolff, 2010; Wong,
2009).

Em estudo recente com LESj, foi observado um aumento de IL-17 quando
comparado com controles sadios € uma associagdo do aumento de IL-17 com

manifestagdes cutdneas e hematologicas (Rana, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Existe apenas um estudo abordando o papel da IL-17 no LESj, portanto,
observou-se que a IL-17 tem um papel importante no LES e que mais estudos sdo

necessarios para confirmacao deste dado.
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2. HIPOTESES

1. Os niveis de IL-17 estdo aumentado em pacientes com LESj em relacdo a

controles saudaveis e familiares de primeiro grau.

2. Os niveis de IL-17 estdo aumentados em familiares de primeiro grau

comparados a controles saudaveis.

3. Niveis elevados de IL-17 estdo associados a atividade da doenga,

manifestagoes clinicas, e laboratoriais ¢ dano da doenca.
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4. OBJETIVOS

Determinar os niveis de IL-17 em pacientes e controles e correlacionar os niveis
de IL-17 com manifestagdes clinicas e laboratoriais apresentadas pelos pacientes com

LES;.
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5. PACIENTES E METODOS

5.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo transversal, com grupo controle.

5.2 Pacientes
Foram selecionados pacientes consecutivos com LESj seguidos no ambulatério
de Reumatologia Pediatrica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP cujas
manifestagdes clinicas e laboratoriais foram rotineiramente estudadas de acordo com
protocolo ja estabelecido.
Critérios de inclusdo
1. Foram incluidos pacientes com diagnostico de LES segundo os critérios
estabelecidos pelo ACR (Hochberg, 1997) e acompanhados rotineiramente
nos ambulatorios de Reumatologia da UNICAMP
2. Pacientes com idade de inicio da doencga < 16 anos
3. Pacientes que tinham, no minimo, 6 meses de acompanhamento nos

ambulatorios de Reumatologia da UNICAMP

Critérios de exclusdo
1. Foi excluido apenas um paciente que ndo concordou em participar da

pesquisa.

5.3 Seleciio dos familiares de primeiro grau
Este grupo foi constituido por familiares de primeiro grau dos pacientes com

LES;j ja selecionados anteriormente. Os familiares de primeiro grau, acompanhantes
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dos pacientes com LESj na visita clinica, foram convidados a participar do estudo apds
a consulta clinica e a coleta de sangue foi realizada no mesmo dia, ndo necessitando
outras visitas a0 HC/UNICAMP. Foram incluidos individuos sadios, sem infec¢do na

data da coleta de sangue e sem histdrico pessoal de doenga autoimune.

5.4 Selecao dos controles sadios

O grupo controle foi constituido por voluntarios sadios com idade e distribuigao
de género semelhante ao grupo de pacientes com LESj, que ndo apresentaram infecgdes
na data da coleta de sangue e que concordaram em participar do projeto de pesquisa.
Foram excluidos voluntarios com doencas autoimunes ¢ antecedentes familiares de
doencga autoimune. Os controles sadios foram recrutados apds esclarecimento do projeto

¢ assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

5.5 Termo de consentimento livre e esclarecido
Todos os pacientes e voluntarios foram previamente informados e assinaram o
TCLE, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas

da UNICAMP (n°1021/2010).

5.6 Anailise clinica-laboratorial

As variaveis clinicas, laboratoriais ¢ 0o uso de medica¢des foram analisadas na
inclusdo do paciente no estudo, apds os primeiros 6 meses de seguimento.
Manifestagdes pregressas foram analisadas através da revisdo do prontudrio médico.
Foram analisadas as seguintes manifestacdes clinicas, laboratoriais e de tratamento:
presenga de adinamia; emagrecimento (> 4 kg); febre (>37,8° C); artrite (ndo erosiva

em duas ou mais articulagdes periféricas, vista pelo médico); necrose asséptica
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(documentada por radiografia simples, cintilografia ou ressonancia magnética);
deformidades articulares (geralmente redutiveis vistas pelo médico); eritema malar
(eritema fixo sobre as eminéncias malares e/ou pregas naso-labiais); lesdes discoides
(placas eritematosas com descamacdo podendo ocorrer atrofia nas lesdes antigas);
alopécia; ulcera oral e/ou nasal (ulceragdo oral e/ou em nasofaringe, geralmente
dolorosa, observadas por médico); fotossensibilidade (rash cutineo resultado da
exposicdo a luz solar, relatado na histoéria clinica ou observada por médico); nefrite
(definida pela presenga de proteinuria maior que 0,5 g/l em 24 horas, aumento
progressivo de creatinina sérica ou ainda alteragdes histopatologicas quando
compativeis com nefrite lipica, segundo critérios da Organizagdo Mundial de Satde);
hipertensdo arterial: pressdo sistolica maior que 130 mmHg e/ou pressdo diastolica
maior que 85 mmHg; sindrome nefrotica (proteintria maior que 3 g/l em 24 horas);
serosite (presenca de pleurite, pericardite ou ambas documentada no exame clinico e por
imagem); outras manifestacdes pulmonares como hipertensdo pulmonar, pneumonite e
hemorragia pulmonar; outras manifestacdes cardiacas como miocardite, endocardite
propria do LES e infarto do miocardio; miopatia (revelada por fraqueza muscular,
alteracdes enzimaticas, alteragdes da bidopsia muscular e /ou da eletromiografia).

Outros fatores avaliados foram: envolvimento intestinal, hepatico, ¢ do sistema
reticulo-endotelial, presenga de tromboembolismo pulmonar e alteragdes oculares e a
presenga do fenémeno de Raynaud.

