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1-INTRODUCAO



A quebra dos mecanismos responsaveis pela manutengéo da auto-
tolerancia, alterando o curso normal das atividades das células B o dos
linfécitos T, pode gerar respostas imunes direcionadas ao seff Este
“desaprendizado” na distingdo do proprio e do ndo proprio tem sido uma causa
importante de muitas doencgas, as quais cumprem o requisito de apresentar
uma reacdo auto-imune de significancia patogéncica primaria, atribuida como
unico elemento gerador da enfermidade. Dentre os fendmenos autoimunes
esta o lupus eritematoso sistémico, caracterizado por criar concentragGes
elevadas de idiotipos patogénicos e de gerar situagbes patoldgicas de

repercussio sistémica.

Um antigo Sermao Medieval dizia : “Doengas Reais resultam de habitos
alimentares Reais, como por exemplo o lupus e a gbta, 0s quais raramente
aparecem naqueles que levam uma vida frugal e que trabalham arduamente.”
Tao antigo quanto o sermé&o, o lupus eritematoso tem sido estudado desde 400
a.C., com Hipocrates, primariamente descrito como doenga de carater cutéaneo.
E tdo antigo quanto os romanos e ritualizados quanto os lobos, o termo lupus
(lobo em Latim), por eles empregado, foi designado a esta enfermidade, ate
entdo restrito & cutis, segundo sugerem aiguns, pela semelhanca entre as
lesdes gue provoca na pele e um lobo que acaba de roer e devastar sua presa

(SMITH & CYR, 1988).



Em 1872, o lupus eritematoso ganhou descricio de natureza sistémica
por Moriz Kaposi (SMITH & CYR, 1988), percorreu o século e em 1948, com a
descoberta da celula LE por HARGRAVES e colaboradores, gerada ap6s a
fagocitose do material nuclear, juntamente com a descricio de anticorpos

antinucleares, em 1957 por FRIOU, adquiriu carater de doenca relacionada ao

sistema imune.

O lupus eritematoso sistémico (LES) € descrito como doenca
inflamatéria cronica, com envolvimento multisistémico, caracterizada pela
produgdo de autoanticorpos de multipla especificidade, especiaimente
anticorpos reativos com componentes nucleares, inclusive com o DNA nativo
(SMITH & STEINBERG, 1983). Seu curso clinico pode ser agudo e fulminante
ou progressivo, com periodos de exacerbacbes e de remissdes (ROTHFIELD,
1977, SCHUR, 1989). Os diversos 6rgdos e sistemas que podem ser afetados
pela doenga incluem pele, articulagbes, rins, sistemas gastrointestinal,
cardiopuimonar, hematolégico, nervoso central e/ou outros érgdos do corpo. O
diagnéstico do LES é feito baseando-se em 4 ou mais critérios estabelecidos
pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR), revisados em 1982 por TAN
et al., os quais se referem as manifestagBes clinicas apresentadas pelos

individuos que possam estar em processo de desenvolvimento da doenca.

Por causa da presenga de multiplos autoanticorpos e pela sua alta
concentracdo, em muitos casos, muitos dos eventos fisiopatolégicos e
histopatologicos esperados no LES s&o resultantes de reagdes imunolégicas in

vivo. Danos teciduais podem surgir como resultado da ativagdo do



complemento e de outros mediadores inflamatérios pela reagéo antigeno-
anticorpo e infiltraco dos tecidos danificados por células mediadoras das
reacbes imunes uma vez que complexos antigeno-anticorpos circulantes e

niveis baixos do sistema complemento so observados (TAN, 1989).

Quanto a epidemiologia do LES, antes de nos apropriarmos de dados
que estimam uma incidéncia de 4 a 250 casos da doenga em cada 100 000
habitantes (SCHUR, 1989), é importante que consideremos a distribuigdo da
doenca no tempo e no espaco, associada aos fatores ambientais. FESSEL
(1988), na sua revisdo sobre a incidéncia do LES em grandes populacdes,
principalmente nas populagdes chinesa e negra, as quais parecem ser
representativas neste tipo de estudo, chama a atengéo para as diferencas na
prevaléncia da doenga vistas em grupos étnicos e raciais residindo em
diferentes partes do mundo. Por exemplo, é interessante observar que a
incidéncia de LES em mulheres negras que moram em Nova York e S&o
Francisco equivale a aproximadamente 4 vezes a sua representacao nas suas
comunidades locais. Embora o LES seja comum na Jamaica, a sua incidéncia
em negros africanos é raramente observada. Portanto, a relativa contribui¢io
de fatores genéticos, os quais se referem a individuos com o mesmo
background étnico, e ambientais, isto &, aqueles fatores que possibilitam as
diferencas na prevaléncia da doenca nas diferentes partes do mundo, parecem

ser extremamente relevantes.

Estudos com grandes grupos de individuos com LES, os quais

examinam a incidéncia da doenca na familia, ou associagbes desta com



marcadores genéticos classicos, tém sido importantes no sentido de sugerir a
existéncia de envolvimento de fatores genéticos no LES. A observagdo de que

10% dos pacientes apresentam um ou mais parentes em primeiro ou segundo

graus com a mesma doenca, além de alguns estudos com gémeos
monozigoticos que desenvolvem LES mesmo apbs serem separados e levados
a diferentes ambientes apontam para uma evidéncia clinica convincente que o
componente genético possa ser o principal causador da doenca (FESSEL,
1988). A mditipla segregacao independente de genes que podem afetar a
regulac&o do sistema imune, a resposta imune, os niveis dos componentes do
sistema complemento e seus fatores relacionados, os niveis e as fungbes das
imunoglobulinas, além do metabolismo de hormonios, tém sido implicado no
LES (SCHUR, 1989). Aproximadamente 40% das pessoas com deficiéncia
para o fator C2 do sistema complemento apresentam LES, e parece também
existir uma associagio entre LES e os componentes C3 e C4 do complemento
(FESSEL, 1988). Quanto aos marcadores genéticos, estudos tém demonstrado
um aumento nas frequéncias do HLA-B8, HLA-DR2 e do HLA-DR3 nos
individuos portadores da doenga (HOWARD, 1986). Algumas anormalidades
imunolégicas frequentemente encontradas no LES tambem podem ser
influenciadas por fatores genéticos. Associacbes entre o anti-DNA e alguns
genes HLA, como o HLA-DR2 (HOWARD, 1986) e o HLA-DR3 (GRIFFING,
1980) tém sido observadas nestes pacientes. No entanto, apesar das inumeras
evidéncias que aproximam estes marcadores genéticos da doenga, ainda falta
concordancia entre eles, sugerindo que os genes HLA possam agir como

modificadores da doencga a serem considerados como genes primarios no LES

(SCHUR, 1989).



As implicagdes genéticas no LES também tém se manifestado através
de estudos em modelos experimentais. Camundongos New Zealand Black
(NZB) e os hibridos F1 resultantes do cruzamento do NZB com camundongos
New Zealand White (NZW) [(NZB x NZW)F1] foram os primeiros modelos
descritos que desenvolviam espontaneamente uma doenga autoimune muito
similar ao LES humano (HELYER & HOWIE, 1963). Duas outras linhagens, a
MRL e a BXSB, que também desenvolvem espontaneamente uma sindrome
LES tipica (ANDREWS et al, 1978), tém contribuido como modelo
experimental para . a elucidacdo de mecanismos  implicados no
desenvolvimento da doenca. Muito embora cada linhagem exiba um
background genético diferente, e a espontaneidade da doenca revela o carater
genético da sindrome, os denominadores comuns imunopatologicos da
doenca, observado entre as linhagens, tém sido as anormalidades,
geneticamente determinadas, do tronco hematopoiético ou das celulas
precursoras da linhagem linfoide (THEOFILOPOULOS and DIXON, 1985). A
producdo do autoanticorpo anti-DNA € muito comum nestes camundongos
geneticamente predispostos ao LES, e a principal causa da morte é a
glomerulonefrite mediada por imunocomplexos. Alguns estudos indicam que ha
envolvimento de dois ou mais genes na produgdo de anticorpos anti-ssDNA e
anti-dsDNA em camundongos NZB. Na linhagem NZW, a quantidade de
anticorpo produzida e convertida de igM para 1gG, também é controlada
geneticamente  (revisado em THEOPHILOPOULOS, 1985). Outras
investigagbes sugerem gque os genes para a producéo dos anticorpos anti-
ssDNA, anti-dsDNA e doenga renal na linhagem NZ estejam ligados (revisado

em THEOPHILOPOULQOS, 1985).



Evidéncias a respeito do efeito dos fatores ambientais no LES também
se pronunciam. DEAPEN et al. (1986) observaram que apenas 23% dos
gémeos monozigbticos e 9% dos pares dizigoticos eram concordantes para o
LES, sugerindo que os elementos ambientais parecem ter uma fungao mais
importante do que os fatores genéticos. A presenca de autoanticorpos sericos
em parentes ndo consanguineos que moram juntos com individuos com LES
(DE HORATIUS et al., 1975) ou em pessoal de laboratdrio que manipula soro
de pacientes lUpicos (DE HORATIUS, 1972) s&o outros estudos gue indicam a
relevancia do fator ambiental na doenga, em individuos nos quais os fatores

geneéticos estejam ausentes (FESSEL, 1988).

Os fatores ambientais geralmente s3o referidos como sendo elementos
de origem exégena. No LES, os fatores que apresentam relevéncia na sua
patogénese podem ser quimicos, alimentares ou infecciosos, muitc embora

este Ultimo seja muito pouco obsevado (FESSEL, 1988). O efeito de

terremotos no agravamento de doencas reumaticas também tem sido
investigado (WALLACE et al., 1994). Elementos de origem endbdgena, como 0s
horménios, também sdo relevantes na expressdo dos caracteres bioldgicos.
Estes fatores, somados aos fatores ambientais externos, constituem um
background ambiental que deve ser considerado como um importante

elemento na variabilidade das respostas.

Os horménios esterdides sexuais tém sido apontados como fatores

significativos no desenvolvimento do LES, visto a prevaléncia da doenga em



mulheres (INMAN et al., 1978). A propor¢ao muther:homem na incidéncia do
LES em adultos pode variar entre 8:1 a 13:1 (SCHUR, 1989). Uma série de

investigagbes com camundongos NZB/NZW demonstraram claramente gue

horménios androgenos suprimem o LES enquanto que oS estrogenos $ao
capazes de acelerar a doenca (ROUBINIAN et al., 1977, ROUBINIAN et al,
1978: ROUBINIAN et al, 1979). A administragdo de altas doses de estrogeno
t&m mostrado aumentar a mortalidade e a produgéo de autoanticorpos, assim
como o agravamento da glomerulonefrite nestes animais (ROUBINIAN et al,
1978). A influéncia do hormonio masculino no prolongamento da doenga foi
observada em camundongos velhos com & doenga ja estabelecida
(ROUBINIAN et al, 1979). CARLSTEN et al. (1989) demonstraram que altas
doses de estrégeno estimulavam enquanto que a testosterona depremia a
produgdo de anticorpos contra a oxalasona em camundongos fémeas
(NZBINZW)F1 ovariectomizadas. Em outras doengas autoimunes, 0s
androégenos se mostraram capazes de reduzir a incidéncia da anemia
hemolitica em camundongos e ratos além de diminuir a severidade das lesbes
da sindrome de Sjorgren like experimental (revisado em DA SILVA, 1995). No
LES humano, contraceptivos orais tém sido associados a exacerbagéo da
doenca (revisado em DA SILVA, 1995). Com base nestes aspectos, a
administragdo de andrégenos naturais ou sintéticos tem sido apontada como
tratamento que poderia beneficiar mutheres com LES se nao fosse os efeitos
colaterais masculinizantes. Diante desta abordagem, alguns estudos tém
relevado o horménio dehidroepiandrosterona (DHEA), por apresentar uma
fraca atividade androgénica (PARKER, 1991), como uma alternativa de

tratamento do LES. A melhora do quadro clinico dos pacientes com LES



moderado, apds o tratamento com DHEA ora!, cbservada por VOLLENHOVEN
et al. (1994) provavelmente tenha como uma das implicagdes, a alteragéo do

raio androgeno/estrogeno. No LES murino, a DHEA tem sido relatada por

melhorar nefrite em camundongos (NZB x NZW)F1 (LUCAS et al., 1985).

A dehidroepiandrosterona € horménio esterdide secretado em
abundancia pelas adrenais, quantitativamente um dos principais horménios de
origem adrenocortical. A DHEA foi isolada pela primeira vez em 1934 por
Butenandt e Dannebaum. Eles isolaram da urina um composto clorado, e néo o
horménio propriamente dito, imediatamente reconhecido como um artefato
produzido pela DHEA. No ano de 1944, descobriu-se que o mais provavel
precursor desta substdncia poderia ser o conjugado sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEA-S), também isolado da urina por Munson,
Gallagher e Koch neste mesmo ano. A completa extracéo da DHEA do plasma
humano se deu em 1954, por Migeon e Plager e mais tarde, em 1959, Balieu

mostrou que o DHEA-S era a forma mais abundante no plasma (LIEBERMAN,

1995).

A maior parte da DHEA circulante vem da conversdo do sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEA-S) nos tecidos periféricos, o mais abundante
esterdide na circulagdo, também secretado pelas gléndulas adrenais.
NIESCHLAG et al. (1973) observaram secrecéo do DHEA, mas ndo de DHEA-
8, pelas goénadas, tanto em homens gquanto em mulheres, porém numa
quantidade n&o significante. Uma das fung¢des bioldgicas ja bem caracterizada

da DHEA e do seu sulfato é a de servir como precursor dos esterdides sexuais.



Aproximadamente 50% do total de andrégenos sintetizados em homens
adultos derivam destes esterdides precursores, enquanto que em mulheres, a
formagao de estrégeno corresponde a 75% antes da menopausa e proximo a
100% ap6s a menopausa (LABRIE et al,, 1995). A DHEA e seu sulfato sao
convertidos em androstenediona e depois, em potentes estrogenos e/ou
androgenos nos tecidos periféricos. A convers&o do DHEA-S em
androstenediona ou testosterona se da através da intermediagéo da DHEA e a
percentagem destas conversdes sio bem maiores que as conversoes da
DHEA em androstenediona e em testosterona (LONGCOPE, 1995). A forma
sulfatada da DHEA na circulagdo pode servir como transporte para o esterdide

que sera convertido em estrégeno ou andrégeno (FALANY, 1995).

A DHEA um esterdide da familia Cq, assume uma extraordinaria
importancia no processo de biosintese do hormonio estrogénico. As células
produtoras de estradiol, localizadas nos ovérios e na placenta, sdo ditas

incapazes de sintetizar o precursor esterdide Cio intermediario, como a DHEA,

a partir do esteréide Csy, apesar de conter todos os componentes necessarios
para completar o processo de transformagdo do precursor em estradiol.
LIEBERMAN (1995) aponta uma questdo interessante sobre esta

&

dependéncia: “.. DHEA & uma curiosidade; é envolvida num processo
extraordindrio, no qual as células que a requerem como um bloco construtor
para um processo essencial para a perpetuagdo das espécies sdo

supostamente incapazes de sintetiza-la.”
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No nascimento, os niveis plasmaticos do DHEA-S sido muito altos,
provenientes de fontes maternais transplacentarias. Durante os 6 primeiros

anos de vida, estes niveis permanecem muito baixos e comecam a aumentar

em criangas a partir dos 7 anos. Este aumento € progressivo e o valor maximo
do DHEA-S circulante € alcangado entre 20 e 30 anos (LABRIE et al., 1995).
Um estudo sobre as concentracdes séricas do DHEA-S em homens e mulheres
mostrou que o pico dos niveis séricos em homens se apresentou entre os 20 e
24 anos enquanto que nas mulheres, o pico hormonal revelou ser entre as
idades de 15 a 19 anos; os valores hormonais decresceram mas se revelaram
significativamente mais elevados em homens do que em mulheres nas idades
de 20 a 69 anos, mostrando que ha diferengas conforme o sexo no nivel sérico
do DHEA-S (ORENTREICH et al., 1984). Aos 70 anos de idade, o DHEA-S
sérico representa apenas 20% de seu valor de pico e decresce até
aproximadamente 95% nas idades entre 80 e 95 anos (LABRIE et al., 1995). A
hipotese mais simples que tenta explicar o declinio da biosintese do DHEA-S

conforme o avango da idade é baseada no decréscimo do numero das células

funcionais da zona reticular do cértex da glandula adrenal (HORNSBY, 1995).

