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DALL’AQUA, Ligia Grecco Costa. Avaliacdo de adipocinas e moléculas de
adesdo celular em pacientes com lUpus eritematoso sistémico, na presenc¢a ou
auséncia de sindrome metabodlica. 2017. 108 f. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

INTRODUCAOQ: O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga autoimune
multifatorial, que exibe distintas manifestagdes clinicas que variam segundo a
gravidade e o curso clinico, sendo a inflamagdo crdnica e a produgdo de
autoanticorpos eventos caracteristicos. Tem sido demonstrado que pacientes com
LES apresentam maior prevaléncia de Sindrome Metabdlica (SM), a qual € descrita
como um conjunto de fatores de risco cardiovasculares que incluem: obesidade,
resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo arterial. Estudos recentes
demonstram o envolvimento de moléculas de adesdo (MACs) e adipocinas com a
fisiopatologia da SM e com a atividade da doenga e manifestagdes clinicas do LES.
No entanto, ndo ha até o presente momento, estudos que tenham avaliado esses
parametros em ambas as doencas concomitantemente. OBJETIVO: Dessa forma o
objetivo deste trabalho foi avaliar o envolvimento de MACs e adipocinas em
pacientes com LES na presenca ou ndo de SM. SUJEITOS E METODOS: Neste
estudo transversal, cento e vinte e seis pacientes com LES foram alocados em dois
grupos: com SM (n=64) e sem SM (n=62). O diagnéstico de LES foi determinado de
acordo com os critérios propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia. A
presenca de SM foi determinada de acordo com os critério do Adult Treatment Panel
[l (ATP Ill), sendo necessaria a presencga de pelo menos trés critérios dos seguintes:
1) circunferéncia da cintura com mais de 94 cm nos homens e 80 cm nas mulheres;
2) niveis de triglicérides, em jejum, 2150 mg/dL; 3) lipoproteina de alta densidade
(HDL) <40 mg/dL em homens ou <50 mg/dL em mulheres; 4) presséo arterial
=130/85 mmHg (ou o uso de medicagao anti-hipertensiva); e 5) niveis de glicose, em
jejum, 2100 mg/dL ou a utilizacdo de medicamento antidiabético. A atividade da
doenca foi determina utilizando o escore SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index), sendo considerada doenga ativa severa quando SLEDAI
210. Os niveis de anticorpos anti-DNA de dupla fita (anti-dsDNA) foram
determinados por enzima imunoensaio (ELISA). Os niveis de glicose, colesterol total
e fragdes, e triglicerideos (TG) foram dosados em um autoanalisador bioquimico; Os
niveis séricos de insulina foram determinados por quimioluminescéncia em
microparticulas; Os componentes séricos C3 e C4 do sistema complemento foram
determinados por turbidimetria; As MACs PECAM-1 (Molécula-1 de Adesao Celular
Endotelial a Plaquetas), VCAM-1 (Molécula-1 de Adesao de Célula Vascular), ICAM-
1 (Molécula-1 de Adesao Intercelular), E-selectina e P-selectina e as adipocinas
resistina, leptina, MCP-1 (Proteina Quimiotatica de Mondécitos-1), HGF (Fator de
Crescimento de Hepatocitos), LCN2 (Lipocalina-2), TNF-a (Fator de necrose tumoral
alfa), IL-1 (Interleucina-1), IL-6 (Interleucina-6), IL-8 (Interleucina-8), IL-10
(Interleucina-10), PAI-1 (Inibidor-1 do Ativador do Plasminogénio) e SAA (Proteina
Amiloide A Sérica) foram determinadas por imunofluorimetria para plataforma
Luminexe e os niveis de adiponectina por ELISA. Os dados categodricos foram
analisados com o teste exato de Fisher ou qui-quadrado, quando necessario, e 0s
resultados expressos por numeros absolutos. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi



usado para avaliar a normalidade da distribuicdo. Utilizou-se a transformacao de
logaritmo natural (Ln) de dados continuos quando as variaveis ndo foram
normalmente distribuidas. Para a comparagao entre os grupos aplicou-se o teste t-