Tratamento prescrito no momento da retirada de sangue, bem como seus eventos
adversos relacionados ao uso de drogas, foi analisado através da revisdo dos
prontuarios. Doses orais e parenterais de corticosterdides foram analisadas e convertidas

para o equivalente em doses de prednisona.
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Os seguintes exames, solicitados rotineiramente no diagndstico e monitoramento
do LES foram realizados de acordo com as técnicas utilizadas no Laboratorio de
Patologia Clinica e no Laboratério de Investigagdo em Alergia e
Imunologia/UNICAMP. Foram considerados: leucopenia (< 4000 células/mm3);
linfopenia (<1500 cels/mm); anemia hemolitica (Coombs direto positivo);
trombocitopenia (< 100000 cels/mm); FAN (por imunofluorescéncia indireta, positivo
em titulos maiores que 1:80); anticorpo anti-dsDNA (por imunofluorescéncia indireta
com Crithidia luciliae como substrato) (Harris, 1987); anticorpo anti-Sm (por
imunodifusdo dupla); anticorpo anti-cardiolipina (por método imunoenzimatico);

anticoagulante ltipico (por TTPA e Russel) (Brandt, 1995).

5.7 Analise da atividade de doenca e dano

A atividade da doenca foi avaliada pelo Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDAI) e doenca foi considerada ativa quando a somatoéria de pontos
do SLEDALI foi igual e/ou superior a trés pontos (Bombardier, 1992; Yee, 2011). O
dano cumulativo foi avaliado através de um questionario especificamente desenvolvido
para este fim, o Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College
of Rheumatology Damage Index (SLICC/ACR-DI) (Gladman, 1997). O SDI consiste
em 38 itens ¢ a pontuacdo pode variar de 0 a 47 pontos. Foi considerada a presencga de

dano se a pontuagao foi igual e/ou superior a 1.

5.8 Manifestacoes do SNC
Todos os individuos completaram os Inventarios de Ansiedade (BAI) (Beck,
1988; Cunha, 2001) e Depressdo de Beck (BDI) (Beck, 1961; Cunha, 2001). Para

pacientes com menos de 16 anos foi aplicado o Inventario de Depressdo Infantil (CDI)
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(Kovacs, 1985; Cunha, 2001). Essas escalas consistem em 21 itens, cada um
descrevendo um sintoma comum a ansiedade/ depressao. O entrevistado foi convidado a
avaliar o quanto ele ou ela foi incomodado por cada sintoma durante o més passado em
uma escala de 4 pontos variando de 0 a 3. Os itens s@o somados para obter uma
pontuacdo total que pode variar de 0 a 63. Os valores de corte utilizados para o
BDI/CDI sdo: 0-13: sem depressdo / minimo; 14-19: depressdo leve; 20-28: depressdo
moderada e 29-63: depressao grave e para o BAI: 0-7: ndo / nivel minimo de ansiedade;

15/08: ansiedade leve; 16-25: ansiedade moderada; 26-63: ansiedade severa.

5.9 Tratamento

Foram consideradas as medicagdes prescritas na data da coleta da amostra
sanguinea do paciente. As medicagdes consideradas foram prednisona,
hidroxicloroquina e outras drogas imunossupressivas (azatioprina, ciclofosfamida,

ciclosporina, metotrexato e micofenolato mofetil).

5.10 Investigacao laboratorial

Foi coletado um total de 8 mL de sangue venoso de cada paciente, no centro de
coleta, em conjunto com os exames de rotina solicitados regularmente para avaliagdo de
atividade de doenga. A coleta de sangue dos familiares/controles foi realizada em no
mesmo dia da coleta do paciente.

As amostras de sangue, ap6s coagulacdo em temperatura ambiente de 30
minutos, foram centrifugadas, aliquotadas e conservadas a —80°C, para posterior analise

no Laboratério de Reumatologia FCM/UNICAMP.
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Foram dosados os niveis de IL-17 pelo método de Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA), conforme previamente apresentado na literatura e descritos a
seguir.

5.10.1 Técnica de ELISA
AMOSTRA: Soro; colhido em tudo seco com gel. Coagulagdo a temperatura ambiente
durante 30 min. Centrifugacao a 4000 rpm por 10 min.

PREPARO DE REAGENTES:

1. Solugdo de lavagem: Dilui-se 100 mL do concentrado em agua destilada ou
deionizada para um volume final de 1000 mL.

2. Substrato: Reconstituiu-se o substrato liofilizado com 6,0 mL de diluente de
substrato, pelo menos, 10 minutos antes de usar. Tampou-se novamente o
frasco e homogeneizar.

3. Reconstituiu-se o amplificador liofilizado com de 6,0 mL de diluente do
amplificador, pelo menos 10 minutos antes de usar. Tampou-se novamente o
frasco e homogeneizar.

4. Padrdo: Reconstituiu-se o padrdo com o volume de diluente Calibrador
impressa no rotulo do frasco do padrdo para produzir uma solugdo estoque.
Agitou-se. Esta reconstitui¢do produziu uma solugdo de 1X. Preparou-se 15
minutos antes das demais dilui¢des.

a. Usou-se tubos de polipropileno. Pipetou-se 500 uL de Calibrador
Diluente cada tubo. Usou-se o estoque solugdo para produzir uma série de
dilui¢do (abaixo). Misturou-se cuidadosamente cada tubo antes da proxima
transferéncia. O padrdo diluido serviu de padrio elevado. Calibrador
Diluente serviu como padrao zero (0 pg/mL).

PROCEDIMENTO:
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Preparou-se todos os reagentes, amostras e padroes de trabalho, conforme
indicado nas sec¢des anteriores.

Definiu-se a quantidade necessaria de tiras na microplaca. O excesso de tiras
foi guardado na embalagem e fechada para posteriores analises.
Adicionou-se 50 puL de Diluente de amostra em todos 0s pocos.
Adicionou-se 200 pL de padrdo, amostra ou controle em cada pogo. Cobriu-
se com a fita adesiva fornecida. Incubou-se por 3 horas a temperatura
ambiente.

Lavagem

a. Removeu-se o liquido dos pogos por aspiragdo ou invertendo a placa e
descartando o conteudo.

b. Retirou-se o excesso de liquido, segurando firmemente a placa e batendo
a placa invertida em toalha de papel limpa (5X).

c. Encheu-se cada poco com 400 pL de tampao de lavagem usando
multicanal automatica.

d. Removeu-se o liquido dos pocos por aspiragdo ou invertendo a placa e
descartando o contetdo.

e. Repetiu-se os passos b, ¢, d 5X para um total de seis lavagens. Apos a
ultima lavagem, bateu-se bem sobre o papel toalha para garantir eliminagdo
completa do tampao de lavagem.