O declinio progressivo e marcado da DHEA e do DHEA-S no soro com o
avanco da idade os tornam muito distintos dos outros horménios esteréides
secretados pelas adrenais, como os glucocorticdides ou mineralocorticéides,
0S quais preservam 0S seus niveis séricos no decorrer do envelhecimento.
Varios investigadores tém sugerido que algumas das mudangas degenerativas
por causa do avango da idade pode estar relacionada ao progressivo déficit da

DHEA e de seu sulfato na circulacdo. Estas associagbes atribuem ao horménio
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varias funcoes fisiolégicas. Numerosos estudos com animais tém demonstrado
efaitos benéficos da administragdo de DHEA na prevencéo da obesidade, da
diabetes, do cancer e de doengas cardiacas (NESTLER, 1995). Muito embora
estes estudos tenham sido conduzidos em roedores, 0s quais apresentam
muito pouco, sendo quase nada de DHEA circulante, e desta forma, a
extrapolacdo para humanos ndo € tdo Obvia, investigagdes com humanos
parecem ndo ter provado o contrario. BARRETT-CONNOR & GOODMAN-
GRUEN (1995), em estudo epidemiologico, observaram um efeito
cardioprotetor do DHEA-S em homens. Na arteroesclerose coronariana, baixos
niveis plasmaticos da DHEA podem facilitar enquanto que niveis elevados
podem retardar o desenvolvimento da doenca (HERRINGTON, 1995). A
suplementagdo de DHEA em pacientes diabéticos methorou ¢ quadro por ter

atenuado a resisténcia a insulina (BUFFINGTON et al., 1993).

Muitas das doencas associadas ao envelhecimento podem ter

envolvimento imunolégico. O oOtimo funcionamento do sistema imune no

individuo é altamente dependente da producdo regulada de citocinas, dos
fatores de crescimento e das células envolvidas, os quais fazem parte de uma
rede muito bem balanceada. Suas atividades pleiotropicas se estendem além
das células envolvidas no sistema imune e incluem o controle de varios
processos celulares e fisioldgicos que ocorrem em muitos 6rgdos e tecidos do
corpo (SPENCER et al., 1995). A quebra de mecanismos que controlam a
produgéo de certas citocinas e que contribuem para favorecimento de algumas
patologias como céncer maméario, anemia, osteoporose e linfoma tem sido

associada ao processo do envelhecimento natural. Varios estudos com células
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linfides de animais velhos tém mostrado uma regulacéo alterada no controle
da expresséo de citocinas, principalmente a interleucina (IL.) 6, a [L-10 e o IFN-

v. A administracdo de DHEA ou DHEA-S in vivo em camundongos velhos

resultou em mudancas significativas na restauracéo dos niveis destas citocinas
(SPENCER et al., 1995). A regulagéo da produgdo aumentada da IL-6 pode
ser observada apds a suplementagdo de DHEA-S e DHEA, administradas
intraperitonealmente em animais velhos, sugerindo uma possive! ligagao desta
citocina ao declinio da DHEA e de sua forma sulfatada com o avango da idade

(DAYNES et al,, 1993).

A influéncia destes horménios esteréides adrenocorticais sobre a
sintese da IL-2 tem sido mostrada por varios autores. Estudos com
camundongos mostraram que a administragao in vivo de DHEA e DHEA-S
foram capazes de aumentar a produgdo da IL-2 pelas celulas linfoides ativadas
em relacdo ao controle; no entanto, no tratamento in vitro, apenas a DHEA,

mas nZo o DHEA-S, teve influéncia sobre a IL-2 (DAYNES, DUDLEY &

ARANEQ. 1990; DAYNES et al., 1990). As evidéncias sugerem que este
hormdnio possa representar um regulador natural da fungéo da célula T in
vivo, @ que exerga estas atividades através de uma macromolécula ou proteina
que tenha caracteristicas de um receptor tipico para hormonio esterdide
(MEIKLE et al., 1992). Muito provavelmente o DHEA-S precisa ser convertido
para DHEA antes da ligagdo com o receptor, sugerindo que este ditimo seja a

forma ativa hormonal (DAYNES et al., 1990},
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Em humanos, ensaios in vifro com células T ativadas mostraram um
aumento da producdo da IL-2, em relacdo ao controle, quando as celulas
foram expostas ao horménio DHEA (SUZUKI et al, 1991). Recentemente,
SUZUKI e colaboradores (1995) puderam observar tal fenémeno em células de
pacientes com LES, os gquais apresentam baixa producdo de DHEA. A

administracdo do horménio in vifro foi capaz de restaurar os niveis irregulares

da secrecao da IL-2.

As citocinas, com sua caracteristica pluripotente, juntamente com os
compartimentos celulares especificos - como as células B e T - e inespecificos
- constituido por células envolvidas na imunidade natural - formam um circuito
imunoregulatério equilibrado e quando “solicitados”, podem geram respostas
imunolégicas de varias naturezas. Tais respostas podem ser voltadas a
antigenos proteicos, ndo proteicos ou & parasitas, além de estar envoividas em
processos alérgicos, inflamatérios e autoimunes. O set das linfocinas

produzidas pelas células T, hoje bem caracterizadas como produto de

secrecdo de duas subpopulagdes de células T-CD4+ - Th1 e Th2 - foi
inicialmente evidenciado em linfécitos T auxiliares de murinos, padrio este que
definia a existéncia de uma dicotomia funcional para estas celulas (MOSMANN
et al., 1986). Sob algumas condigbes in vitro e provavelmente in vivo, a
estimulacdo de células T humanas também pode resultar no desenvolvimento
de padrdes de citocinas tipicas de Th1 e Th2 (ROMAGNANI, 1994). Esta
dicotomia funcional atribui as células Th1 o envolvimento nas reagbes de
hipersensibilidade tardia, na funcéo helper na producéo de anticorpos da

classe igG2a em murinos, no aumento de varios mecanismos citotdxicos e na
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ativagdo macrofagica (MOSMANN & COFFMAN, 1989; ROMAGNANI, 1994)
As citocinas secretadas por esta subpopulagdo incluem o interferon-gama

(INF-y), a IL-2 e linfotoxinas, os quais ndo s@o detectaveis em clones Thz;

estes, por sua vez, sintetizam principalmente 1L-4, IL-5 L6 e IL-10, e a
ativacdo desta subpopulagdo prové uma otima fungao auxiliar nas respostas
humorais, que inclue switching para Igk, IgG1 {(em murinos) ou IgG4 (no
homem) e IgA (MOSMANN & COFFMAN, 1987; MOSMANN & COFFMAN,
1989; ROMAGNANI, 1994). Estas células também participam na resposta a

alergias por promoverem a proliferacdo de mastdcitos, na mucosa, e

eosinofilos.

Muito embora os clones de célula T CD4+ apresentem definicdes
quanto as suas fungbes, uma sobreposicéo parcial destas deve ocorrer em
muitas respostas. Esta sobreposicdo de atividades entre os clones Th1 e Th2
se revela através de mecanismos sinérgicos, antagdnicos ou “compensatorios”

via citocinas. Ambos 0s tipos celulares tém o potencial de induzir moléculas

MHC classe 1l em algumas células apresentadoras de antigenos: Th1, via INF-
v, estimularia a expressio da molécula em macrofagos enquanto que Th2,
através da IL-4, poderia estimular a sintese em células B ou macréfagos. O
antagonismo entre os clones pode ser reconhecido em algumas respostas
inflamatorias, onde a produgdo de IgE pela célula Th2, via IL-4, e
consequentemente a ativacdo de outras células envolvidas no processo
alérgico, deva ser suprimida pela producéo do INF-y, evitando uma forte
reacéo de hipersensibilidade imediata. O auxilio as células B para a produgéo

de anticorpos pode ser realizada pelos dois tipos celulares, muito embora a
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natureza do auxilio seja qualitativamente e quantitativamente diferente entre
eles. Desta forma, se um antigeno néo for efetivo na indug@o de resposta via
ativacio de um dos clones auxiliares, ainda pode haver producéo de anticorpo

se 0 outro clone celular responder.

Os produtos secretorios destas subpopulagdes celulares tém sido muito
investigados no processo da autoimunidade. No LES, a produgéo irregular das
IL-2, 1L-4, IL-8, IL-10 e INF-y tém sido detectada. Estudos in vivo ou in vitro, em
animais e com humanos, tém mostrado a implicagdo destas citocinas no perfil
imunologico classico da doenga, o qual inclue, principalmente, a hiperatividade
das células B, a excessiva produgéo de autoanticorpos, funcGes irregulares da
célula T, entre outros desequilibrios. Varios autores encontraram uma
supressdo da atividade da IL-2 in vitro pelas células T auxiliares em pacientes
com LES (LINKER-ISRAELI et al., 1983; MURAKAWA et al., 1985; SUZUKI et
al., 1995). Em modelos murinos, esta produgéo defectiva também tem sido

apontada (TALAL et al, 1982 THEOPHILOPOULOS & DIXON, 1985,

KLINMAN & STEINBERG, 1995). A IL-2, originalmente detectada e identificada
como um fator de crescimento para as células T (TCGF), permanece como
principal fator mitogénico para estas células, além de promover a proliferagéo
e aumentar a capacidade secretdria das céluias B e das células natural Killer
(NK). Esta citocina ocupa uma posicéo central na fisiologia do sistema imune,
exercendo efeitos multiplos e pleiotropicos via um receptor especifico
expressos nas células imunologicamente relevantes (KROEMER et al., 1991).
Recentemente, HUANG & STOTT (1995) detectaram niveis elevados de

fatores que regulam a resposta proliferativa da linhagem celular dependente
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da IL-2 no soro de pacientes e camundongos com LES. Altas concentragdes
destes fatores estariam inibindo a resposta proliferativa destas células a iL-2,

sugerindo uma implicaco para a irregularidade das funcdes das células T.

As causas da baixa produgdo da IL-2 in vitro, observada no LES por
muitos investigadores e em outras doengas autoimunes, podem ser atribuidas
aos possiveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos. Em ensaios in
vitro, é sabido que a sua produgéo ¢ a Gltima etapa de uma cascata de eventos
que envolve ativagio de mondcito/macrofago, secrecao da IL-1 por mondcitos,
interacoes entre as células T e outras células acessorias, e ativacio direta das
células T dependentes de mitégeno; além do mais, fatores sollveis podem
suprimir a produgio da IL-2 e esta pode ser consumida pelas células que
expressam o receptor para a tL-2 (IL-2R") (KROEMER et al., 1991). Portanto,
uma série de modulacdes pode intervir nos diferentes niveis desta cascata,

contibuindo para a sua hipoprodugao.

O envolvimento da IL-4 na patogenia do LES tem adquirido relevancia
uma vez que esta citocina tem mostrado apresentar importantes propriedades
regulatérias nas respostas imunes humorais. O aumento da produgdo da iL-4,
juntamente com outras citocinas secretadas pelas células Th2, tem sido
relacionado com a hiperatividade da célula B em pacientes com LES
(ALCOCER-VARELA et ai., 1996). Ao contrario destas observagdes, no LES
experimental induzido, os niveis de secregéo da IL-4 mostrou-se reduzido em
sobrenadante de cultura de esplendcitos estimulados com Con A, guando

comparados ao controle sadio (SEGAL et al, 1995, DAYAN et al., 1997).
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Primariamente descrita como um co-estimulador de células B ndo ativadas, a
IL-4 tem demonstrado aumentar a expressio de moléculas la nas células B
além de promover o switching isotipico de imunoglobulinas para gk e igG1.
Em ensaios in vitro, a 1L-4 tem um papel fundamental na diferenciagdo das

células T CD-4+ em células Th2, além de promover a expansdo do clone
(MOSMANN & COFFMAN, 1989). Pelas suas propriedades estimulatorias
relativas as células B, a IL-4 tem sido apontada como citocina que possa estar
envolvida no desenvolvimento de doengas autoimunes mediadas por
autoanticorpos, como por exemplo, o LES. Ao contrario do que se especula,
um recente estudo, utilizando-se o transgene iL-4 em modelo murino para
LES, mostrou que a IL-4 previne completamente o desenvolvimento de
glomerulonefrite tipica do lupus nestes animais, regulando negativamente o
aparecimento de anticorpos da subclasse ilgG mediados pelas células Tht
(SANTIAGO et al., 1997). A neutralizacdo da IL-4 endbgena aumentou em
40% a produgéo espontanea da 1gG pelas células mononucleares do sangue

periférico de pacientes com LES (LINKER-ISRAEL! et al., 1991).

QOutras citocinas, como a IL-6 e a IL-10, também tém mostrado
apresentar fortes implicagbes no LES. Niveis elevados de IL-6,
predominantemente produzido por monocitos, mas também por linfocitos,
foram encontrados no soro e no plasma de pacientes com LES (LINKER-
ISRAELI et al. 1991; SPRONK et al, 1992). Na presenga de anticorpos
neutralizadores para a IL-6, a produgdo espontanea de IgG, pelas células
mononucleraes do sangue periférico de pacientes iupicos, diminuiu de 20 a

65% (LINKER-ISRAELI et al, 1991). Nas patogenias que apresentam
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anormalidades relativas as células B, como o LES e a artrite reumatdide, e em
varias doencas proliferativas, as concentragbes da IL-6 tém sido descritas
como irregulares (LINKER-ISRAELI, 1991). A hiperatividade das células B e a
consequente producdo de autoanticorpos, fatores estes caracteristicos do
LES, também tém sido relacionados com a IL-10. Esta citocina, originariamente
identificada como produto das células Th2, em camundongos, inibidora da
sintese de citocinas produzidas pela subpopulagdo Th1 (predominantemente
INF-y) tem mostrado ser um potente fator de crescimento e de diferenciacao de
linfScitos B humanos ativados, além de induzir estas células a secretarem
grandes quantidades de 1gG, IgM e IgA (ROUSSET et alf,, 1992). Varios tipos
celulares podem ser responsaveis pela produgéo da IL-10. Em humanos, além
das células T CD-4+- preferencialmente Th2- a IL-10 pode ser secretada
pelas células B e, em grandes quantidades, por mondcitos ativados (MALEFYT
et al., 1991). Estes Ultimos autores observaram um efeito autoregulatorio da iL-
10, por um mecanismo de feedback negativo, uma vez que esta citocina inibiu

fortemente a sua sintese via RNAm pelos mondcitos ativados com LPS. Este

mecanismo de autoregulacdo diminui a expressio das moléculas de classe i
do MHC nestas células, reduzindo a sua capacidade de apresentagio de
antigenos e, consequentemente, a proliferagdo das células T especificas

(MALEFYT et al., 1991), via inibicdo da sintese da IL-2 ao nivel do RNAm
(MALEFYT et al., 1993).

A producdc aumentada da IL-10, por células néo T oriundas de
pacientes com LES, tem sido observada. LLORENTE et al (1994) observaram

uma sintese acentuadamente aumentada da 1L-10 in vivo pelas células B e
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pelos monécitos dos individuos com LES, em relagdo ao controle. Estes
elevados niveis de citocina nestes pacientes provavelmente estejam

contribuindo para a expans3o dos linfécitos B com propriedades autoreativas

(LLORENTE et al, 1995). Titulos séricos da [L-10 foram correlacionados
positivamente com a atividade da doenga e com titulos de autoanticorpos anti-

DNA em individuos lupicos (HOUSSIAU et al., 1985).

Como as citocinas tém um papel critico nas respostas que envolvem as
células T e B, a sua producéo irregular pode estar implicada no desequilibrio
imunolégico do LES. Investigadores tém demonstrado que a ativacéo
preferencial de citocinas referentes a um subtipo celular que faz parte da rede
imunoregulatéria equilibrada, com propriedades estimulatdrias e inibitorias,
pode determinar o aparecimento de “desafios” imunologicos. Ao se pensar nas
interacbes entre as subpopulagdes Th1 e Th2, certos autores sugerem que no
LES, a proporgéo entre estas células, no que diz respeito a sua atividade,

sofre um desequilibrio no sentido Th2:Th1, o qual pode refletir num aumento

das células Th2 ou numa diminuicdo da agdo da subpopulagdo Thi,
contribuindo para a hiperatividade das células B (KLINMAN & STEINBERG,
1995). Mudangas no processo da imunoregulagdo que levam ao aparecimento
de autoanticorpos podem comprometer as outras células e citocinas
envolvidas no circuito, pela sua interagdo com estes elementos. O LES
humano, pela sua natureza multigéncia, levanta a possibilidade de que
multiplos caminhos podem levar ao desequilibrio das atividades das
subpopulacdes Th1 e Th2 (KLINMAN & STEINBERG, 1995) e,

consequentemente, de todo aparato imunologico. Enquanto doenca sistémica,
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o desequilibrio imunologico pode ser relevado sob a influéncia de outros
elementos, como por exemplo, o sistema enddcrino, o qual pode interagir com

0 sistema imune atraveés de efeitos imunomodulatdrios.



2 - OBJETIVOS
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1. Quantificar os niveis das interleucinas 2 (IL-2), 4 (iL- 4) e interleucina 10 (IL-

10), produzidas pelas subpopulagbes de celulas T, em mulheres portadoras de
LES, submetidos ao tratamento com corticosterdide em dose que caracteriza um
quadro de provave! estabilidade da doenga, assim como em mulheres sadias,

pertencentes ao grupo controle,

2. Quantificar os niveis séricos dos hormdnios DHEA e de seu sulfato, o DHEA-S,

nestes individuos.

3. Verificar se existe associacdo entre os niveis séricos do horménio DHEA e ©
padrdo das citocinas produzidas pelas subpopulagdes de células T no grupo das

portadoras de Lupus Eritematoso Sistémico (LES).



3 - MATERIAIS E METODOS
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3.1 - Casuistica

Foram estudados 39 individuos portadores de Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), do sexo feminino, com diagndstico definitivo segundo os critérios
estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (TAN et al., 1982),
do ambulatério do Servigo de Reumatologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e
Hospital de Clinicas da UNICAMP. A s'elegéo dos individuos foi feita mediante a
dose de corticosterbide didria, estabelecendo-se as doses de 5 e 10 mg, inclusive
individuos sem tratamento por apresentarem um quadro bem estabilizado. Este
grupo foi formado entdo, por 22 mulheres em tratamento com 5 mg de
Predinisona diarios, 01 se tratando com 3 mg de Deflazacorte didrios, 09
muiheres em tratamento com 10 mg/dia e 07 delas sem medicagdo. A idade das
portadoras variou entre 18 e 65 anos (34,7 + 8,09) e o tempo de doenca, de 2 a

23 anos (8,7 +6,14).

O estudo das manifestages caracteristicas da doenca foi feita mediante
analise dos prontuarios das pacientes. Estas manifesta¢gdes foram consideradas

tanto no inicio quanto na evolugéo da doenca.

N&o foi feita analise de existéncia de atividade da doenga - realizada

através da Contagem de Critérios de Atividade Lupica (CCAL) - principalmente
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por se considerar que as doses de corticoesterodide estabelecidas indicariam uma
provavel falta de atividade lUpica.

Cada um dos 39 individuos forneceu aproximadamente 20 cc de sangue,
sendo 15 cc colhidos em tubo estéril heparinizado para a produgéo das citocinas

€ o restante colhido sem heparina, para a obtencdo do soro para as dosagens

hormonais.

O grupo controle foi composto por 24 individuos voluntarios sadios, todos
do sexo feminino, com variagédo de idade entre 18 e 39 anos (25,0 + 6,5), e exame
fisico normal no dia da coleta. Cada um dos 24 individuos forneceu sangue

conforme descricio anterior.

3.2 - Obtencgéo de células mononucleares do sangue periférico dos

individuos lapicos e do grupo controle.

O sangue heparinizado foi centrifugado a 1500 rpm para uma separagéo
prévia das células mononucleares, as quais foram retiradas e diluidas, volume a
volume, com salina 0,15 M. A suspensao celular foi delicadamente passada em
gradiente de Ficoll-Hypague (Sigma Chem., MO, USA) na densidade de 1,077

g/ml e centrifugada por 30 minutos a 1500 rpm.
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3.3 - Producgdo das citocinas

As céluias isoladas, segundo a item anterior, adicionou-se 5 mi de solugéo

de Hanks (Sigma Chem., Boston, USA). A suspens&o foi centrifugada a 1500 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Esta operacéo foi realizada por
mais duas vezes. A concentracdo celular foi ajustada para 2x10° células/ml em
meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Chem., MO, USA) especialmente enriquecido
com 10% soro humano e gentamicina a 50ug/ml. As células receberam estimulos
de fitohemagiutinina A (PHA) (Sigma Chem., MO, USA) a 5ug/ml e PHA, nesta
mesma concentragio, juntamente com o horménio dehidroepiandrosterona
(DHEA) (SP Farma Quimicos) a 1,7 x 10° M, concentragdo esta muito préxima &
encontrada no sangue de adultos normais ( NEISCHLAG et al., 1973; SUZUKI et
al., 1991; SUZUKI et al,, 1995). As suspensdes celulares destinadas ao controle
néo receberam nenhum estimulo. Desta forma, para cada individuo, o ensaio foi

realizado em triplicata.

Para a obtengdo da IL-2, os linfécitos foram estimulados por 18 horas em
estufa de CO,. Para a obtengéo de IL- 4 e IL-10, as células foram estimuladas por
40 horas, aproximadamente. Apés o tempo de produgdo da citocina desejada,

cada cultura de célula teve seu sobrenadante retirado e estocado em freezer a -

20°C.
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3.4 - Quantificagdo das citocinas,

As interleucinas 2 (IL-2), 4 (IL- 4) e 10 (IL-10), obtidas de acordo com o
item anterior, foram guantificadas pelo método de ELISA “sanduiche” utilizando-

se o “kit" comercial especifico para cada citocina (Immunotech, France).

3.4.1 - Quantificagao da IL-2.

Cem microlitros do IL-2 recombinante humano foram colocados nos pogos
da microplaca contendo o anticorpo monocional anti-IL-2 humano previamente
aderido, nas concentragdes variaveis entre 0 e 1000 pg/mi (0.0, 15.8, 62.5, 250,
1000 pg/ml), todos em triplicata. As amostras também foram colocadas, 100ul em
cada pogo. Em seguida, adicionou-se 100ul do conjugado (anticorpo monocional
anti-ll-2 conjugado com acetilcolinesterase). A placa foi coberta e levada a
geladeira a 4°C por aproximadamente 24 horas, para a interagdo da amostra com

o anticorpo de captura especifico. Apds este periodo, os pogos foram lavados 3

vezes com solugdo para lavagem, utilizando-se o pipetador multicanal. Foram
adicionados 200 pul do substrato, o qual consiste de acetilcolina e
ditionitrobenzoato de sédio, a todos os pogos. A placa foi coberta com pape!
aluminio, permanecendo o material no escuro por 30 minutos & temperatura
ambiente, sob constante agitag@o. Apos o periodo de incubacgdo, a reagdo foi

interrompida  adicionando-se 50 ul de tacrina (inbidor da atividade da
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acetilcolinesterase) a todos os pocos. A leitura da placa foi feita em leitor de

ELISA (Labsystem) num comprimento de onda de 409 nm.

3.4.2 - Quantificagao da [1.-10.

Aos pogos da microplaca de 96 pogos contendo o anticorpo monoclonal
anti-IL-10 previamente aderido, foram colocados 50 u! do IL-10 recombinante
humano, nas concentragdes variaveis entre 0 e 2000 pg/ml (0.0, 16, 80, 400 e
2000 pg/mi}, todos em triplicata. As amostras também foram colocadas, 50 ul em
cada pogo. A placa foi coberta por 2 horas a temperatura ambiente, sob constante
agitagéo, para a interacdo da amostra com o anticorpo de captura especifico.
Apos este perfodo, os pogos foram lavados 3 vezes com solucdo de lavagem,
utilizando-se o pipetador muiticanal. Aos pogos foram adicionados 50 pl do
anticorpo monoclonal anti-IL-10 biotinilado, e em seguida, 100 ul do conjugado

marcado com estreptavidina - peroxidase. A placa foi coberta durante 30 minutos,

sob constante agitacdo a temperatura ambiente. Os pocos foram lavados 3 vezes
novamente, e 100 pl do substrato cromogeneico da peroxidase foram adicionados
aos pogos e incubados no escuro durante 30 minutos, sob agitacdo constante, &
temperatura ambiente. Apds este periodo a reagéo foi interrompida adicionando-
se 50 pl de &cido sulfurico 2N a todos os pogos. A leitura foi feita em leitor de

ELISA num comprimento de onda de 450 nm.
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3.4.3 - Quantificacdo da iL- 4

Aos poc¢os da microplaca de 96 pocos, contendo o anticorpo monoclonal
anti-lL- 4 humano previamente aderido, foram colocados 100 W do IL- 4

recombinante humano, nas concentragbes variaveis entre 0 e 1000 pg/mi (0.0,
15.6, 62.5, 250, 1000 pg/ml), todos em ftriplicata. Em seguida, colocou-se 50 pl
das amostras em cada pog¢o. A placa foi coberta por 2 horas, & temperatura
ambiente, sob constante agitagdo, para a interagdo da amostra com o anticorpo
de captura especifico. Apos este periodo, 0s pocgos foram lavados 3 vezes com
solugéo para lavagem, com o auxilio do pipetador multicanal. Foram adicionados
aos pogos, 50 ul do anticorpo monoclonal anti-1L- 4 biotinilado, e em seguida, 100
ul do conjugado marcado com estreptavidina - peroxidase. A placa foi coberta
novamente durante 30 minutos, & temperatura ambiente, sob constante agitagdo.
Os pocos foram lavados por mais 3 vezes, e 100 ul do substrato cromogeneico da
peroxidase foram adicionados aos pogos e incubados no escuro durante 20

minutos a temperatura ambiente, sob agitacéo constante (350 rpm). A reaco foi

interrompida, apds este periodo, adicionando-se 50 yl de acido sulfurico 2N a
todos os pocgos. A leitura foi realizada em leitor de ELISA, a um comprimento de

onda de 450 nm.

PR ST e G
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3.5 - Determinacéo sérica hormonal

Os niveis séricos do horménio DHEA e do sulfato de DHEA foram
determinados utilizando-se o “kit" comercial para radioimunoensaio (RIA) de

competicdo (Immunotech, France), especifico para cada ensaio.

3.5.1 - Determinacao do sulfato de DHEA

Vinte e cinco microlitros do padrdo, nas concentracdes variaveis entre 0 e
1000 pg/100mi, assim como 2-5;,& das amostras de soro de cada um dos
individuos foram colocados em tubos contendo ¢ anticorpe monoclonal anti-DHEA
sulfato ja aderido, juntamente com 500ul do tragador (sulfato de DHEA marcado
com '®1). Os tubos foram delicadamente agitados e cobertos com filme

transparente de PVC durante 30 minutos em banho-maria a 37°C, para a

incubagao do material pelo anticorpo especifico. Para a obten¢do da contagem

total em cpm, 500 ul do tracador foram colocados em dois tubos adicionais, sem a
presenca do soro. O conteddo dos tubos foi aspirado exceto daqueles utilizados

para a contagem total. O material foi levado ao contador gama para a realizacdo

da contagem durante 1 minuto.
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3.5.2 - Determinacao do horménio DHEA

Trezentos microlitros da amostra de soro de cada um dos individuos foram
colocados em tubos de vidro. A cada tubo foram adicionados 3 ml de éter etilico,
os quais foram vigorosamente homogeneizados por aproximadamente 1 minuto,
utilizando-se o vortex. Os tubos foram levados ao freezer, na temperatura de -
20°C, até a solidificagdo da fase aquosa. Apds este periodo, a fase organica de
cada amostra foi delicadamente transferida para outro tubo de vidro, os quais
foram levados ao banho-maria a 37°C, para a evaporacdo do conteddo. Os
extratos resultantes deste processo foram levados a geladeira, & temperatura de
4°C, por aproximadamente 24 horas. Apds a fase da extragdo, o material foi

dissolvido em 300 pl da solugdo tampado para a realizagéo da dosagem hormonal.

Aos tubos contendo o anticorpo monoclonal anti-DHEA aderido, foram
colocados 100 ! do padrdo, nas concentragdes variaveis entre 0 e 30 ng/mi (0.5,

1.0, 3.0, 10.0 e 30 ng/mi), e 100 ul das amostras de soro, todos em duplicata,

juntamente com 500 pl do tragador (DHEA marcado com "°l). Os tubos foram
delicadamente agitados e cobertos com filme transparente de PVC durante 1 hora
em banho-maria a 37°C, para a incubagéo do material pelo anticorpo especifico .
Para a obtencdo da contagem total em cpm, 500 pl do tragador foram colocados
em 2 tubos adicionais, sem a presenca do soro. Apds o periodo de incubagéo, o

conteudo dos tubos foi aspirado cuidadosamente, exceto daqueles utilizados para
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a contagem total. O material foi levado ao contador gama para a realizacéo da

contagem durante 1 minuto.

3.6 - Andlise do padrao de sintese das citocinas em relagio ao horménio

DHEA.

A verificagéo da alteracdo da sintese das citocinas apds a administragéo
do horménio, em relacdo as culturas de células mononucleares estimuladas
somente com a PHA foi feita mediante o estabelecimento de um valor de
borderline, arbitrariamente atribuido. Portanto, os valores resultantes da diferenca
entre as concentragdes das citocinas com e sem a adicdo do horménic DHEA,
maiores ou iguais a 9,5 pg/ml, serdo considerados relevantes como valores de

alteragdo positiva. Por outro lado, valores menores que 95 pg/ml serdo

designados dados de variacdo negativa.

3.7 - Método estatistico

De acordo com os dados, foram utilizados testes paramétrico e nao
paramétrico. Este Gltimo foi aplicado quando os resultados nao se enguadravam
no teste de normalidade. O teste t de Student foi utilizado para a analise da
determinagac hormonal entre os grupos. Com o intuito de se averiguar a

significancia em termos de producdo das citocinas em estudo {IL-2, IL-4 e 1L-10)
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entre os grupos das portadoras de LES e o controle, utilizou-se o teste estatistico

de Kruskal-Wallis.

Para todos os testes, foi estabelecido um nivel de significancia de 5%,

rejeitando-se a hipotese da nulidade quando p < 0,05.

As frequéncias dos histogramas de frequéncias relativas para as
interleucinas e para os titulos do FAN foram abordadas em percentagem. As
classes das distribuictes das frequéncias foram representadas por dados
continuos. Os titulos recém mencionados foram expressos como log » da diluicdo

do soro.



4 - RESULTADOS
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4.1 - Andlise das manifestagoes caracteristicas da doenca

Os 39 individuos lupicos estudados, relacionados no quadro | quanto &
idade e dose do medicamento, apresentaram diversas alteragbes manifestadas
no inicio ou durante a evolugdo da doenga, queé oS caracterizaram como tais.
Analisando-se estas manifestagbes em termos de frequéncia, no grupo em
geral, observou-se que 38 individuos (98%) apresentaram jesdes cutdneas,
alopécia ou Ulcera oral; 34 (87%) apresentaram artrite, artralgia ou necrose
asséptica da cabega do fémur, 15 (38%) apresentaram distdrbio renal;, 15
(38%) desenvolveram serosites (pleurite ou pericardite), 14 (36%) tiveram
manifestacdes neuropsiquiatricas, caracterizadas por convuls&o ou psicose; 14
(36%) desenvolveram alteracbes hematologicas, caracterizadas por anemia
hemolitica, leucopenia < 4000 ou plaquetopenia, 20 (51%) revelaram

positividade para célula LE e 39 (100%), para o Fator anti-nuclear em titulos

que variaram entre 1/20 e 1/10000. Em relacgdo aos auto-anticorpos, 0
anticorpo anti-DNA estava presente em 10 individuos (26%) enquanto que 0S
demais auto-anticorpos {(anti-Ro, anti-La, anti-Sm ou anti-RNP), se revelaram

em 12 dos 39 individuos (31%). Estes dados estdo apresentados na tabela 1.