Adicionou-se 200 uL de Conjugado em cada pogo. Cubriu-se com uma fita
adesiva nova. Incubou-se por 2 horas a temperatura ambiente.

Repetiu-se a lavagem como no passo 5.
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8. Adicionou-se 50 uL de substrato em cada pogo. Cubriu-se com uma fita
adesiva nova. Incubou-se durante uma lhora a temperatura ambiente. Apos
incubac¢@o a placa ndo foi lavada.

9. Adicionou-se 50 pL de amplificador em cada poco. Cobriu-se com uma fita
adesiva nova. Incubou-se durante 30 minutos em temperatura ambiente.
Obs.: A adicdo de Amplificador iniciou o desenvolvimento da cor da
solug@o. Apoés incubacdo a placa ndo foi lavada.

10.  Adicionou-se 50 pL de solugdo de parada a cada pogo. Adigdo de solugao de
parada ndo afetou a cor dos pocos.

11.  Determinou-se a densidade optica de cada pogo dentro de 30 minutos,
usando uma leitora de microplacas ajustada para 490 nm.

5.10.2 Obtencao de resultados

Ap6s obtencdo da média das duplicatas (absorbancia), foi subtraida a média do
padrdo zero. A curva padrdo foi desenhada a partir da densidade Optica (absorbéncia) e
as concentragdes dos padrdes ja conhecidos. Os dados puderam ser linearizados por
log/log.

Para determinar a concentracdo de cada citocina de cada amostra, primeiro,
encontrou-se o valor da absorbancia no eixo-y e estendeu-se uma linha horizontal para a
curva padrdo. No ponto de intersecgdo, estendeu-se uma linha vertical para o eixo-x e

leu-se a concentragdo correspondente a citocina.

5.11 Analise estatistica

As variaveis numéricas foram avaliadas pelo teste de Shapiro-Wilks para

determinar a normalidade
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Os resultados foram analisados através de teste ndo-paramétricos. O Teste
Kruskal-Wallis foi usado para comparar os niveis das citocinas entre os 3 grupos, a
correlacdo de Spearman foi usada para correlacionar as varidveis continuas [niveis das
citocinas e SLEDAI, SLICC/ACR (DI), BDI e BAI]. Para todas as analises, p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Dados demograficos

Foram incluidos 67 pacientes consecutivos com LESj. Sessenta e um (91,04%)

eram do sexo feminino com idade mediana de 18 (intervalo 11-31). Tempo de duracdo

doenca foi de 5 anos (intervalo 0-26 anos).Cinquenta e cinco familiares de primeiro

grau com idade mediana de 40 anos (intervalo 29-52) foram incluidos. O grupo controle

foi constituido por 47 voluntarios sadios (42 mulheres) com idade mediana de 19

(intervalo 6-30) (Tabela 3). Pacientes e controles tinham idade e sexo similar.

Familiares de primeiro grau eram significativamente mais velhos conforme esperado

(p<0,05).

Tabela 3: Caracteristicas demograficas, clinicas e resultados

Pacientes LESj Familiares de Controle
N=67 pirmeiro grau saudaveis
N=55 N=47
Sexo
Feminino 61 (91.04%) 50 (90.90%) 42 (89.36%)
Idade atual (anos) 18 40%* 19
(em mediana) (intervalo 11-31) (intervalo 29-52) | (intervalo 6-30)
Tempo de doenga (anos) 5 - -

(em mediana)

(intervalo 0-25)

SLEDAI
Doenca ativa N=35
Doenca inativa N=32

( em mediana)

4 (intervalo 0-24)
8 (intervalo 4-24)
0 (intervalo 0-2)

SDI

(em mediana)

0 (intervalo 0-3)
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Tratamento

Sem medicagdo 6 (8.9%)
Com medicagdo 61 (91.1%)
IL-17 (pg/ml) 36.3% 32.22 29.47
(em mediana) (17.36-105.92) ( 18.93-88.54) (15.16-62.17)
*P<0.05

6.2 Caracteristicas clinicas, laboratoriais e tratamento

No momento de entrada no estudo, 35 (52,2%) pacientes com LESj tinham

doenca ativa (SLEDAI >3), com pontuacdo mediana de SLEDAI de 8 (intervalo 4-24).

Pacientes com doenga inativa [N = 32 (47,7%)] tinham uma pontuagdo mediana de

SLEDALI de 0 (intervalo 0-2). No dia da consulta os pacientes com LESj, apresentaram

nefrite ativa (35,8%), rash malar novo (8,9%), alopécia (4,5%) e vasculite cutanea

(4,5%) foram as manifestacdes clinicas mais frequentemente observadas (Tabela 4).

Tabela 4: Manifestacdes clinicas apresentadas pelo pacientes com LES;

Pacientes LESj
Manifestacées Clinicas
N=67

Alopécia 3 (4,5%)

Nefrite 24 (35,8%)

Rash Malar 6 (8,9%)

Serosite 3 (4,5%)

Vasculite 3 (4,5%)

No que diz respeito aos transtornos de humor e ansiedade, observamos que 16

(24%) pacientes apresentaram sintomas leves de ansiedade, 6 (9%) pacientes

apresentaram sintomas moderados e 4 (6%) pacientes tinham sintomas graves de
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ansiedade. Em relagdo a depressdo, observamos que 5 (8%) pacientes tinham sintomas
de depressdo leve, 1 (1%) paciente foi considerado com sintomas moderados ¢ 2 (3%)
pacientes foram considerados como depressao severa.

Na data da coleta de sangue, 6 (9%) pacientes estavam sem qualquer medicagao.
Cinquenta e nove (88%) pacientes estavam em uso de prednisona, 38 (57%)
hidroxicloroquina e 26 (39%) pacientes estavam em uso de outras drogas

imunossupressoras (Tabela 3).