Quadro | - Relagao dos individuos portadores de LES em estudo.

Nome |dade Dose Medicamento
S.LT. 32 anos 3 mg Deflazacorte
N.S.P. 39 anos 5 mg Predinisona
MM.G. 39 anos -
CSF. 31 anos 10 mg Predinisona
V.R.F. 24 anos 5 mg Predinisona
M.A.N. 22 anos 5 mg Predinisona
C.F.CF. 24 anos 10 mg Predinisona
M.V.0. 40 anos 5 mg Predinisona
M.LA. 39 anos 5 mg Predinisona
M.L.S.M. 46 anos -
AC. 46 anos 5 mg Predinisona
M.C.C. 42 anos 5 mg Predinisona
N.F.L.S. 26 anos 5 mg Predinisona
V.0.5. 18 anos 5 mg Predinisona
G.C.C. 45 anos 5 mg Predinisona
ATS. 30 anos 5 mg Predinisona
M.AF.R. 28 anos 5 mg Predinisona
E.R.G. 34 anos 10 mg Predinisona
M.C.M. 35 anos 5 mg Predinisona
N.M.S.R. 35 anos 5 mg Predinisona
D.T.P. 47 anos -
E.MF.M. 37 anos 5 mg Predinisona
M.A.O. 43 anos -
E.ABFM. 43 anos 5 mg Predinisona
M.J.F. 28 anos 5 mg Predinisona
N.C.5.A. 38 anos 5 mg Predinisona
L.F.S. 23 anos 5 mg Predinisona
LAS. 24 anos -
C.D.S. 32 anos 10 mg Predinisona
R.C.S.C.S. 38 anos 5 mg Predinisona
M.L.B. 39 anos 10 mg Predinisona
F.RA 23 anos -

SAE. 40 anos 10 mg Predinisona
V.L.CA 36 anos 10 mg Predinisona
S.M.S. 27 anos 5 mg Predinisona

D.AAO.L 30 anos 5 mg Predinisona
G.C.C. 65 anos 10 mg Predinisona
E.AR. 40 anos -

AP.SS. 27 anos 10 mg Predinisona
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Tabela 1 - Frequéncia das manifestagdes caracteristicas da doenca nos 39

individuos portadores de LES.

Caracteres n %

1. Lesdes cutaneas, alopécia ou Ulcera
oral 38 97
2. Artrite, artralgia ou necrose asséptica 34 87
3. Distarbio renal 15 38
4. Serosites * 15 38
5. Manifestagbes neuropsquiatricas ™* 14 35
6. Alteracdes hematologicas *™* 14 35
7. Célula LE 20 51
8. Fator anti-nuclear (FAN) 39 100
9. Anticorpo anti-DNA 10 26
10. Outros auto-anticorpos *** 12 31

*pleurite ou pericardite
*convulsdo ou psicose.

=*anemia hemolitica; leucopenia < 4000 ou plaquetopenia.

wanti-Sm; anti-Ro; anti-La; anti-RNP.

4.1.1 - Manifestacdes cutaneas

Um estudo mais detalhado sobre a manifestacdo de caracteres

cutdaneos foi realizado nos individuos portadores da doenga. As variaveis

foram: lesdo malar (LM), lesdo discdide (LD), fotossensibilidade {(FS), alopécia

(ALP) e dlcera oral (UO). A expresséo de dois ou mais de dois caracteres no

mesmo individuo ndo ocorreram necessariamente ac mesmo tempo, podendo

ser observados tanto no inicio quanto na evolugéo da doenga.
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Segundo os dados, 27 (69%) do total dos 39 individuos apresentaram
lesdo malar, 3 {8%) apresentaram lesdo discoide; 27 (69%) desenvolveram
fotossensibilidade; 29 (74%) sofreram de alopécia e 14 individuos (36%)

desenvolveram ulcera oral.

A tabela 2 apresenta estes resultados.

Tabela 2 - Frequéncia dos caracteres cutneos em 39 portadoras de LES.

Manifestagoes

cutaneas n %
Lesdo malar 27 69,0
Lesfo discoide 3 8,0
Fotossensibilidade 27 69,0
Alopécia 29 74,0
Ulcera oral 14 36,0

4,1.2 - Manifestagdes articulares

A manifestagdo de caracteres articulares como artrite (AR), artraigia
(AL) e necrose asséptica da cabega do fémur (NA), foram observados nas 39

portadoras. De acordo com os dados, 25 mulheres (84%) desenvolveram
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artrite; 29 (74%) apresentaram artralgia e 6 (15%) desenvolveram necrose

asséptica. Os dados estéo presentes na tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia dos caracteres articulares nas 39 portadoras
de LES

Manifestagoes Total
articulares n %
1. Artrite 25 64,1
2. Artralgia 29 74,3
3. Necrose asséptica 6 15,4

4.1.3 - Serosas

A frequéncia da manifestacdo da serosite, que se caracteriza por
pleurite (PL) ou pericardite (PR), foi observada nas 39 portadoras (tabela 4).
Segundo as observagdes, a pleurite se desenvolveu em 11 individuos (28%) e
a pericardite se manifestou em 12 portadoras (31%). A ocorréncia de ambos os

caracteres, tanto pleurite quanto a pericardite, se deu em 8 mulheres (20%)‘
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Tabela 4 - Frequéncia da manifestacio da pleurite
e pericardite nas 39 portadoras de LES.

Total
Serosites n %
Pleurite 11 28,0
Pericardite 12 31,0
PLe PR 8 20,0

4.1.4 - Analise da frequéncia do fator anti-nuclear (FAN) quanto ao

titulo e ao padrao nos individuos portadores de LES

Foi realizado estudo da frequéncia do fator anti-nuclear em individuos
portadores da doenga quanto ao titulo de fluorescéncia nuclear. Do total dos
37 individuos, as seguintes observagbes foram feitas: 1 individuo (3%)
apresentou titulo 1/20; 1 (3%), titulo 1/40; 4 (11%) apresentaram titulo 1/80; 8
(22%) revelaram titulo 1/160; 1 (3%) apresentou titulo 1/200; 5 (14%)
revelaram titulo 1/320; 1 deles (3%) apresentou titulo 1/640 contra 5 {(13%),
nos quais o titulo foi 1/1280. Os demais valores como 1/2000, 1/2560, 1/5120 e
1/10000 foram observados em, respectivamente, 1 (3%), 6 (16%), 3 (8%) e

finalmente em 1 individuo (3%).

Esta distribuicdo esta ilustrada no histograma de frequéncias relativas

(figura 1). Segundo o histograma, as classes onde ocorrem 0s maiores



38

numeros de observagdes s&o as que abrangem os titulos 1/160 e 1/2520 (7,3 e
11,3 respectivamente), onde as frequéncias sfo de 24 e 19%. As classes
extremas, isto é, onde os titulos sdo 1/20 e 1/10000 (4,3 e 13,3) revelam os
menores numeros de observagbes, onde as frequéncias sdo de 2,5%. Diante

da distribuicdo de frequéncia desta amostra, podemos observar uma tendéncia

para uma distribuicéo bimodal.
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Figura 1 - Frequéncia dos titulos do FAN em 37
portadoras de LES.
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4.2 - Determinacao sérica do sulfato de DHEA

Amostras de soro de 20 individuos portadores de LES assim como 15
amostras sorologicas dos individuos do grupo controle foram utilizadas para
a dosagem hormonal. Segundo os dados, o sulfato de DHEA (DHEA-S)
mostrou-se detectavel (> a 6 ug/dl) em todos os individuos lUpicos, porém
significativamente diminuido, segundo o teste f de Student, quando os niveis
de secrecao deste hormodnio foram comparados aos do grupo controle (p <
0,001). Os valbres do DHEA-S mostraram uma variag&o de 10 a 193,12 pg/di
(50,3 + 449 pgfdl) nos individuos lupicos enquanto que as amostras do
grupo controle variaram de 153,89 a 400,23 pg/dl (253 + 79,9 ug/dl ). A

figura 2 mostra esta distribuicéo.

4.3 - Determinac¢ao sérica do hormdnio DHEA

A dosagem do horménio DHEA foi realizada em 20 amostras de soro
de individuos IUpicos assim como no soro dos 15 individuos do grupo
controle. Conforme os dados da tabela 5, o hormdnio mostrou-se detectavel
(= 0,5 ng/ml) em apenas 11 dos 20 individuos portadores da doenga (55%) e
nao detectavel (< 0,5 ng/ml) em 45% do grupo. Todos os representantes do
grupo controle apresentaram niveis hormonais detectaveis. A variacao deste

hormonio foi de 0,56 a 2,51 ng/ml (1,0 + 0,7 ng/mle 2,42 11,2 ng/mi (5,0 +
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2,6 ng/ml) nos individuos lUpicos e controle, respectivamente. A figura 3
mostra os resultados individuais de ambos os grupos no qual os valbres
obtidos pertencentes ao grupo de individuos portadores de LES mostram-se

significativamente diminuidos em relagéo ao controle (p < 0,0001).

Tabela 5 - Determinagdo do horménio DHEA em Idpicas e no
grupo controle.

Lapicas Controle
DHEA n (%) n (%}
Detectavel (= 0,5 ng/mi) 11 55 15 100
N&o detectavel (< 0,5 ng/ml) 09 45 0 0

Total 20 15
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de LES e no grupo controle.
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4.4 - Quantificagao da |L.-2

4.4.1 - Quantificagdo da IL-2 em sobrenadante de cultura de

células mononucleares sob estimulo da PHA

A quantificagdo dos niveis de IL-2 foi realizada em 12 amostras de
sobrenadante de cultura de células do grupo de lipicas, estimulados com
PHA, assim como em 12 amostras do grupo de individuos controle, também
sob ¢ mesmo estimulo. De acordo com os dados apresentados na tabela 6, a
IL-2 mostrou-se detectavel (> ou = a 0,5 pg/ml) em 9 individuos lGpicos
(75%) e n&o detectavel (< 0,5 pg/ml) em apenas 25% deste grupo, isto &, em
3 individuos. Todos os representantes do grupo controle apresentaram niveis
detectaveis desta citocina. Os valores obtidos variaram de 6,36 a 1500,8
pg/ml (368,42 + 549,9 pg/ml) nos individuos lUpicos engquanto que a variagao
dos niveis da IL-2 nos individuos controle foi de 18,68 a 194522 pg/mi

(506,14 + 653,8 pg/mi). Estes resultados estdo presentes na figura 4. A

andlise estatistica, realizada através do teste nao paramétrico, ndo mostrou

diferencas significativas entre 0s grupos.

Tabela 6 - Determinacéo da IL- 2 em lupicas e no grupo controle.

Lapicas Controle
H.-2 n (%) n (%)
Detectavel (> 0,5 pg/mi) 9 75 12 100
Nao detectavel (< 0,5 pg/mi) 3 25 0 0

Total 12 12
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Os resultados relativos & produgéo da IL-2 em sobrenadante de
cultura sob estimulo da PHA tanto em lGpicas quanto nos individuos do
grupo controle também foram analisados atraves da distribuicdo de

frequéncias. A figura 5 mostra os histogramas de frequéncias relativas

destes dois grupos. Segundo 0s dados, em ambos os casos, a classe que
apresentou o maior numero de observacdes foi a que abrangeu valores no
intervalo entre 1 e 300 pg/ml, onde as frequéncias atingiram valores de 42%
(média = 109,4 pgiml) & 67% (média = 89,4 pg/ml) nos grupos dos individuos
lupicos e controle, respectivamente. Em relagdo a classe representando as
amostras nao detectaveis (ND) para a citocina, esta abrangeu 25% do total
das 12 observacdes no grupo das lupicas, enquanto que no grupo controle,
todas as amostras apresentaram valores detectaveis (ja representado na
tabela anterior). Como a grande maioria dos valores esta compreendida
nestes dois intervalos, as demais classes tornam-se pouco representativas,
Ambos 0s grupos revelaram valores entre 1 e 1500 pg/mi, reforgando a ndo

relevancia em termos de significancia entre 0s grupos.
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4.4.2 - Analise do padrdo de produgao de IL.-2 em sobrenadante

de cultura de células monanucleares sob estimulo da PHA

combinada a DHEA em individuos portadores de LES

Com o intuito de se estudar a influéncia do horménioc DHEA na
producdo de IL-2 em portadoras de LES, as doze amostras de sobrenadante
de cultura de celulas mononucieares que receberam estimulo da PHA foram
comparadas as 12 amostras de sobrenadante estimulados com o mitdgeno
combinado ao hormdnio, para um mesmo individuo. Segundo os dados, 25%
do grupo, isto €, 3 individuos, ndo apresentaram variagdo no nivel de
producdo da IL-2, permanecendo a citocina indetectavel mesmo quando o
horménio DHEA era administrado. Trinta e trés por cento das lapicas,
representadas por 4 individuos, apresentaram um aumento na producdo da
citocina, muito embora em 3 deles, esta variacéo tenha sido muito discreta
(+9,86; +9,86; +22,8 pg/ml). Quanto a alteragdo em termos de diminuigao do

nivel da IL.-2 diante a administracdo da DHEA, esta foi percebida em 42% da

populacéo, isto é em 5 individuos, onde apenas um deles apresentou uma
acentuada diminui¢&o na producédo da citocina {-1316 pg/ml). As {abelas 7 e
8 e a figura 6 mostram estes resultados. A analise estatistica, realizada por

teste ndo paramétrico ndo mostra significancia entre os grupos.
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Tabela 7 - Variagdo do padrdo de producdo de IL-2 (pg/ml) em sobrenadante

de cultura de células mononucleares sob estimulo de PHA e PHA+DHEA no

grupo de individuos portadores de LES

PHA PHA+DHEA VARIACAO '
n.d. n.d. -
14,37 24,23 +9,86
139,48 n.d. -139,48
34,09 n.d. -34,09
6,36 16,22 +9,86
n.d. n.d. -
1441,09 124,07 -1316,02
1500,7 14257 75,0
585,7 833,43 +247,73
n.d. nd. -
4464 469,2 +22,8
252,88 210,97 41,91

1- 0 célculo da variagdo se deu pela diferenga entre o grupo tratado com dhea e o ndo

tratado; + aumento; - diminuigéo.
n.d. = nfo detectavel
Obs.: no ensaio linfoproliferativo sem estimulo, todos os valores foram indetectaveis.

Tabela 8 - Comportamento do padréo da IL-2 em sobrenadante de cultura de

células mononucleares esfimulados com a PHA associada a DHEA em

relacio ao estimulo com o mitégeno.

IL-2 perante administracao Lapicas
da DHEA n %
Aumento 4 33,0
Diminuicéo 5 42,0
Estavel 3 25,0
Total 12 100,0
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As distribuicbes de frequéncias para a I(L-2 resultante de
sobrenadante de cultura de células mononucleares sob estimulo da PHA e
PHA combinada a DHEA no grupo das lGpicas estdo representadas por

histogramas e apresentadas na figura 7. Segundo a analise dos histogramas,

a frequéncia foi maior no grupo tratado com PHA combinada ao hormdnio
(42%) em relagéo ao nado tratado (25%), na classe que compreende as
amostras n3o detectaveis (ND) para a IL-2. Em relagéo ao intervalo que
abrange os vaiores entre 1 e 300 pg/mi, o grupo tratado revelou uma
frequéncia menor (33%) em relagdo ao grupo que nao recebeu estimulo
hormonal (42%). As médias destes dois grupos tratado e néo tratado foram
93,8 e 89,4 pg/ml, respectivamente. Como a grande maioria das observacgdes
esta compreendida nestes dois intervalos, as demais classes tornam-se
pouco representativas. Os histogramas se sobrepdem entre os valores “zero”
(ND) e 1500 pg/ml, reforgando a irrelevancia em termos de significancia

entre 0S grupos.
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4.4.3 - Anélise do padrao de produgao de IL-2 em sobrenadante
de cultura de células mononucleares sob estimulo da PHA

combinada a DHEA em individuos do grupo controle

Objetivando-se avaliar a influéncia do horménio DHEA na produgéo da
IL-2 em individuos do grupo controle, foram analisadas 24 amostras de
sobrenadanie de cultura de células mononucleares, resultantes de 12
individuos, conforme descrig@o anterior. Segundo os dados, observou-se que
58% do grupo, representada por 7 individuos, apresentaram um aumento na
producédo da IL-2, sendo que a variagdo em 2 deles foi muito discreta (+9,86;
+13,56 pg/mi). O padréo de sintese da IL-2 sofreu alteragéo em termos de
diminuicdo em 33% da populagéo, isto é, em 4 individuos do grupo. Nao
houve alteracao na produgéo da citocina em apenas um individuo. Os dados
compdem as tabelas 9 e 10. O teste ndo paramétrico aplicado aos grupos
também ndo releva os resultados em termos de significancia. A figura 8

mostra esta distribuig&o.
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Tabela 9 - Variagdo do padréo de produgédo de iL-2 (pg/ml) em sobrenadante
de cultura de células mononucleares sob estimulo de PHA e PHA+DHEA em

individuos do grupo controle.

PHA PHA+DHEA VARIAGAO
102,50 568,42 +465 92
65,52 21,77 43,75
14429 1830,59 +387,69
27198 144,41 127,57
18,68 28,54 +9,86
12,52 26,08 +13,56
188,17 59,36 -118,81
21,77 83,40 +61.63
193,90 188,17 573 *
1945 22 1860,17 -85,05
670,11 1343,10 +672,99
1139 1725,82 +586.82

1 - 0 cdlculo da variagdo se deu pela diferenga enire o grupo tratado com dhea e o grupo
néo tratado; + aumento; - diminuicio.

2 -a variacio foi desconsiderada (< 8,5 pg/ml)

Obs.:no ensaio linfoproliferative sem estimulo, todos os valores foram indetectéveis.

Tabela 10 - Comportamento do padréo da IL-2 em sobrenadante de cultura
de células mononucleares estimuladas com a PHA associada a DHEA em

relagdo ao estimulo com o mitégeno.

IL.-2 perante administracao Controle
da DHEA n %
Aumento 7 58,0
Diminuigéo 4 33,0
Estavel 1 8,0

Total 12 89,00
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Os histogramas das frequéncias relativas, representativos das
distribuigbes de frequéncias para a IL-2 oriunda de sobrenadante de cultura
de linfécitos sob estimulo da PHA e da PHA combinada ac horménio DHEA,
em individuos do grupo controle, estéo apresentados na figura 9. A andlise
destes dois grupos - tratado com DHEA e ndo tratado - mostra que a grande
maioria dos dados compbem a classe que abrange os valores entre 1 e 300
pg/ml, onde a frequéncia observada foi de 58% (média = 78,8 pg/ml) e 67%
(109,4 pg/ml), nos grupos tratado e ndo tratado, respectivamente. Todas as
amostras foram detectadas pelo ensaio. Como a grande maioria das
observagbes pertencem 2 classe que compreende valores entre 1 e 300
pg/ml, as demais tornam-se pouco representativas. Os histogramas se
sobrepGem num mesmo intervalo, isto é, entre 1 e 2101 pg/ml, reforgando a

n&o relevancia em termos de significancia entre os grupos.
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4.5 - Quantificagio da IL- 4

4.5.1 - Quantificagao da IL- 4 em sobrenadante de cultura de

células mononucleares estimulados com PHA

A quantificaglo dos niveis de IL- 4 se deu através da andlise de 15
amostras de sobrenadante de cultura de células mononucleares provenientes
de individuos IUpicos, assim como em 11 amostras dos individuos
pertencentes ao grupo controle, todas elas sob o estimulo de PHA. De acordo
com os dados presentes na tabela 11, a IL- 4 se mostrou detectavel (= 0,5
pg/ml) em 53% do grupo lupico, equivalente a 8 do total de 15 individuos
(53%), e néo detectavel (< 0,5 pg/ml) em 7 individuos, o que representa 47%
desta subpopulagdo. Quanto aos individuos do grupo controle, 7 deles (67%)
apresentaram niveis detectaveis da citocina contra os 5 dos 11 individuos
(33%) do mesmo grupo, nos quais a IL- 4 ndo foi detectada. Os valores obtidos

variaram de 6,05 a 408,50 pg/mi (72,12 + 115,08 pg/mi) no grupo das lUpicas,

enquanto que a variacao nos individuos do grupo controle foi de 0,74 a 331,76
pg/mi (85,92 + 141,76 pg/ml). Estes resultados estio apresentados na figura
10. Segundo a analise estatistica, realizada através do teste nao paramétrico,

néo ha diferengas significativas entre os grupos quanto a producdo da IL- 4.
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Tabela 11 - Determinag&o da IL- 4 em lGpicas e no grupo controle

Lapicas Controle
IL-4 n % n %
Detectavel (> 0,5 pg/mi) 8 53,0 7 64,0
Nao detectavel (< 0,5 pg/ml} - 7 47,0 4 36,0
Total 15 100,0 11 100,0

Com a finalidade de se visualizar melhor o padréo da produgéo da IL-4,
resultante de sobrenadante de cultura de células mononucleares sob o©
estimulo da PHA, nos grupos IUpico e controle, os valores foram organizados
em classes de distribuicdo de frequéncias, representadas pelos histogramas
das frequéncias relativas (figura 11). Os histogramas mostram que, a grande
maioria das observagbes, tanto no grupo portador (94%) como no grupc
controle (81%), pertencem 3as classes abrangem amostras ndo detectaveis
(ND) para a IL-10 e entre 1 e 300 pg/ml. Os valores, em ambos 0s casos,
apresentam a mesma amplitude de dispersdo, e as frequéncias relativas as

classes s&o muito proximas quando comparadas entre os grupos. Desta forma,

n4oc ha como relevar 0os grupos em termos de significancia.
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4.5.2 - Andlise do padrdo de produgdo da lL- 4 em sobrenadante
de cultura de células mononucleares sob estimulo da PHA

combinada a DHEA em individuos portadores de LES

Com o objetivo de se averiguar a influéncia do horménio DHEA na
produgéo da IL- 4 em portadores de LES, as 15 amostras de sobrenadante de
cultura de células mononucleares que receberam estimulo da PHA combinada
ao hormdnio, foram comparadas as 15 amostras de sobrenadante resultante
de ensaio linfoproliferativo estimulado apenas com o mitdgeno, todos para um
mesmo individuo. Analisando-se os resultados, foi verificado que 27% do
grupo, representados por 4 individuos, apresentaram um aumento na producgéo
da IL- 4 contra 13% (2 individuos), 0s quais revelaram uma diminui¢do no nivel
da citocina. N&o houve alterag&o na producg&o da IL- 4 em 60% do grupo das
lUpicas, isto €, em 9 individuos. Estes dados estdo presentes nas tabelas 12 e
13 e também na figura 12. A andlise estatistica ndo releva estas alteragdes em

termos de significancia.
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Tabela 12 - Variagao do padrdo de producéo da IL- 4 (pg/ml) em sobrenadante

de células mononucleares sob o estimulo da PHA e PHA+DHEA no grupo de
individuos portadores de LES.

PHA PHA+DHEA Variagio *
n.d. n.d -
n.d. 401 +4 01
n.d. n.d. -
408,50 204,82 -203,68
n.d. n.d. -
n.d. nd -
6,05 1,56 -4,49
136,66 207 27 +70.61
21217 228,09 +15,92
146,46 166,05 +19 59
88,50 70,54 -17,96
n.d. n.d. -
n.d. 12,17 +12,17
n.d. n.d. -
47 27 50,97 +3,7

* o calculo da variagéo se deu pela diferenga entre o grupo tratado com dhea e o grupo néo
tratado; +aumento; -diminuigio.

Obs. no ensaio linfoproliferativo sem estimulo, todos os valores foram indetectaveis.

Tabela 13 - Comportamento do padréo da IL- 4 em sobrenadante de cultura de

celulas mononucleares estimulados com a PHA associada a DHEA em relacao
ao estimulo com o mitégeno.

IL- 4 perante administracio Lapicas
da DHEA n %
Aumento 4 27,0
Diminuigéo 2 13,0
Estavel 9 60,0
Total 15 100,0
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Quanto as distribuicdes de frequéncias para IL-4, resultante de
sobrenadante de cultura de células mononucteares estimulados com PHA e
PHA combinada ao horménio DHEA, no grupo das portadoras da doenga, os

histogramas relativos aos grupos (figura 13) mostram que, no grupc tratado

com o hormdnio, a frequéncia das observagbes aumentou de 47% para 67%,
no intervalo entre 1 e 300 pg/ml (média = 89,8 pg/mi), quando comparado ao
grupo néo tratado (média = 96,2 pg/ml). Por outro lado, em relacdo a classe
que compreende as amostras ndo detectaveis, a frequéncia do grupo tratado
diminuiu de 47% para 33% quando o horménio foi administrado as culturas de
células mononucleares. Considerando-se a terceira classe da distribuic&o
(intervalo entre 301 e 601 pg/mi), muito pouco representativa, os valores
mostram-se, em ambos os grupos, dispersos num mesmo intervalo, reforgando

a nado relevancia das observacgdes em termos de significancia entre eies.
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4.5.3 - Analise do padrao de produgéo da [L.- 4 em sobrenadante de
cultura de células mononucleares sob estimulo da PHA combinada

a DHEA em individuos do grupo controle

A fim de se averiguar a influéncia do horménio DHEA na produgéo da
iL- 4 em indiviuduos do grupo controle, onze amostras de sobrenadante de
cultura de células mononucleares estimulados com a PHA associada ao
horménio foram comparadas as 11 amostras de sobrenadante, resultante de
ensaio linfopoliferativo apenas sob o estimulo do mitdgeno, conforme
descricgo anterior. Diante da administragdo hormonal, os resultados revelam
que apenas 3 individuos (27%) apresentaram um aumento na produgao da IL-
4 e somente 1 deles apresentou uma diminuicdo na sintese desta citocina
ap6s a adigdo da DHEA. Os demais (64%) apresentaram uma estabilidade na
produgdo da IL- 4. As tabelas 14 e 15 e a figura 14 mostram estes resultados.
A analise estatistica por teste ndo paramétrico ndo releva estas alteragbes em

termos de significancia.
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Tabela 14 - Variagao do padrao de producéo da IL- 4 (pg/mi) em sobrenadante

de cultura de célutas mononucleares sob estimulo da PHA e PHA+DHEA no

grupo de individuos controle.

PHA PHA+DHEA Variagio *
0,74 n.d. -0,74
n.d. n.d. -
375,03 208,50 -166,53
n.d. n.d. -
nd. n.d. -
4 .01 n.d. -4.01
1,56 7,68 6,12
n.d. n.d -
68,50 159,52 +91.,02
163,60 24197 +78,37
331,76 476,25 +144, 49

* g caleulo da variagio se deu pela diferenga entre o grupo tratado com dhea e 0 grupo ndo
tratado; +aumento; -diminuigio.

Obs. no ensaio linfoproliferativo sem estimulo, todos os valores foram indetectaveis.

Tabela 15 - Comportamento do padréo da IL- 4 (pg/ml) em sobrenadante de

cultura de células mononucleares estimulados com PHA associada a DHEA

em relacéo ao estimuio com o mitégeno.

IL- 4 perante administragao Controle
da DHEA n %
Aumento 3 27,0
Diminuig&o 1 9,0
Estavel 7 64,0
Total 11 100,0
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Os histogramas representativos das distribuicdes de frequéncias para a
IL-4, resultante de sobrenadante de cultura de células mononucleares sob
estimulo da PHA e da PHA combinado ao hormdnio, estdo apresentados na

figura 15. Em relago ao grupo tratado com o hormodnio, observa-se um

aumento da frequéncia, de 36% para 54%, na classe que abrange as amostras
ndo detectaveis pelo ensaio, quando comparado ao grupo néo tratado. Por
outro lado, a frequéncia das observagbes pertencentes ao intervalo entre 1 e
300 pg/ml dimunuiu de 45% (média = 48,3 pg/mi) para 36% neste mesmo
grupo (média = 154,4 pg/ml). Muito embora a terceira classe da distribuic&o
que abranja os valores entre 301 e 601 pg/mi mostra-se pouco relevante, é
também observado uma diminuicdo da frequéncia das amostras apds o
tratamento com o horménio (de 18% para 9%). A dispers&o dos valores, em
ambos os grupos, ocorreu num mesmo intervalo. Desta forma, quando
comparados entre si, 0s grupos nao apresentam relevancia em termos de

significancia.
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4.6 - Quantificagao da lL.-10

4.6.1 - Quantificagéo da IL-10 em sobrenadante de cultura de células

mononucleares sob estimulo da PHA

A quantificacdo dos niveis de IL-10 se deu através da analise de 13
amostras de sobrenadante de cultura de células mononucleares de individuos
portadores de LES, assim como em 10 amostras dos individuos pertencentes ao
grupo controle, todas elas sob o estimulo da PHA. De acordo com os resultados,
a IL-10 mostrou-se detectavel (> a 0,5 pg/ml) em todos os individuos lupicos e em
todos aqueles pertencentes ao grupo controle. Os valores obtidos variaram de
204963 a 3156,0 pg/mi (2331,5 + 492,97 pg/ml) no grupo das idpicas enquanto
que a variagéo nos individuos controle foi de 1321,71 a 2775,80 pg/ml (2362,81 +
539,6 pgiml). O teste estatistico ndo paramétrico ndo relevou os resultados em

termos de significancia. Estes dados estéo presentes na figura 16.



1IL-10 (pg/ml)

0
3000
A |
| -4 0
|
2500 2 g
& e
+
o &
2000 ©
A
1500
o
1000 -
500 - v
| I
LES Controle

p> 0,005

Figura 16 - Niveis de IL-10 {pg/mi) sob estimulo da PHA em
individuos portadores de LES e no grupo controle

73



74

A produgdo da IL-10 em sobrenadante de cultura de células
mononucleares sob estimulo da PHA, em ambos os grupos iUpico e controle, foi
analisada em termos de distribuicdo de frequéncias, através de histogramas de

frequéncias relativas (figura 17). Diante da anélise, observa-se que, no grupo

lipico, a maioria das observagbes esta compreendida entre 2101 e 3000 pg/mi,
onde as frequéncias ndo se apresentaram muito variaveis (30%, 30% e 23%). A
distribuicao das frequéncias neste grupo se aproxima a uma distribuigdo normal.
J& no grupo controle, a classe mais representativa foi a que compreendeu valores
entre 2401 e 2700 pg/ml (media = 2586,6 pg/ml), sendo que a frequéncia das
observagdes atingiu um valor de 60%. As demais observacdes estdo dispersas
entre 1201 e 3000 pg/ml, muito embora as classes sejam muitio pouco
representativas. Em ambos os grupos, a grande maioria das observactes esta
compreendida entre 2101 e 3000 pg/ml. Esta sobreposi¢cao mostra a auséncia de

diferencas significativas entre eles.
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4.6.2 - Analise do padrio de produgao da IL-10 em sobrenadante de
cultura de células mononucleares sob estimulo da PHA combinada a

DHEA em individuos portadores de LES

A fim de se averiguar a influéncia do horménio DHEA na produgdo da IL-10
em portadores de LES, as 13 amostras de sobrenadante de cultura de células
mononucleares que receberam estimulo da PHA combinada ao horménio, foram
comparadas as 13 amostras de sobrenadante resultante de ensaio
linfoproliferativo estimulados apenas com o mitdgeno, todos para um mesmo
individuo. Os resultados revelam que 6 individuos (46%) apresentaram um
aumento na producdo da 1L-10, e 6 deles produziram citocina em menor nivel
quando o horménio foi administrado. Nao houve alteracéo no nivel da IL-10 em
apenas 1 individuo, permanecendo o valor absolutamente intacto apbs a
administraciio da DHEA (tabelas 16 e 17). A analise estatistica realizada através
do teste ndo paramétrico ndc permite relevar 0s resultados em termos de

significancia. A figura 18 apresenta estes resultados.
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Tabela 16 - Variagéo do padrao de produgdo de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante
de cultura de células mononucleares sob estimulo de PHA e PHA+DHEA no
grupo de individuos portadores de LES

PHA PHA+DHEA Variagdo *

3156 2789,82 -388,18
2049,63 2430,67 +381,04
2435,05 1931,3 -503,75
256,88 2360,59 -146,29
2312,42 2397,38 | +84,96
2700,47 274602 +45,65
2746,02 2746,02 -
2348,33 2469 21 +120,88
2647 91 2783,68 +135,77
238425 1552,9 -831,35
2160,87 2331,69 +171,22
2808,21 2513,89 -284 32
27495 2698,72 -50,78

* o calculo da variaglio se deu pela diferenga entre 0 grupo tratado com dhea e 0 Qrupo nao
tratado; + aumento; - diminui¢&o.