6.3 Dosagem dos niveis séricos de IL-17

A mediana do nivel serologico de IL-17 foi de 36.3 (intervalo 17.36-105.92)
pg/mL em pacientes LESj e 29.47 (intervalo 15.16-62.17) pg/mL, os niveis de 1L-17
foram significativamente maiores em pacientes com LESj quando comparados a
controles sadios (p=0,009). Nao houve diferenga significativa nos niveis de IL-17 entre
pacientes e familiares de primeiro grau 32.22 (intervalo 18.93-88.54) pg/mL (p=0,41).
Nao observamos diferenga significativa nos niveis de IL-17 entre familiares de primeiro
grau e controles sadios (p=0,11) (Grafico 1).

Os niveis de IL-17 estavam significativamente aumentados em pacientes LES;j
que apresentava migranea no dia da coleta de sangue (p = 0,03), em pacientes com
nefrite ativo (p = 0,01) e em pacientes com febre (p=0,05), porém apenas um paciente
estava com febre no dia da coleta e ndo podemos dizer se esta relacionado com a IL-17
.No entanto, os niveis de IL-17 ndo foram associados com a atividade da doenca (p =
0,32), dano cumulativo (p = 0,34), medica¢do (p = 0,63), ansiedade (p = 0,42) e

depressdo (p = 0,42) (Tabela 5, 6 ¢ 7).
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Tabela 5: Niveis de IL-17 em relagdo as manifestagdes clinicas

Manifestacoes Clinicas Mediana IQR P
Rash Malar 0,5
Sim (N=6) 37,11 10,28
Nao (N=61) 36,30 12,66
Alopécia 0,1
Sim (N=3) 29,47 12,26
Nao (N=64) 36,30 12,26
Manifestacao Cutanea 0,2
Sim (N=8) 33,16 12,93
Nao (N=59) 36,30 12,78
Febre 0,05*
Sim (N=1) 36,30 12,78
Nao (N=66) 31,52 12,10
Nefrite 0,01*
Sim (N=24)
Nao (N=43) 36,86 16,41

21,31 11,60
Vasculite 0,9
Sim (N=4)
Nao (N=63) 39,49 12,55

35,27 12,55

*p>0,05
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Tabela 6: Niveis de IL-17 em relagdo a atividade da doenga e dano cumulativo

Atividade /Dano Mediana IQR |
SLEDAI 0,3
>3 (N=35)
<3 (N=32) 34,91 13,48

36,30 13,89
SDI 0,3
>1 (N=22)
<1 (N=45) 34,55 12,63

36,30 11,92

Tabela 7: Niveis de IL-17 em relagdo a manifestagdes neuropsiquiatricas

Manifestacio Neuropsiquiatrica Mediana IQR P
BAI 0,4
Sim (N=26)
Nao(N=41) 36,86 10,90

38,05 11,67
BDI 0,4
Sim (N=8)
Nao (N=59) 36,58 9,29

36,88 11,85
Migranea 0,03*
Sim (N=3) 36,58 13,55
Nao (N=64) 28,33 12,12

*p>0,05
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Grafico 1: Niveis de 1L-17 nos grupos avaliados



7. DISCUSSAO

Th 17 foi identificado como novo subconjunto de células T e a IL-17 foi
inicialmente descrita como um produto ativo de CD4 + memoéria de células T, as
citocinas de assinatura secretadas pelas células Th17 incluem IL-17A, IL-17F, IL-21 e
IL- 22 (Chen, 2010; Okada, 2012; Yap, 2010). Este conjunto de citocinas podem
estimular os linfocitos B, e partir para inflamag@o local e lesdo tecidual levando a
patogénese do LES. Evidéncias que apoiam o papel da IL-17 na patogenia da LES sdo
encontrados em estudos com humano ¢ em modelo animal (Yap, 2010; Zhang,2009).

A IL-17 foi descrita com frequéncia como uma citocina pro-inflamatoéria, devido
a sua expressdao em lesdes de pacientes com doengas inflamatorias cronicas ¢ a sua
inducdo da inflamacao (Zhao, 2010; Mok, 2010).

Observamos um aumento do nivel de IL-17 em pacientes LESj quando
comparados com controles saudaveis. Nossos dados também corroboram alguns estudos
em pacientes adultos com LES (Crispin, 2010; Chen, 2010; Zhao, 2010; Mok, 2010;
Wong, 2008; Dolff, 2010; Wong, 2009; Gigante, 2011). Outro estudo que utilizou
apenas os pacientes com LESj também encontrou um aumento no nivel de IL-17 em
pacientes comparados com controles saudaveis (Rana, 2012).

A associagdo entre os niveis de IL-17 e atividade da doenga ainda é controversa.
Enquanto alguns estudos observaram uma associa¢do positiva (Rana, 2012; Chen, 2010,
Wong, 2008; Dolff, 2010; Wong, 2009; Gigante, 2011),0 nosso e outros estudos ndo
observaram essa associagcdo (Zhao, 2010; Mok 2010). Esta diversidade de resultados
podem ser explicados pela heterogeneidade das manifestagdes clinicas e laboratoriais no
LES, o tamanho diferente das amostras nos estudos citados acima e para variacdes no

principio e sensibilidade dos testes ELISA.
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Detectamos niveis mais elevados de IL-17 em pacientes com LESj e nefrite.
Nossos dados estdo de acordo com estudos anteriores que sugerem que a IL-17 pode
contribuir para a patogénese da lesdo renal em pacientes com LES (Mok, 2010; Dolff,
2010; Dong, 2006). O suporte para o papel patogénico da IL-17, deriva do fato de que a
IL-17 produtoras de células T foram observadas em rins de pacientes com nefrite lupica
(Crispin, 2008). IL-17 ¢ produzida principalmente por células CD4 +, CD8 +, CD4-
/CD8- ey / & células T e células Th17. Na nefrite lapica humana, foi relatado que a IL-
17 produtora células T migram para o rim e contribuir para o processo inflamatorio
(Mok, 2010; Crispin, 2008; Miyake, 2011). Por outro lado, um estudo recente com
pacientes com LESj ndo observou uma associac@o entre a IL-17 e nefrite (Rana, 2012).
Isto pode ser devido ao pequeno numero de pacientes incluidos (Rana, 2012).