Tabela 17 - Comportamento do padrdo da IL-10 em sobrenadante de células

mononucleares estimulados com a PHA associada a DHEA em relagao &o

estimulo com o mitégeno.

IL-10 perante administragao Lapicas
da DHEA n %
Aumento 6 46,0
Diminui¢ao 6 46,0
Estavel 1 8.0

Total 13 100,0
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As distribuicdes de frequéncias para a 1L-10, resultante de sobrenadante
de cultura de células mononucleares estimulados com PHA e PHA combinada ao
horménio no grupo das IGpicas, foram representadas por histogramas das

frequéncias relativas, os quais estdo apresentados na figura 19. Estes

histogramas mostram que, em ambos os grupos - tratado e ndo tratado com
DHEA - a grande maioria das observagdes esta compreendida entre os valores
2101 e 3000 pg/ml. Neste intervalo, as 3 classes de observacdes revelam
frequéncias com muito pouca variagéo: 23%, 30% e 30%, no grupo tratado e 30%,
30% e 23% no grupo n&o tratado. As demais classes, dentro do intervalo de
dispersao dos dados (1501 a 3001 pg/ml), tornaram-se pouco representativas. Em
ambos os casos, a dispersdo dos dados estad compreendida entre 1801 e 3000

pg/ml, e desta forma, ndc ha como constatar diferencas significativas entre os

grupos.
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4.6.3 - Anélise do padrdo de producgio da IL-10 em sobrenadante
de cultura de células mononucleares sob estimulo da PHA combinada

a DHEA em individuos do grupo controle

Dez amostras de sobrenadante de cultura de células mononucleares
estimulados com a PHA associada ac horménio DHEA foram comparadas as 10
amostras de sobrenadante, resultante de ensaio linfoproliferativo, apenas sob o
estimulo do mitdgeno, conforme descricdo anterior. Os resultados mostram que
50% do grupo, equivalente a 5 individuos, apresentaram aumento do nivel da IL-
10, quando as culturas foram tratadas com o horménio. Em relacdo as amostras
que apresentaram diminui¢do do nivel da citocina diante a administragéo da
DHEA, estes compdem 50% do grupo (5 individuos). Os dados estdo presentes
nas tabelas 18 e 19 e na figura 20. A andlise estatistica n&o releva estas

alteragbes em termos de significancia.



82

Tabela 18 - Variag8o do padréo de produgéo de iL-10 (pg/ml) em sobrenadante
de cultura de linfocitos sob estimulo da PHA e PHA+DHEA no grupo de individuos
controie,

PHA DHEA Variagao *
2698,72 2485,86 +212,46
1321,70 1247,24 -74,46

1665,2 2341,32 +776,12
2584,84 245257 -132,27
2568,20 2537,54 -30,66
2537,50 2637,40 +100,10
2434,18 2240,59 -139,59
223970 2794,20 +558,50
2589,22 2530,53 -58,39
2775,80 2834,49 +58,69

* 0 calculo da variagdo se deu pela diferenga entre o grupo tratado com dhea e 0 grupo néo
tratado,; + aumento; - diminuicio.

Tabela 19 - Comportamento do padrédo da IL-10 em sobrenadante de cultura de

células mononucleares estimulados com PHA associada a DHEA em relacéo ao
estimulo com o mitégeno.

IL-10 perante a administracéo Controle
da DHEA n %
Aumento 5 50,0
Diminuigdo 5 50,0

Total 10 100,00
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Em termos das distribuigbes de frequéncias, os histogramas das
frequéncias relativas para a IL-10, oriunda de sobrenadante de cultura de células
mononucleares sob estimulo da PHA e da PHA combinada ac hormdnio no grupo

controle (figura 21) mostram que a grande maioria das observagdes faz parte do

intervalo entre 2101 e 3001 pg/ml, tanto no grupo tratado como no grupo nio
tratado com o hormdnio. Este dltimo apresenta um grande numero de
observagdes, onde a frequéncia foi de 60%, na classe que compreende os
valores entre 2401 e 2700 pg/ml (média = 2528,7 pg/mi). Esta classe também foi
expressiva no grupo tratado com DHEA (média = 24608 pg/mb), onde a
frequéncia dos dados neste intervalo, foi de 50%, a maior delas. Diante da
distribuic@o dos dados, as demais classes tornam-se muito pouco representativas.
A dipersdo dos valores, em ambos 0s casos, € a mesma, isto €, compreende
valores no intervalo entre 1201 e 3001 pg/ml. Desta forma, os grupos ndo devem

expressar diferencas significativas entre si.
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4.6.4 - Quantificacdo da IL-10 em sobrenadante de cultura de

células mononucleares na auséncia de estimulo

As 13 amostras de sobrenadante de cultura de células mononucleares dos

individuos portadores de LES, juntamente com as 11 amostras dos individuos do
grupo controle, todas elas ausentes de estimulo, foram analisadas para a
produc&o de IL-10. Segundo os resultados, a IL-10 mostrou-se detectavel (> 10
pg/ml) em todos os 13 individuos lapicos {(100%) e em todos os individuos do
grupo controle (100%). Os valores apresentaram uma variacao de 235,51 a 3156
pg/mt (.2015,06 + 837,1) no grupo das lupicas enquanto que a variagdo nos
individuos controle foi de 312,59 a 2252,85 pg/ml (1694,0 + 926,0 pg/ml). O teste
estatistico ndo paramétrico releva os resultados em termos de significancia,
sendo que os valores obtidos para o grupo controle mostram-se diminuidos em
relag&o ao grupo de individuos lupicos (p = 0,026). Os dados estéo apresentados

na figura 22.
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Quanto as distribuigbes de frequéncias para a IL-10, resultante de
sobrenadante de cultura de células mononucleares na auséncia de estimulo, dos
grupos lupico e controle, representadas por histogramas (figura 23), estas
mostram que, no grupo controle, a maioria dos valores (70%) esta dentro do

intervalo entre 1201 e 2400 pg/mi, muito embora a classe que represente 30%
das observagles, compreenda os valores entre 301 e 600 pg/ml. Em relacdo ao
grupo das portadoras da doencga, grande parte das observacdes (82%) esta no
intervalo que abrange os valores entre 1801 e 2700 pg/ml. Em ambos os casos, o
intervalo entre 601 e 1200 pg/ml revela uma auséncia de observacdes. A anélise
comparativa dos histogramas mostra um deslocamento das classes de
distribuicdo das frequéncias entre os grupos, reforcando a relevancia do grupo
das portadoras de LES em relagéo ac grupo controle, na producio aumentada da

citocina em estudo.
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4.7 - Analise comparativa das distribui¢des das frequéncias para IL- 2, IL.-
4 e IL-10 em sobrenadante de cultura de células mononucleares sob

estimulo da PHA

4.7.1 - Analise comparativa das distribuigdes das frequéncias em

portadoras de LES

A figura 24 mostra, através dos histogramas de frequéncias relativas, os
perfis das 3 interleucinas (IL-2, IL-4 e IL-10), estudadas e analisadas neste
trabalho, do grupo das 39 portadoras de LES. O que se pode observar é a
existéncia de um perfil continuo em relacdo a produgdo da IL-10, fendmeno
este ndo observado nas demais citocinas. Além do mais, ha um deslocamento
dos niveis de producéo da IL-10 para a direita quando comparados com os das
interleucinas 2 e 4. Estas Ultimas se sobrepfem nas 3 primeiras classes, ou
seja, a grande maioria dos valores relativos & IL-2 e toda a produgéo da IL-4

se encontra dispersa num mesmo intervalo.

4.7.2 - Andalise comparativa das distribui¢cdes das frequéncias no

grupo controle

Os perfis das interleucinas 2, 4 e 10, relativas ao grupo controle, estao
apresentados na figura 25 através de histogramas. Observa-se uma auséncia
de continuidade nos perfis das citocinas em estudo, ocorrendo uma

predomindncia na produgdo da IL-2 e IL-10, onde as frequéncias das
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observagdes séo 67% e 60%, respectivamente. A IL-4 parece ser a Unica
citocina que mantém o seu padrao de produgdo quando comparada ao grupo
das portadoras de LES. As demais revelam alteragdo do seu perfil de
produgao assim como na dispersdo dos valores, principaimente a IL-10, a qual
nao se mostra mais deslocada em relacéo as outras citocinas, como acorre no
grupo lupico, se sobrepando a {L-2 no intervalo entre 1201 e 1800 pg/ml, muito

embora estas classes sejam pouco representativas devido a baixa frequéncia

das observacdes.
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Dentro da abordagem de desorganizacdo imunolégica, a autoimunidade
tem gerado inUmeras questbes e investigacdes na tentativa de se
compreender 0S mecanismos, muitas vezes de forma reducionista,
responsaveis pelo seu desencadeamento. A busca do equilibrio vira lei de

sobrevivéncia e a agressividade contra o estranho nao mais preserva, mas

agride: o préprio ndo reconhece mais o proprio.

Diante do desequlibrio .imunobioldgico desencadeado pelo LES, a
estratégia terapéutica primaria é alcancar e manter a supressdo adequada da
doenca sem a ocomréncia de efeitos colaterais proporcionados pela droga
(KIMBERLY, 1988). As mulheres portadoras de LES que participaram do nosso
estudo (quadro 1), a maioria delas em tratamento com doses consideradas
baixas de corticoestréides, parecem ter suprimido a doenga, recuperando ¢

equilibrio imunobiolégico agora no convivio com ela, uma vez que 0 exame

clinico de todas elas se revelou normal no dia da coleta, além de seus
depoimentos, que apontavam para uma vida estavel e relativamente saudavel.
Tal era a seguranga de um quadro clinico estabilizado, que uma delas, durante
a entrevista que precedia a coleta de sangue nos informou, quando the foi
perguntado sobre a dose do medicamento: “...eles falaram pra eu tomar 5 mg
de Meticorten por dia mas eu mesma resolvi parar de tomar o remédio e estou

otima.”
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Apesar de estabelecermos determinados critérios em relacdo ao sexo e
dose do medicamento, que mesmo assim fica dificili em termos de
confiabilidade, vide depoimento anterior, ndo podemos deixar de relevar a

heterogeneidade do grupo. A nossa casuistica € composta por mulheres de

diferentes idades, diferentes periodos de estabelecimento da doenca e
tratamento da mesma, e oufros inUimeros fatores ambientais. A
heterogeneidade clinica no LES é tida como um fendmeno marcante dentre os
individuos portadores da doenca, e se expressa até mesmo nos individuos que
apresentam padrGes idénticos de autoanticorpos (HARLEY & KIMBERLEY).
Esta diversidade parece intrigar os pesquisadores uma vez que dados na
literatura mostram associagdes entre anticorpos e uma manifestacdo clinica
em particular, sugerindo a importancia dos autoanticorpos na expresséo clinica
da doenga. Em relagdo as nossas observagdes, muito embora os dados ndo
tenham sido apresentados, do total das 10 mulheres (26%) gue apresentaram
anticorpos anti-DNA, 7 delas (18%) desenvolveram disturbio renal. Este tipo de

correlacdo tem sido abordado na literatura por investigacdo em modelo murino,

como em camundongos NZB/NZW que desenvolvem espontaneamente uma
acelerada doencga autoimune com glomerulonefrite severa e uma excessiva
producdo de anticorpos anti-DNA (HELYER & HOWIE, 1963,
THEOPHILOPOULOS & DIXON, 1985). Em humanos, a ligacdo entre
anticorpos anti-dsDNA, altamente especifico para LES, e glomerulonefrite tem
sido examinado de perto, uma vez que estes anticorpos apresentam a
capacidade de se depositarem nos rins e promoverem a fixacdo de

complemento (ROTHFIELD & STOLLAR, 1967).
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Anticorpos anti-Sm, na auséncia de outros autoanticorpos, tém sido
relacionados com doenca isolada do sistema nervoso central em LES
(WINFIELD, et al, 1978). Pacientes que apresentam anticorpos anti-nRNP
desenvolvem doenca com baixa prevaléncia de nefrite e prognostico
aparentemente favoravel (REICHLIN & MATTIOLI, 1972), enguanto gue anti-
Ro tem sido associado com doenga renal (WASICEK & REICHLIN, 1982). No
nosso frabatho, das 4 mulheres que desenvolveram anticorpo anti-Sm, 3 delas
apresentaram um tipo de manifestagdo neuropsquidtrica (convulséo, psicose
Ou neuropatia periférica). Por outro lado, das 10 portadoras que apresentaram
anticorpo anti-Ro/SSA, somente 3 delas tiveram distarbio renal. Em relacdo as
observagbes feitas com o intuito de se associar manifestacdes
neuropsiquiatricas com a presenga do anticorpo anti-Sm, estas provavelmente
na&o podem ser sustentadas, em primeiro lugar, em virtude da pequena
amostra e, em segundo lugar, pelo fato de que em apenas 1 individuo o
anticorpo se apresentou na auséncia de todos os outros. Quanto ao

autoanticorpo anti-Ro/SSA, a express@o de manifestagdes de natureza renal

ou pulmonar no grupo das mulheres com LES néo oferecem suporte para tais
associagOes. Na nossa casuistica, 7 do total das 12 mulheres desenvolveram
mais de um autoanticorpo, e uma delas apresentou todos eles. E interessante
observar que, quanto as manifestages clinicas, esta Gltima apresentou
apenas comprometimento a nivel cutaneo e articular. Em contraposicdo, outra
upica que ndo revelou nenhum destes autoanticorpos, apresentou, além das
lesbes cutdneas e comprometimento articular, doenca renal, pleurite,
pericardite, anemia hemolitica e leucopenia<4000. Portanto, associagéo entre

determinada manifestacéo clinica e a presenca de autoanticorpos, em nosso



97

estudo, ndo se mostrou tao clara. O que ndo podemos deixar de considerar é
que esta diversidade clinica que se opdem a determinadas associacdes ou
correlagGes, se sustenta pelo efeito do background genético e principalmente,

pelo efeito da press&o ambiental a qual o individuo esté submetido.