Estudos em modelos animais tém demonstrado que as células T que expressam
IL-17 infiltram nos rins de pacientes com LES. Uma parte significativa destas células
sdo CD3 + CD4-CDS8- DNT (Zhang, 2009). Este estudo recente, mostrou que as células
de DNT MRL / Ipr expressam quantidades elevadas de IL-17 e que a doenca piora
progressivamente, a expressdo do receptor IL-17 e da IL-23 em linfécitos destes ratos
aumenta (Zhang, 2009).

Em outro estudo, foi observado que a IL-23R camundongos deficientes
propensos lupus C57BL/6-1pr/lpr apresentam diminui¢do do nimero de células CD3 +
CD42CD82 e IL-17* células produtoras nos ganglios linfaticos e produzem menos anti-
DNA. O documento apresentado demonstra a importancia da IL-23R na sinalizagdo
mediadas no desenvolvimento de nefrite lipica e impelir a consideracdo dos bioldgicos
apropriados para o tratamento da doenca (Kyttaris, 2010).

Estudo recente demonstrou que as células Thl7 reagem na barreira HE,

autoantigenos, e manifesta uma maior capacidade de migracdo para o SNC parénquima
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em comparagdo com outras subpopula¢des de células T, devido a sua capacidade de
penetrar a barreira hematologica do cérebro (Okada, 2012). Envolvimento do SNC em
pacientes LESj ¢é frequentemente observada (Postal, 2011). Em nosso estudo,
observamos uma associagdo entre aumento dos niveis de IL-17 e migranea. Nao ha
estudos na literatura que associa o aumento dos niveis de IL-17 com migranea, no
entanto, ndo ha dados na literatura explorando esta associacdo no LESj até agora.
Estudo anterior demonstrou uma associacdo entre transtornos de humor e IL-17, mas
ndo observamos este achado em nosso estudo (Liu, 2012; Vieira, 2010). Em um estudo
com pacientes com artrite reumatdide com niveis elevados de IL-17 foi demonstrado
que em pacientes com ansiedade aumentada e os niveis de IL-17 foram
independentemente associados com maior escore de ansiedade (Liu, 2012). Outro
estudo que analisou os niveis de IL-17 em pacientes com transtornos de humor através
de cultura de células, observaram nestes pacientes, os niveis de IL-17 era aumentados
quando comparados aos controles saudaveis (Vieira, 2010).

Um recente estudo com LESj observou uma correlagdo entre os niveis de IL-17
e atividade da doenca, manifestacdes cutaneas e hematoldgicas (Rana, 2012). Nos ndo
observamos nenhum destes achados em nosso estudo. Isto pode ser explicado pela
diversidade de manifestagdes do LES e diferenca de amostras, ao passo que no nosso
estudo tinham um maior nimero de pacientes

Como observado em estudos anteriores, ndo observamos diferencas em niveis de

IL-17 de acordo com o0 uso ou ndo de medicamentos (Zhao, 2010; Cheng, 2009).
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8. CONCLUSOES

1. Niveis de IL-17 estdo mais elevados em pacientes com LESj quando comparados

com controles saudaveis. Nao observamos diferenca significativa nos niveis dos

pacientes com LESj quando comparados com familiares de primeiro grau.

2. Niveis mais elevados de IL-17 associou-se a presenca de migranea e nefrite.

3. A IL-17 pode ser um biomarcador no LES, porém estudos longitudinais sdo

necessarios para determinar o seu papel no LES;
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10. Apéndice

10. 1 Apéndice 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que
fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com
lupus eritematoso sistémico juvenil. O objetivo geral do estudo é o de determinar a
utilidade de exames especificos de sangue no Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil e
correlacionar as alteracdes encontradas a atividade da doenca, a manifestacdes clinicas
diversas como dor de cabega e problemas de memoria. A identificagdo e quantificacdo
dessas anormalidades no cérebro, pode eventualmente melhorar o diagnostico e levar a
um melhor tratamento desta doenca. As informagdes médicas a meu respeito que forem
obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que
trabalham com diversos tipos de doencas reumatologicas, podendo, assim, ser
utilizadas, eventualmente, para outros fins de pesquisa sobre Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil. O sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos através da
utilizagdo de um ntimero de codigo para a identificagdo dos individuos participantes.

A coleta de sangue sera realizada em um dos bracos no dia da sua coleta de sangue no
centro de coleta. E importante ter varias amostras ao longo de sua doenca para comparar
a atividade do lupus.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha familia.
Responderei a um questiondrio para avaliar a presenga de depressdo, ansiedade e
qualidade de vida. Eu serei submetido a um exame fisico, neuroldgico e um teste para
diagnostico de distarbios cognitivos para estabelecer meu estado clinico e cognitivo.
Hospitalizacao ndo sera necessaria.

Uma amostra de sangue venoso serd colhida (10 ml, o equivalente a uma colher de
sopa) a cada visita ao ambulatério e na ocasido da sua coleta de sangue de rotina que
sdo pedidos para cada visita no ambulatério de reumatologia. O sangue sera identificado
por um numero e serd congelado. Este estudo tera duracdo de 2 anos. Os exames
poderao ser feitos durante um periodo maximo de 30 anos apos a coleta. As células que
por ventura forem isoladas do meu sangue serdo preservadas para utilizagdo durante
todo o estudo e depois que ele se completar serdo destruidas.
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Nao vai haver nenhuma forma de reembolso de dinheiro, ja que com a participagdo na
pesquisa vocé ndo vai ter nenhum gasto

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse
estudo e que o meu diagndstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo
modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer
vantagens para os individuos com Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil, possibilitando
um melhor diagnostico e um tratamento mais adequado. Os resultados do meu exame de
sangue ficardo a disposicdo dos médicos responsaveis pelo meu tratamento, ¢ poderdo
ser uteis no futuro.

RISCO E DESCONFORTO:

Os riscos associados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que sera realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

SIGILO:

Eu entendo que todas as informagdes médicas decorrentes desse projeto de
pesquisa fardo parte do meu prontuario médico e serdo submetidos aos regulamentos do
HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informacdo médica. Se os resultados ou
informagodes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum
nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informacées adicionais relativas ao estudo
a qualquer momento. A Dra Simone Appenzeller, tel (019) 3521-7372 estara
disponivel para responder minhas questdes e preocupacées. Em caso de recurso,
davidas ou reclamacdes contactar a secretaria da Comissio de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3521-8942

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participag@o ¢ voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participa¢ao no estudo a
qualquer momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou
receberei no futuro no HC- UNICAMP.
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Eu confirmo que

Dr(a).