Quanto acs outros caracteres, observamos uma predominancia das
manifestagbes cutineas e articulares, apresentadas respectivamente por 97%
e 87% do grupo, seguida pela presenca de célula LE, observada em 51% das
mulheres portadoras (tabela 1). Manifestagbes caracteristicas como
comprometimento renal, serosites e alteragdes hematolégicas foram
apresentadas por aproximadamente 38% do grupo. Na literatura,
manifestagfes com comprometimento cutaneo foram observadas em mais de
80% dos individuos nas descrices feitas por SCHUR (1989) e ROTHFIELD
(1977), os quais relatam a presencga de alopécia em aproximadamente 70%
dos pacientes. Fotosensibilidade, lesdo malar e dlcera oral foram outros

caracteres manifestados por, respectivamente, 58%, 50% e 27 a 41% dos

individuos, segundo SCHUR (1989) enquanto que TAN et al. (1982),
observaram-nos em 43%, 57% e 27% dos pacientes, respectivamente. Estas
frequéncias descritas se assemelham as frequéncias observadas em nosso
trabalho (tabela 2). Um dos caracteres referente ao comprometimento cutaneo
que se expressou com baixa frequéncia foi a lesdo discoide, observada em
apenas 8% das mulheres. Dados publicados também apontam este caracter
como o de menor frequéncia dentre as manifestagbes de origem cutanea; 18%
(TAN et. al, 1982) e 25% (SCHUR, 1989). Manifestacdes articulares como

artrite e artralgia também sdo muito frequentes em LES. SCHUR (1989) e
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ROTHFIELD (1977) descreveram-nas em aproximadamente 95% dos
individuos e TAN et. al. (1982) observaram estas manifestagbes em 86% dos
pacientes. Segundo ROTHFIELD (1977), a maioria dos pacientes apresentam
artrite, muito embora a artralgia, sem evidéncia objetiva sobre o
comprometimento articular, também seja comum. Nas nossas observacgdes, a
artralgia, manifestada por 74% dos individuos se revelou com frequéncia um
pouco superior & artrite, que acometeu 64% das portadoras (tabela 3). A
presenca da celula LE € outra caracteristica importante, encontrada em 91%
dos individuos com LES, segundo a descrigdo de ROTHFIELD (1977) e em
73% de acordo com as observagtes de TAN et al. (1982). Embora a presenca
da célula LE tenha sido a terceira caracteristica com o maior nimero de
observagbes, ela se apresentou com frequéncia inferior as frequéncias
descritas na literatura. Em relag&o ao desenvolvimento de serosites, a pleurite
foi abservada em aproximadamente 50% dos pacientes, (SCHUR, 1989: TAN
et al., 1982), enquanto que a pericardite foi relatada em 8 a 48% dos

individuos por SCHUR (1989), em 21% por ROTHFIELD (1977) e em 18% dos

pacientes nas observacdes feitas por TAN et al,, (1982). Segundo as nossas
observagbes, constatamos o desenvolvimento destas serosites, tanto pleurite
como a pericardite, em aproximadamente 30% do grupo, sendo que 20% dos
individuos apresentaram pleurite e também pericardite (tabela 4). Quanto ao
comprometimento renal, SCHUR (1989) relata o acometimento deste distdrbio
em aproximadamente 50% enquanto que TAN et al. (1982) descreveram-no
em 60% dos pacientes. Alteragtes hematoldgicas como o desenvolvimento de
leucopenia (<4000/mm>), anemia hemolitica e trombocitopenia se expressaram

em 46%, 18% e 21% dos individuos, respectivamente, segundo TAN et al.
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(1982), enquanto que ROTHFIELD (1977) descreve a presenca de leucopenia
(<4000/mm3) em apenas 5% dos lUpicos e anemia hemolitica em 17% dos
individuos. No nosso trabalho, 20% dos individuos apresentaram leucopenia
(<4000/mm3) e plaquetopenia e 13% desenvolveram anemia hemolitica.
Nenhuma delas apresentou trombocitopenia (dados ndo mostrados). De uma
maneira geral, as frequéncias de algumas das manifestacdes clinico-
laboratoriais observadas no nosso trabalho se assemelham as ja descritas,
principalmente em relagcdo &s manifestagbes de carater cutdneo e articular,
muito embora a literatura aborde tais caracteres em individuos de ambos os

SeX0s.

Uma das manifestagdes caracteristicas do LES, descrita e considerada
como unico caracter a ser quase que universalmente positivo (TAN et al.,
1982), presente em todos os pacientes com LES (ROTHFIELD, 1977) é o fator
antinuclear, o qual, em nosso trabalho, se revelou positivo em todas as

mulheres lipicas do grupo. A distribuicdo de frequéncias para os titulos deste

fator, numa amostra de 37 individuos, apresentou um perfil continuo, com um
aspecto de curva bimodal (figura 1), Sdo extremamente comuns as
caracteristicas biologicas expressas por varidveis continuas que mostram
grande ajustamento a distribuicdo normal (BEIGUELMAN, 1991). Portanto,
este aspecto da distribuicdo dos titulos do FAN reforga a idéia da continuidade
e da aproximagao das respostas biclégicas a curva normal. Muito provalmente
outros parametros biolégicos mensurdveis expressos neste mesmo grupo de
individuos como, titulos de autoanticorpos, niveis dos componentes do sistema

complemento, etc, também mostrariam um perfil de continuidade.
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Talvez possamos dizer que o lupus eritematoso sistémico esteja muito
bem caracterizado enquanto doenga, frente aos inimeros critérios abordados
que o caracterizam como fal e diante das extensivas investigacdes em torno de
pardmetros clinicos e laboratoriais. No entanto, os eventos precoces
responsaveis pelas anormalidades imunoregulatérias ainda séo pouco
compreendidos. Tais irregularidades tém sido muito estudadas sob a dptica da
produgéo defectiva de citocinas regulatérias, dentre elas, a IL-1, a IL-2 e a IL-
10. Diversos autores apontam para uma deficiéncia na produgéo da IL-2 em
LES, tanto em humanos como em modelos murinos. ISRAELI-LINKER et al.
(1983) observaram baixa atividade de IL-2 em pacientes recém diagnosticados
ou tratados com drogas ndo estedides e em pacientes em tratamento com
predinisona em doses que variaram de 2 a 60 mg. MURAKAWA et al, (1985)
verificaram que individuos com doenga inativa, tratados com corticoesteréides
ou drogas imunosupressoras ou ainda, sem este tipo de medicagdo e
pacientes tratados com baixas doses de corticoestréides (<10mg/dia)

revelaram uma baixa produgdo de IL-2. Em determinadas linhagens de

camundongos, a deficiéncia na atividade da IL-2 tem sido correlacionada ao
desenvolvimento de uma sindrome LES tipica, sugerindo uma relagédo entre
baixa produtividade desta citocina e um gene recessivo autossomal que é
responsavel pelo lupus murino (TALAL et al., 1982). Estes lltimos autores
tambem sugerem uma relacdo enire o efeito benéfico de horménios
masculinos e a produgéo da IL-2, uma vez que o andrégeno é capaz de manter
a alividade desta citocina em camundongas NZB/NZW. E interessante
observar que praticamente todos estes autores acreditam que a deficiéncia na

producdo desta citocina possa ser extremamente relevante para as
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anormalidades imunoregulatorias no LES, contribuindo significativamente para

esta patogenia.

Ao contrério da literatura, ndo pudemos observar deficiencia na

producdo da IL-2 no grupo de lupicas por nés estudado. Muito embora 25% do
grupo ndo apresentaram niveis detectaveis desta citocina (tabela 6), a
dispers&o dos valores, tanto no grupo portador como no grupo controle, foi
praticamente a mesma (figuras 4 e 5). Um dos elementos que devemos
considerar ac discutirmos este processo € o efeito da corticoterapia na
regulacao da producdo da IL-2. Os trabalhos experimentais de DAYNES &
ARANEQ (1989) e DAYNES et al. (1990) mostram que ha um efeito depressor
da sintese de IL-2 por linfécitos T murinos quando tratados com baixas doses
de glucocorticdides in vivo e in vitro. Os trabalhos relativos & baixa produgao
desta linfocina em grupos de individuos portadores de LES se referem, na
maioria, aos individuos tratados com corticosterdides, muito embora LINKER-

ISRAELI et al. (1983) tenham observado sintese defectiva de IL-2 em IUpicos

recém diagnosticados ou tratados com drogas ndo esteréides assim como
MUROKAWA et al (1985) que observou tal fendmeno também em pacientes
com este tipo de medicago. Portanto, diante destas Ultimas referéncias e
diante dos nossos dados, parece-nos plausivel considerar que, muito
provavelmente em LES, a baixa produgio da IL-2 ndo esteja diretamente
relacionada a corticoterapia, assim como longos periodos de tratamento com
esteréides imunosupressores nao implicam na baixa sintese desta citocina,
conforme apontam 0s nossos resultados. Entendemos que a ndo significativa

producdo da iL-2 em LES, observada em nosso trabalho, refiita uma possivel
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recuperacao do estado de equilibrio juntamente com a doenga neste grupo de
mulheres, e que os fatores ambientais exercam pressdes a um nivel individual,
n&c nos permitindo classifica-las como lpicas que produzem baixos niveis de

IL-2. Nao parece estar esclarecido se a baixa producéo de IL-2 afeta todos 0s

individuos portadores de doengas autoimunes, uma vez que seus niveis sdo
altamente variaveis em ensaios in vifro, inclusive em grupos controle
(KROEMER et al., 1991). ALCOCER-VARELA et al. (1996), em sua descrigéo
sobre a desregulagdo imunologica no LES, menciona seu estudo anterior que
mostrou uma recuperagao da resposta proliferativa a 1L-2 por células T de
pacientes portadores apos 6 meses de tratamento, assim como a normalizagéo

da produgéo da IL-2, 2 anos apds o tratamento.

A provavel correlagédo existente entre a atividade da IL-2 e deficientes
niveis séricos do hormoénio dehidroepiandrosterona (DHEA), o qual parece
estar diretamente envolvido na regulagdo desta citocina, tem sido bastante

elucidado (DAYNES et al., 1990; SUZUK! et al., 1991, MEIKLE et al., 1992,

SUZUKI et al., 1995). Segundo as observagbes de SUZUKI et al. (1995), esta
pode ser uma das causas da deficiente produgdo da IL-2 no LES. A
administragdo de DHEA oral em mulheres com lupus agudo a moderado
resultou no melhoramento de alguns aspectos clinicos da maioria dos
pacientes além de ter diminuido a dose requerida de corticosteréides (VAN
VOLLENHOVEN et al., 1994) Em nosso trabalho, as concentracdes séricas do
hormonio DHEA e do sulfato de DHEA (DHEA-S) no grupo iUpico estavam
significativamente diminuidos em relacdo ao controle (figuras 2 e 3). Estes

resultados estéo condizentes com as descricées de HEDMAN et al. (1989) e
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SUZUKI et al. (1995), os quais observaram declinio na concentracio sérica
destes horménios em individuos portadores de LES. Uma importante questéo a
ser relevada referente ao nivel de DHEA em individuos portadores de LES,

submetidos ao tratamento com corticoesterdide ha um longo tempo, é: serd

que a deficiéncia do nivel sérico deste hormdnio possa estar fortemente
relacionada a supressdc da fungdo do cortex da glandula adrenal? As
observagbes de SUZUKI et al. (1995) atestam para o fato de que esta
correlacdo pode ndo ser verdadeira uma vez que lipicos ndo tratados com
corticoesterdides também apresentam baixas concentracdes de DHEA. ‘Na
nossa casuistica, do total das 20 mulheres portadoras de LES que tiveram seu
soro pesquisado para a determinacdo hormonal, 3 delas, que ha mais de 6
meses ndo faziam uso de drogas imunosupressoras, também apresentaram
baixos niveis hormonais. Esta questdo referente & modulacdo hormonal
envolvendo DHEA e cortisol deve ser melhor examinada. HORNSBY (1995),
na sua revisao sobre a biosintese do DHEA-S, tem algumas consideracbes a

este respeito. Muito embora exista uma co-secrecéo destes dois hormonios, o

raio da sintese do sulfato de DHEA e do cortisol nem sempre é concordante. A
grande maioria do DHEA-S sintetizado é secretado pela zona reticularis do
cortex da adrenal do adulto, enquanto que a zona fasciculata, também regidio
do cortex da adrenal, & responsadvel essencialmente pela secrecdo de
glucocorticoides. Alguns modelos propdem que a funcéo da zona reticulares
deva ser regulada separadamente, dependente do nlUmero de células
reficularis, ao contrarioc dos modelos geralmente aceitos onde o nivel de
esteroidogénese estaria sob precisa regulacao pelo mecanismo de feedback.

Se assim for, € muito provavel que a sintese de DHEA-S néo seja regulada por
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tal mecanismo. Além do mais, a dissociacao entre a sintese de DHEA-S e de

cortisol foi observada em diferentes fases da vida humana e sob diferentes

condicdes fisiopatoldgicas. Mudangas no nlmero de células da zona
reficularis com baixa atividade enzimdtica & provavelmente uma das
explicagbes, sendo a principal, para a ocorréncia desta dissociacdo. A
depress&o do nivel do sulfato de DHEA tem sido observado em outras diversas
ocasides em que ha comprometimento do bem-estar fisico e mental. Baixas
concentragdes de DHEA-S em individuos com artrite reumatdide (HEDMAN et
al. 1992), em casos de anorexia nervosa, na Sindrome de Cushing e em
pacientes HIV positivos sugerem que geralmente a mé salde possa estar

associada a baixa secregéo de DHEA-S (HORNSBY, 1995).

Em relagdo aos nossos resultados, o padréo de producado da IL-2 apos
a administragdo da DHEA in vifro nas lipicas ndo revelou alteracao
significativa (figuras 6 e 7). Este fato é compreensivo uma vez que a produgio

da IL-2, resultante de cultura de finfécitos sob o estimulo da PHA somente, ndo

tenha revelado padrdo especifico, tampouco a variagao da sintese da IL-2
apos a administracdo da DHEA in vitro foi em um dnico sentido. Em outras
palavras, isto quer dizer que em aigumas amostras a producéo desta citocina,
ap6és a adigBo do hormdnio, mostrou-se aumentada engquanto que em outras, a
sintese foi reduzida. Além do mais, os sobrenadantes que ndo apresentaram
IL-2 detectaveis, no primeiro momento, revelaram uma situagdo estavel mesmo
apos a adi¢io do hormadnio. A disperso dos valores relativos aos niveis da IL-
2, em ambos os casos, € praticamente a mesma, permitindo-nos observar

melhor que realmente ndo houve discrepancias entre os grupos.
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Ao analisarmos esta mesma situagéic em relacéo ao grupo controle,
observamos que os niveis da IL-2, apds a adicgo do horménio in vitro, também
inostraram—se aumentados em algumas amastras e diminuidos em outras, sem
diferencas significativas entre os grupos, a nivel de sintese (figuras 8 e 9).
Desta forma, gostariamos de chamar a atencdo para o aspecto da
variabilidade em termos do comportamento da -2 frente ao horménio DHEA,
que se expressa tanto no grupo das lipicas quanto no grupo controle a um
nivel individual. O padrdo de producao da IL-2 neste grupa, apos a adicdo do
hormdnio, refor¢a ainda mais a nossa leitura em relacé@o ao grupo da mulheres
portadoras de LES, de que elas se encontram num estado de equilibrio apesar

da doenca.

Ao se pensar no LES como doenca que tenha como uma das fortes
caracteristicas a hiperatividade de ceélulas B e consequente formacdo de
anticorpos contra antigenos nucleares, consideramos importante verificar a

expressao da IL-4, uma vez que esta citocina tem mostrado propriedades

regulatorias importantes na resposta imune humoral, dentre elas, atuar como
fator de crescimento para as células B (BCGF) e induzir a producdo dos
anticorpos 19gG1. Tendo isso como premissa, o envolvimento desta citocina no
desenvoivimento de doencas autoimunes mediadas por anticorpos, como o
LES por exemplo, seria totaimente aceitavel. Na literatura, alguns autores tém
associado os efeitos benéficos resultantes de determinados tratamentos em
LES experimental com modulages das citocinas, dentre elas, a IL-4. SEGAL
et al. (1995) observaram uma melhora das manifestagbes clinicas do LES

induzido em camundongos BALB/c juntamente com o aumento da secrecio de
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diversas citocinas, inclusive da IL-4, apés o tratamento in vive com
Methotrexato. Os niveis de producdo da IL-4, além das outras citocinas,
também foram significativamente aumentadas apos o tratamento com

tamoxifen e anti-estradiol em LES experimental induzido, onde também pbde

ser observado efeito terapeutico benéfico (DAYAN et al., 1997). Em humanos,
0s niveis de lL-4 no soro de pacientes com LES ativo ndo mostraram niveis
significativamente baixos em relacdo ao controle sadio (AL-JANADI et al.
1994). Em seu recente estudo, SANTIAGO et al (1997), ao trabalharem com
camundongos transgénicos para a IL-4, apontam um efeito protetor desta
interleucina contra o desenvolvimento espontaneo de glomerulonefrite tipica
do LES. Estes autores sugerem uma ligacdo entre a IL.-4 e a reducdo de
respostas da subpopulacdo Th1 envolvidas na producéo de autoanticorpos,
resultando na protecéo contra a doenca. Desta forma, a IL.-4 parece assumir
um importante papel na modulaggo das respostas de Th1 e Th2. Quanto aos
nossos resuitados em relagdo A produgdo da IL-4, ndo pudemos constatar

diferencas significativas entre os grupos ldpico e controle (figura 10). A

dispersdo dos valores em ambos os grupos foi a mesma, claramente
visualizado pelos histogramas (figura 11). O fato da IL-4 n3o ter sido detectada
pelo ensaio em praticamente 50% do grupo poderia estar condizente com os
dados na literatura caso n3o tivesse se aproximado as observacdes feitas em
relacdo ao grupo controle, onde 36% também nao mostraram niveis