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os
riscos, desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Euli e
compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno acordo em participar

desse estudo.

o(a)

HC: Idade:
Nome do participante e responsavel (se necessario)
Assinatura do participante ou responsavel data
Nome da testemunha
Assinatura da testemunha data

Telefone de contato:

Endereco:

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens

que
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poderao advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a

fornecer uma copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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Abstract

Objectives: To determine the sera IL-17 levels in childhood-onset systemic lupus
erythematosus (cSLE) patients and to evaluate the association between IL-17 and
clinical manifestations, disease activity, laboratory findings and treatment.

Methods: We included 67 consecutive cSLE patients [61 women; median age of 18
years (range 11-31)], 55 first-degree relatives [SO0 women; median age of 40 years
(range 29-52)] and 47 healthy controls [42 women; median age of 19 years (range 6-
30)] matched for age and sex. cSLE patients SLE patients were assessed for clinical and
laboratory SLE manifestations, disease activity [SLE Disease Activity Index
(SLEDAI)], cumulative damage [Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index (SDI)] and current drug.
Mood and anxiety disorders were determined through Beck Depression and Anxiety
Inventory (BAI and BDI). Sera IL-17 levels were measured by enzyme-linked
immunoabsorbent assay (ELISA) using commercial kits. Results: The mean sera IL-17
level was 36.3 (range 17.36-105.92) pg/mL in cSLE patients and 29.47 (range 15.16-
62.17) pg/mL in healthy controls (p=0.009). We observed an association between sera
IL-17 levels and migraine (p=0.03), and active nephritis (p=0.01). Sera IL-17 levels
were not associated with disease activity (p=0.32), cumulative damage (p=0.34),
medication (p=0.63), anxiety (p=0.42) and depression (p=0.42). Conclusion: IL-17 is
increased in cSLE and may play a role in the pathogenesis of neuropsychiatric and renal
manifestations. Longitudinal studies are necessary to determine the role of IL-17 in

cSLE.

86



Introduction

Interleukin-17 (IL-17) is a potent pro-inflammatory cytokine produced by
activated T lymphocytes (1). These Thl7 cells are, in fact, a subset of CD4" T
lymphocytes named after its hallmark cytokine IL-17 (2). It represents the prototype of
a recently identified family of cytokines that comprises six members (IL-17A, IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-17F) and five receptors (IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-
17RD, IL-17RE) and the production of IL-17 is stimulated by I1L-23 (3).

IL-17 promotes inflammation by inducing local secretion of chemokines and
cytokines (4). It is essential for the clearance of certain pathogens, such as bacteria and
fungi. Moreover, it has been linked to the instigation of immune mediated organ
damage in the context of several autoimmune diseases (3). Evidence indicates that
production of IL-17 is abnormal in patients with systemic lupus erythematosus (SLE)
(4-9, 21,22). IL-17 levels are increased in SLE sera and correlate disease activity (9, 27,
28,29,30). In addition, it has been shown that the frequency of IL-17-producing T cells
is increased in the peripheral blood of SLE patients (4,6).

SLE is a heterogenic autoimmune inflammatory disease (5, 7), characterized by
a wide spectrum of clinical manifestations and abundant production of high titer
autoantibodies directed towards nuclear autoantigens (8). Although the pathogenesis of
SLE is not completely clear; genetic, environmental and hormonal factors play a key
role in susceptibility and heterogeneous clinical manifestations (5).

Childhood-onset SLE (cSLE) has a clinically different phenotype than the adult
onset disease (9). For instance, cSLE patients have increased involvement of the kidney
and central nervous system (10). This could be due to an exaggerated proinflammatory

cytokine milieu in cSLE (9). Its levels are increased in SLE sera and correlate with SLE
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disease activity. Moreover, the frequency of IL-17-producing T cells is increased in the
peripheral blood of patients with SLE. (4,6).

A recent study demonstrated increased sera IL-17 levels in cSLE patients
compared to healthy controls. This study found an association of increased levels of IL-
17 with active disease, cutaneous manifestations and hematological manifestations (9).

The aim of our study was to determine the sera IL-17 levels in cSLE patients,
their first-degree relatives and healthy controls. In addition, we evaluated the

association of IL-17 with disease activity, laboratory findings and treatment features.
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Methods
Subjects

Sixty-seven consecutive cSLE patients followed at the Pediatric Rheumatology
Unit of the State University of Campinas were invited to participate in this cross-
sectional study. Patients were included in the present study if they: (i) fulfilled at least
four of the American College of Rheumatology criteria (11), (ii) were younger than 16
years of age at disease onset, and (iii) had a follow-up duration of at least 6 months.
Forty-seven first-degree relatives were included in this study. Fifty-five healthy controls
without a history of any chronic disease (including personal history of autoimmune
diseases) were included as control groups. The healthy controls were matched for age,
sex and demographic background. This study was approved by the ethics committee at
our institution, and informed written consent was obtained from each participant and/or
legal guardian.

Clinical, laboratory and treatment features

The medical histories, clinical and serological features of each patient were
taken from a special computer database. The variables included in this database are
onset of disease (defined as the age at which the first symptoms clearly attributable to
SLE occurred), age at diagnosis (defined as the age at which the patients fulfilled four
or more of the 1982 revised criteria for the classification of SLE (12); and follow-up
time, defined as the time from disease onset until July 2011.

All clinical manifestations and laboratory findings were recorded on the day of
blood withdrawal. Active nephritis was diagnosed on the basis of renal items of the
SLEDAI (proteinuria exceeding 0.5 g/L, abnormal urinary sediment, low complement
levels). Nephrotic syndrome was defined as proteinuria in excess of 3 g/day.

Hematological abnormalities were ascribed to lupus only in the absence of bone-
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marrow suppression (leukopenia <4000 cells/mm’, thrombocytopenia <100,000
cells/mm”, and hemolytic anemia). We also assessed the presence of malar rash, discoid
lesions, subacute cutaneous lesions, cutaneous vasculitis, photosensitivity, oral ulcers,
arthritis, and serositis. Neurological and psychiatric involvement was defined according
to the ACR guidelines (11).