detectaveis para a IL.-4 (tabela 11}

Assim como procuramos observar o efeito do horménio DHEA na

sintese da IL-2 por linfécitos T ativados de individuos portadores de LES,
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investigamos tambem a interagdo deste hormdnio na producgio da L4 nesta
patogenia. Alguns autores tém observado ¢ comportamento desta interleucina
frente a DHEA em camundongos normais com o intuito de se compreender a
agao deste hormonio esterdide em comparagdo ao efeito de glucocorticoides
sobre a lL-4. DAYNES & ARANEOQ (1989) ja haviam mostrado, em ensaios com
camundongos C3H/HeN, que a administragdo in vivo de Dexametasona
aumentava a produgao da IL-4 por celulas T estimuladas com OVA in vivo e in
vifro. WU et al. (1991) observaram um aumento consideravel na sintese da IgE
estimulada pela IL-4, resultante de linfécitos humanos ativados, quando
tratados com glucocorticoides. Céluias linféides de camundongos tratados com
DHEA e DHEA-S, apds imunizacdo com OVA, assim como 0 pré-tratamento
destas células com DHEA nas concentragdes que variaram de 10° 2 10" M,
ndo modificaram o padréo de secregédo da IL-4 em relagdo ac controle
(DAYNES et al., 199G). PADGETT et al. {1995) mostraram que camundongos
BALB/c estimulados com anti-IgD revelaram um desréscimo na concentragéo

sérica da IL-4 ap6s o tratamento in vivo com DHEA e um aumento da produgao

desta mesma citocina quando tratados com hidrocortisona. No LES, o efeito da
DHEA sobre a produgéo da IL-4, provenientes de linfocitos T de pacientes, ndo
foi de forma alguma relevante (SUZUK! et al., 1995). As nossas observacdes
estdo condizentes com estes ultimos dados. Ao estabelecermos o valor de 10
pg/ml como limite inferior para considerarmos que houve modificagdo do
padréo de secrecéo da IL.-4 apés o tratamento com DHEA no grupo lupico,
observamos que 60% do grupo mostraram estabilidade em relagéo a sintese
desta citocina (tabelas 12 e 13). Além do mais, a ndo relevancia entre os

grupos tratado e néo tratado com DHEA quanto a produgdo da IL-4 &



108

perfeitamente aceitavel uma vez que a sintese desta citocina n&o tenha

revelado padréo de producdo especifico, assim como discutimos anteriormente

quanto ao perfil da IL-2.

Em relagcdo ao controle, a estabilidade do padrdo de secrecdo da IL-4
entre os grupos tratados ou n&o com o horménio, foi observada em grande
parte do grupo. Como ndo houve significancia entre os grupos quanto &
sintese da IL-4, estes resultados, analisados por si s6, sem propésito de
comparagao com 0s eventos do grupo das portadoras, estdo de acordo com os
trabalhos descritos na literatura, acima citados e que ndo associam

modificagio do padréo da IL-4 com o horménio DHEA.

Em relacdo ao padr@o de produgdo da IL-10, observamos um
significativo aumento na sintese desta citocina no grupo das portadoras de
LES, quando comparadas ac controle, nas amostra que nac receberam

estimulo (figuras 22 e 23). LLORENTE et al. (1994) observaram uma producéo

aumentada da 1L-10 in vitro, por células mononucleares, ndoc estimuladas, do
sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide, sindrome de Sjérgren e
LES. Estes autores apontam o n&o envolvimento de linfécitos T neste
processo, e sim, o envolvimento de linfacitos B ou mondcitos. HOUSSIAU et al.
(1995) detectaram niveis de IL-10 no soro de pacientes com LES e
estabeleceram uma correlagdo positiva com a atividade da doenca e com
titulos de anticorpos anti-DNA. As observagdes de ROUSSET et al. (1992)
mostram que a IL-10 induz linfécitos B humanos ativados a secretarem

grandes quantidades de IgG, IgA e IgM, atuando como um potente fator de
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crescimento e de diferenciagdo para estas células. A IL-10 tem sido apontada
como citocina que tem forte contribui¢do no processo de desenvolvimento no
LES pelo seu importante papel na amplificacdo de respostas humorais, por

estar relacionada com a hiperatividade de linfécitos B e com a produgdo de

autoanticorpos (LLORENTE et al., 1995).

As observagbes de que o padrdo de sintese da IL-10 em LES ndo
implica envolvimento de células T (LLORENTE et al., 1994; LLORENTE et al.,
1995) v&o ao encontro dos nossos resultados, onde o nivel de produgéo desta
citocina, resuitante de cultura de linfocitos sob estimulo da PHA, nao foi
significativo em relacdo ao controle (figuras 16 e 17). Ao contrario destas
Uitimas observagdes, 0 nivel da IL-10 em sobrenadante de cultura de células
esplénicas estimuladas com Concanavalina A, no LES experimental induzido,
mostrou-se aumentado em relacio ao controle (SEGAL et al., 1994; DAYAN et
al., 1995). Este ponto contraditério em relacdo as células gue possam estar

envolvidas na sintese desregulada da IL-10 em modelos humano e

experimental, ndo elimina o fato de que esta citocina tenha um importante
envolvimento na hiperatividade das células B e formagéo de autoanticorpos,
uma vez que o LES induzido em camundongos se parece, em muitos aspectos,
com o LES humano, principalmente em relacdo aos alios niveis de

autoanticorpos formados (SEGAL, et al., 1995).

Portanto, os nossos dados em relagéo ao padréo aumeniado da IL-10
em amostras sem estimulos, em comparacdo aos dados relativos as amostras

estimuladas com o mitdgeno, indicam que, na nossa casuistica a produgéo da



110

[L-10 deve ser oriunda de linfécitos B ou mondécitos, e nao de células T, uma
vez que as culturas de celulas mononucleares do sangue periférico, na

auséncia de estimulo, permite que as demais células, com excegio dos
linfocitos T que nado revelaram significativos envolvimentos quando

estimulados especificamente, contribuam, muito provavelmente sob forma

ativada, com o seu padrdo de produgéo.

Quanto & influéncia do horméno DHEA na sintese da IL-10 em LES, nao
constatamos diferengas significativas entre as amostras tratadas e as nao
tratadas com o hormdnio (figura 18). Ao estabelecermos os valores maiores ou
iguais a 9,5 pg/ml como limite inferior para considerarmos que houve
modificagéo do padréo de sintese da citocina, constatamos que praticamente
metade do grupo revelou um aumento enquanto que as demais integrantes
mostraram uma diminuig&o do nivel de produgdo da IL-10, apds o tratamento
hormonal em cultura (tabelas 16 e 17). Estes eventos se reproduziram no

grupo controle, onde foi constatado uma variaco positiva, na sintese da [L-10,

em metade do grupo enquanto que as demais revelaram uma diminuicdo do

seu nivel de producgéo.

Na literatura, investigagbes que relacionem IL-10 e DHEA em LES séo
escassas. Estudos que se aproximam a este tipo de interagéo séo aqueles que
abordam modutacéo de citocinas com a idade, e o papel do horménio DHEA é
apontado como crucial. Alguns trabalhos tém mostrado que a desregulacéo na
produgéo de citocinas pode estar fortemente relacionada com varias doencas

associadas & idade, como por exemplo, a IL-6 e a IL-10, que tem importante
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papel no desenvolvimento do processo da autoimunidade (LLORENTE et al.,
1994; NAGEL, et al., 1988). Terapia com DHEA e DHEA-S in vivo em
camundongos velhos restauraram os niveis aumentados de IL-10, IL-6 e IFN-y

secretados por células linféides ndo estimuladas (SPENCER et al.,, 1995).

Estes autores sugerem que o DHEA-S possa ser um regulador natural das
atividades enzimaticas dos peroxisomas, que por sua vez, normaliza a
composicao de acidos graxos na membrana celular de linfocitos e macréfagos
que se altera com o avanco idade. Desta forma, as atividades destas células

poderiam ser recuperadas.

Diante desta atraente hipdtese, gostariamos de levantar a seguinte
questao: Na condigdo de hormdnio esterdide, sera gque o longo tempo de
tratamento com corticoestréide poderia resultar na recuperacio da referida
atividade enzimatica dos peroxissomas, uma vez que 0S niveis séricos do
hormdnio DHEA-S, na nossa casuistica, se encontram baixos? Caso fosse

verdade, a falta de significancia dos resultados entre os grupos, lUpico e

controle, quanto ao padrao de producgéo das citocinas pelas células T, estaria
baseada na recuperacéo das atividades por estas células, comportamento este
observado em aiguns estudos longitudinais em LES, em relagdo & IL-2,

conforme citado anteriormente.

Muito embora existam inUmeras evidéncias sobre o envolvimento das
citocinas no desenvolvimento do processo da autoimunidade, mais
especificamente, no LES, ndés ndo conseguimos identifica-los como

pretendiamos ou esperavamos. A nossa principal questdo era saber como se
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comportaria algumas das citocinas secretadas pelas células Thi-like e Th2-
like quando as mudangas no circuito imunoregulatério levasse & formacgdo de
autoanticorpos. Num primeiro momento, acreditavamos que poderiamos

visualizar cada uma destas citocinas, desempenhanda o papel que,

teoricamente, atribuimos a elas, justificando o desenvolvimento da doeng¢a. No
entanto, a nossa matematica imunoregulatéria falhou. A analise comparativa
das distribuigbes das frequéncias das 3 citocinas, resultantes de sobrenadante
de cultura sob estimulo do mitégeno, nos grupos iGpico e controle, nos déa a
idéia do comportamento de cada uma delas em relagio & outra (figuras 24 e
25). Ao compararmos esses grupos, apesar de ndo haver diferencas
significativas, nos chamou a atengdo o comportamento da IL-10 em LES, a
qual revelou um perfil continuo e um deslocamento de suas concentracdes em
relacdo as demais, fatos estes ndo observados no controle. A acentuada
variabilidade, quanto & sintese de citocinas, que observamos no grupo lipico e
que tambeém se expressa no grupo controle nos leva a concluir que a influéncia

dos fatores ambientais tenha sido crucial na expressdo individual. A

observagdo deste comportamento no grupo controle sirva de parametro para
mostrar que as mulheres portadoras de LES talvez tenham resgatado um
estado de equilibrio, juntamente com a doenca, pelo menos no gue diz respeito

a0 padrdo das citocinas oriundas de células T.



6 - CONCLUSOES
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1. Os niveis séricos do horménio DHEA assim como as concentrages de seu
sulfato estavam significativamente diminuidos no grupo das mulheres

portadoras de LES em relagéo ao grupo controle.

2. Nao observamos diferencas entre os grupos quanto & producio de IL-2, IL-4
e IL-10, oriundas de sobrenadante de cultura de células mononucleares do

sangue periférico estimuladas com PHA.

3. N&o foi possivel constatar influéncia do hormdnio DHEA sobre a sintese das

referidas interleucinas.

4. A produgdo aumentada da IL-10 por células mononucleares nao
estimuladas, no LES, sugere um envolvimento de células B efou mondcitos

ativados neste processo.

5. A acentuada variabilidade na sintese das citocinas, em ambos os grupos,
sugere uma forte influéncia dos fatores ambientais que exercem pressées em

um nivet individual.



7 - RESUMO
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O desequilibrio imunoregulatério no LES se caracteriza pela excessiva
pradugdo de imunoglobulinas e autoanticorpos direcionados contra antigenos
nucleares, e pelas anormalidades funcionais da célula T, que podem se
expressar através de padrdes alterados de producdo das citocinas
relacionadas, principalmente as sintetizadas pelas subpopulacbes Th1 e Th2.
A deficiéncia na produgéo da IL-2 tem sido apontada como um evento comum
nesta doenca, sendo diretamente correlacionada, por alguns autores, aos
baixos niveis séricos do horménio DHEA. Neste trabalho, propusemos um
estudo dos padrées de sintese de algumas das citocinas sintetizadas pelas
celulas Th1 e Th2 in vitro, as quais incluem a IL-2, a IL-4 e a IL-10, em
mulheres com LES. Com o objetivo de se verificar a existéncia de uma
associacéo entre estes padrdes e a produgio do horménio DHEA, foi realizada
determinacdo sérica hormonal. Os nossos resultados revelaram uma

significativa diminuigdo das concentracdes séricas da DHEA no grupc das

portadoras da doenga, em relagdo aos individuos controle. Células
mononucleares do sangue periférico, estimuladas com PHA, oriundas de
individuos com LES, n&o revelaram padrio alterado de producdo de citocinas
quando comparadas aos padrdes das mesmas em amostras dos individuos do
grupo controle. Constatamos uma variabilidade acentuada na secrecao destas
interleucinas, em ambos os grupos. O hormdnio DHEA, quando adicionado a
cultura de células, também nao alterou o padréo de sintese de nenhuma das
citocinas relacionadas. Observamos uma produgdo aumentada da IL-10 pelas

células mononucleares dos individuos com LES, em relacdo ao controle, nas
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culturas de ceélulas que ndo receberam estimulos exdgenos, sugerindo um
envolvimento de linfécitos B efou mondcitos possivelmente ativados neste
processo. Portanto, o nosso estudo ndo revelou envolvimento das

subpopulagées Th1 e Th2 no grupo das mulheres IGpicas, tampouco

envolvimento do hormdnio DHEA no padrdo de secregéo, muito embora este
hormdnio esteja significativamente diminuido neste grupo. A acentuada
variabilidade na sintese das citocinas pesquisadas, em ambos 0s grupos,
sugere uma forte influéncia dos fatores ambientais e provavelmente, a
recuperagdo do equilibrio imunoregulatério, pelo menos quanto ao

envolvimento destas subpopulagbes celulares.
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ANEXO - Ficha dos Pacientes Portadores de LES (*)

Nome:;
Idade: Sexo:

Tempo de doenca (meses):

Sintomas gerais:

1. Les&o malar ( )

2. Lesdo discoide ( )

3. Fotossensibilidade ( )
4. Alopeécia ( )

5 Ulceraoral ()

Outra manifestagdo cutanea:
6. Artrite ( )

7. Astralgia { )

8. Necrose Asséptica ( )

Outra manifestacao articular:

HC:
Raca:

Tempo de seguimento (meses):

Bidpsia de pele:

9. Doenga renal: Proteindria ( )} Cilindriria ( ) Hematdria ( )

Hipertensao arterial { )

Outra alterag&o renal:

Bidpsia renal:
10. Serosite; Pleurite ( )} Pericardite { )
Outros: Infarto miocardio ( )

Hemorragia pulmonar ()
Hipertensao pulmonar ( )
Infiltrado intersticial { )
Miocardite ( )
Endocardite ( )

QOutra manifestagéo pulmonar:
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Outra manifestacéo cardiaca:

11. Neuropsiquiatrica: Convuls@o ( ) Psicose( )
Neuropatia periférica ( )
Psicose por esteroide ( )
Neuropatia craniana ( )
Mielite transversa { )

Outra manifestacdo psiquiatrica:

Outra manifestacéo neuroldgica:

12. D.O hematologica: Anemia hemaolitica ( )
Leucopenia <4000 ( )
Linfopenia < 1500 ( )
Trombocitopenia < 100000 ( )
Taxa de hemoglobina quando do diagndstico:

13. Sindrome de Sjorgen associada ( )
14. Trato gastrointestinal ( )

15. Alteragbes oculares ( )

16. Fendmenos tromboembdlicos { )
17. Doencas auto-imunes associadas:

18. Antecedentes de doencas auto-imunes:

19. Fendémeno de Raynaud ( )
20. Mialgia e ou miopatia ( )
21. QOutras alteracdes clinicas:

22. Células LE:

23. FAN:

24. Anti-DNA:
Anti-Sm;
Anti-Ro:
Anti-La:

25, Qutros auto anticorpos:
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26. Sorologia para Lues:
Anticardiolipina:

27. Corticosterdides:
Anti-malaricos:
Ciclofosfamida:
Azatioprina:

Pulse de esterdides:
Pulse de ciclofosfamida:
Plasmaferese:

28. Complicacbes da terapéutica:

29. infecgdes:

(") Elaborado pelo Servigo de Reumatologia do Hospital de Clinicas da
UNICAMP.