The treatment prescribed at the time of blood withdrawal and any adverse events
related to medication use were recorded. Doses of oral and parenteral corticosteroids
were analyzed and converted to the equivalent doses of prednisone.

Antinuclear antibodies (ANA) were determined by indirect immunoflurescence
using HEp-2 cells as substrate, and regarded as positive if higher than 1:40. Double-
stranded DNA (dsDNA) antibodies were determined by indirect immunoflurescence
using Crithidia as substrate and considered positive if higher than 1:10. Precipitating
antibodies to extractable nuclear antigens (ENA), including Ro (SSA), La (SSB), and
Sm were detected by a standardized enzyme-linked immunosorbentassay (ELISA)
method, and considered positive if higher than 1:80. Rheumatoid factor (RF) was
detected by nefelometry, and regarded as positive if higher than 10 Ul/ml.
Anticardiolipin antibodies (aCL) of the IgG and IgM isotypes were measured by ELISA
method (13). The lupus anticoagulant (LA) activity was detected by coagulation assays
in platelet-free plasma obtained by double centrifugation, following the
recommendation of the subcommittee on LA of the Scientific and Standardization
Committee of the International Society of Thrombosis and Homeostasis (14). These
measurements were carried out twice, at an interval of 12 weeks.

Diseases Activity/ Cumulative Damage Evaluation
Disease activity was measured by the Systemic Lupus Erythematosus Disease

Activity Index (SLEDAI) (15). SLEDAI consists of 24 weighted items grouped into 9
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domains, or organ systems. SLEDAI scores range between 0 and 105. Scores greater
than 3 were considered active disease (16).

Cumulative SLE-related damage was determined in all patients using the
Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC)/ACR Damage Index (SDI)
at time of blood withdrawal. SDI score ranges from 0 to 47. Damage was considered if
scores > 1 (17).

Mood and anxiety evaluation

All subjects completed the Beck Depression Inventory (BDI) (18) and Beck
Anxiety Inventory (BAI) (19) at study entry. For patients under sixteen years old,
Children's Depression Inventory (CDI) was applied. These scales consist of 21 items,
each describing a common symptom of depression/anxiety. The respondent is asked to
rate how much he or she has been bothered by each symptom over the past month on a
4-point scale ranging from 0 to 3. The items are summed to obtain a total score that can
range from 0 to 63. The cutoffs used for the BDI are: 0—13: no/minimal depression; 14—
19: mild depression; 20—28: moderate depression; and 29—-63: severe depression and for
the BAI: 0-7: no/minimal level of anxiety; 8-15: mild anxiety; 16-25: moderate anxiety;

26-63: severe anxiety. The cutoff used for CDI was 17.

IL-17 assay

A blood sample was collected from all participants, centrifuged at 3000 rpm for
15 min after being allowed to clot for 30 min at room temperature. Separated sera were
kept in aliquots at —80°C until the time of assay. None of the samples was taken during
an episode of acute or chronic infection (20). Sera IL-17 levels were measured by

ELISA, using commercially available kits from R&D Systems (London, UK), carried
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out in accordance with the manufacturer’s instructions. The detection range for IL-17

was 31.2-2000 pg/ml with a sensitivity of 15 pg/ml (human IL-17 kit).

Statistical analysis

Kruskal-Wallis test was used to compare cytokines levels between groups.
Spearman’s correlation was used to correlate continuous variables (e.g. cytokines levels
and SLEDAI, SDI, BDI and BAI scores). Cytokine levels and categorical variables
were compared by Mann—Whitney U test. We use the Systat 12 program to perform

the statistics. The level of significance was set to P<(.05.
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Results

Demographics

We included 67 consecutive cSLE patients. Sixty-one (91.04%) were female
with a median age of 18 years (range 11-31). Disease duration was 5 years (range 0-
26). We included 55 first-degree relatives with a median age of 40 years (range 29-52).
The control group consisted of 47 healthy volunteers (42 women) with a median age of
19 (range 6-30). Patients and healthy controls were statistically comparable in terms of

age and sex (Table 1).

Clinical, laboratory and treatment features

At the time of study entry, 35 (52.2%) cSLE patients had active disease
(SLEDAI<3) with median SLEDAI scores of 8 (range 4-24). Patients with inactive
disease [N = 32 (47.8%)] had a median SLEDAI score of 0 [(range 0-2)]. Active
nephritis (35.8%), new malar rash (8.9%), new alopecia (4.5%), cutaneous vasculitis
(4.5%) and migraine (4.5%) were the most frequently observed clinical manifestations.

At the time of blood withdrawal, 6 (8.9%) patients were not taking any
medication. Fifty-nine (88%) patients were receiving prednisone, 38 (57%) were
receiving hydroxychloroquine, and 26 (39%) patients were receiving other
immunosuppressive drugs.

With regard to mood and anxiety disorders, we found that 41 (61%) patients
cSLE showed no anxiety symptoms, 16 (24%) had mild symptoms, 6 (9%) had
moderate symptoms and 4 (6%) had severe symptoms anxiety. As for depression, we
found that 59 (88%) patients cSLE showed no symptoms of depression, 5 (8%) were
considered to have mild depression, 1 (1%) were considered moderate depression and 2

(3%) were considered depression severe
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IL-17 Assay

The median sera IL-17 level was 36.3 (range 17.36-105.92) pg/mL in cSLE
patients and 29.47 (15.16-62.17) pg/mL in healthy controls (p=0.009). There was no
difference between the sera level of patients and first-degree relatives 32.22 (18.93-
88.54) pg/mL (p=0.41). There was also no significant difference between healthy

controls and first-degree relatives (p=0.11).

Sera IL-17 levels were significantly increased in ¢cSLE patients with migraine
(p=0.03) and in patients with active nephritis (p=0.01). However, sera IL-17 levels were
not associated with disease activity (p=0.32), cumulative damage (p=0.34), anxiety
(p=0.42) and depression (p=0.42). Sera IL-17 levels did not differ between patients with
and without immunosuppressants (p=0.63). When analyzing each individual

medication, we also did not observe any association.
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Discussion

Recently, Th17 cell was identified as new T cell subset, the signature cytokines
secreted by the Th17 cells include IL-17A, IL-17F, IL-21, and IL-22 (2,21,22). This
array of cytokines can stimulate B lymphocytes, and set off local inflammation and
tissue injury leading to the pathogenesis of SLE. Evidences supporting the role of IL-17

in SLE pathogenesis are found in human lupus and also in an animal model (2,23).

IL-17 and other Th17 cytokines have been most commonly described as a
proinflammatory cytokine due to its expression in lesions of patients with chronic
inflammatory diseases and its induction of inflammation (24,25). A significant fraction
of the IL-17 produced in SLE patients derives from double negative (DN) TCR-
af+CD4-CD8— T cells (26). DN T cells represent a small T cell subset in healthy
individuals. These cells are expanded in peripheral blood of SLE patients and produce
proinflammatory chemokines and cytokines including IL-17, IFN-y, and IL-1pB (26). We
observe an increase in sera IL-17 levels in cSLE patients compared to healthy controls.
Our data also corroborate some studies in adult SLE patients (6,21,24,25, 27). Another
study using only c¢SLE patients also found an increase in IL-17 in patients compared

with healthy controls (9).

Several studies observed increased IL-17 levels in SLE patients
(9,21,27,28,29,30). The association between IL-17 levels and disease activity is still
controversial (9, 21, 27, 28,29,30). Whereas some studies observed a positive
association, our study corroborated with other studies that found no association between
IL-17 levels and disease activity (24,25). This diversity of findings may be explained by

the heterogeneity of clinical and laboratory manifestations in SLE, the different sample
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size in the above mentioned studies and to variations in principle and sensitivity of the

ELISA tests.

We detected higher levels of IL-17 in SLE patients with nephritis. Our data are
in agreement with previous studies that suggest that IL-17 could contribute to the
pathogenesis of kidney involvement in SLE patients (25,28,31). Support for their
pathogenic role derives from the fact that IL-17-producing T cells have been observed
in kidneys of patients with lupus nephritis (26). IL-17 is mostly produced by CD4",
CD8", CD4 /CD8, and v/6 T cells, and Th17 cells. In human lupus nephritis, it was
reported that IL-17 expressing T cells migrate to the kidney and contribute to
inflammatory processes (25,26,32). On the other hand, a recent study with ¢cSLE
patients did not demonstrate an association between IL-17 and nephritis (9). This may

be due to the smaller number of patients included.

Studies in animal models have shown that T cells that express IL-17 infiltrate the
kidneys of patients with SLE. A significant proportion of these cells are CD3+CD4-
CDS8- double-negative T cells (23). In this recent study, the author showed that double-
negative T cells from MRL/lpr mice express high amounts of IL-17 and that as disease
progressively worsens, the expression of IL-17 and of IL-23 receptor in lymphocytes

from these mice increases (23).

In another study, it was seem that IL- 23R—deficient lupus-prone C57BL/6—
Ipt/lpr mice display decreased number of CD3+CD42CD82 cells and IL-17A—
producing cells in the lymph nodes and produce less anti-DNA. In addition, clinical and
pathology measures of lupus nephritis are abrogated. The presented experiments

document the importance of IL-23R-mediated signaling in the development of lupus
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nephritis and urge the consideration of proper biologics for the treatment of the disease

(33).

Recent study demonstrated that Th17 cells react to central nervous system
(CNS) autoantigens, and manifest a higher migratory capability to the CNS parenchyma
compared to other T cell subpopulations due to their ability to penetrate the blood brain
barrier (22). Involvement of CNS in ¢SLE patients is frequently observed (34). In our
study, we observed an association between increased levels of IL-17 and migraine.

There are no studies, in the literature so far that explored this association up to date.

Previous study demonstrated an association between mood disorders and IL-17 (35,36).
The first study observed increased IL-17 levels in patients with rheumatoid arthritis and
anxiety and IL-17 levels were independently associated with higher anxiety scores (35).
Another study observed increased IL-17 levels in patients with mood disorders when
compared to healthy controls (36). In our study we did not observe an association
between IL-17 and mood disorders. However, Beck Depression Inventory is used for
self-evaluation of depressive symptoms and it is not a diagnostic tool for diagnosis the

disease. This may have influenced the negative results.

A recent study with ¢SLE cohort observed a correlation between IL-17 levels
and disease activity, cutaneous and hematological manifestations (9). We did not
observe any of these findings in our cohort. This can be explained by the different
genetic background and by the difference of the sample, whereas in our study had a

larger number of patients.

As observed in previous studies, we did not observe differences in IL-17 levels

according to the use of immunosuppressants (24,37).
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In summary, IL-17 may play a role in the pathogenesis of neuropsychiatric and
renal manifestations in cSLE patients. These findings may be the beginning of the new
studies of IL-17 in cSLE cohort. Therefore, longitudinal studies are necessary to

determine the role of IL-17 in ¢SLE.
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Table 1: Demographic and clinical characteristics and IL-17 levels

controls included in the study

of patients and

Childhood-onset First-degree Healthy
SLE patients relatives controls
N=67 N=55 N=47
Sex
Female 61 (91.04%) 50 (90.90%) 42 (89.36%)
Age (years) 18 40* 19
(range 11-31) (range 29-52) (range 6-30)
Disease duration (years) 5 | e -

(range 0-25)

SLEDAI
Active disease N=35

Inactive disease N=32

4 (range 0-24)
8 (range 4-24)
0 (range 0-2)

SDI

0 (range 0-3)

Treatment | e e
No medication 6 (8.9%)
Medication 61 (91.1%)
Clinical finding
Nephritis 24 (35.8%)
Rash malar 6 (8.9%)
Alopecia 3 (4.5%)
Vasculits 3 (4.5%)
Migraine 3 (4.5%)
IL-17 (pg/ml) 36.3* 32.22 29.47%
(17.36-105.92) ( 18.93-88.54) (15.16-62.17)
*P<0.05
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