Student, sendo dos dados expressos em meédia (+SEM). As variaveis que
apresentaram p<0,10 na analise univariada foram utilizadas como variaveis
explanatérias na regressdo logistica binaria para verificar associagdo com a
presenca de SM ou ainda com a atividade da doenca. Todos os testes foram
bicaudais e considerada a significancia estatistica de p como 0,05. As analises
foram executadas com o software IBM SPSS Statistic, Versédo 20.0 (SPSS, Chicago,
lllinois, USA). RESULTADOS: A analise univariada indicou que pacientes com SM
eram mais velhos (p=0,003). Como esperado, o indice de massa corporal (IMC),
presséo arterial, circunferéncia abdominal, insulina, glicose, HOMA-IR (Modelo de
Avaliacdo de Homeostase — Resisténcia a Insulina) e TG estavam mais altos
(p<0,001), enquanto os niveis de HDL mostraram-se mais baixos (p<0,004), nos
pacientes com SM comparado aos pacientes sem SM. Nao houve diferenca entre a
duracao da doenca e escore SLEDAI, bem como, quanto ao tratamento, exceto o
uso de anti-hipertensivos que foram mais comumente utilizados no grupo com SM
(p<0,001). Os pacientes com SM apresentaram niveis maiores de IL-8 (p=0,016), IL-
10 (p=0,008), MCP-1 (p=0,002) e HGF (p=0,004) quando comparado com pacientes
sem SM. As demais adipocinas avaliadas n&o diferiram entre os grupos. PAI-1 e as
MACs PECAM-1, E-selectina e P-selectina foram significativamente maiores em
pacientes com a presenga de SM (p<0,05). A analise multivariada demonstrou que
os niveis de IL-10 (p=0,043) foram diretamente e E-selectina (p=0,012)
inversamente associados a presenga de SM, independentemente de idade, género e
etnia. Pselectina (p=0,049) apresentou-se inversamente associada a presenga de
SM, enquanto IL-10 (p=0,059) perdeu essa associagdo, quando o modelo que
considerava o uso de terapia farmacolégica foi avaliado. A frequéncia de
positividade de anti-dsDNA (p=0,034) estava aumentada em pacientes com SLEDAI
210, enquanto os niveis séricos de C3 (p=0,006) estavam diminuidos neste grupo.
SLEDAI apresentou-se inversamente associado com ICAM-1 e LCNZ2 e, diretamente
associado com IL-6 e MCP-1. A andlise de regressao logistica binaria indicou que IL-
6 (p=0,024), MCP-1 (p=0,027) e LCN2 (p=0,009) foram associados com o escore
SLEDAI independente de idade, género, etnia e terapia farmacoldgica.
CONCLUSAO: Nossos resultados demonstraram que a SM néo esta diretamente
associada a atividade da doenca determinada pelo escore SLEDAI, porém ha
diferenca nos perfis inflamatoérios entre LES e SM que indiretamente interferem na
complexa rede inflamatdria de adipocinas e MACs que podem favorecer a
modificacdo da atividade da doencga. Assim, sao necessarios novos estudos para
analisar os efeitos a longo prazo destes diferentes perfis inflamatérios sobre a
atividade da doencga e os danos acumulativos decorrentes da SM em pacientes com
LES.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico. Sindrome Metabdlica. Moléculas de
adesdao. Adipocinas.
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absence of metabolic syndrome. 2017. 93 f. Dissertation (Master's degree in
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifactorial
autoimmune disease that exhibits distinct clinical manifestations that vary according
to severity and clinical course, with chronic inflammation and the production of
autoantibodies being characteristic events. It has been demonstrated that patients
with SLE present a higher prevalence of Metabolic Syndrome (MetS), which is
described as a set of cardiovascular risk factors that include: obesity, insulin
resistance, dyslipidemia and hypertension. Recent studies demonstrate the
involvement of adhesion molecules (CAMs) and adipokines with the pathophysiology
of MetS and with the disease activity and clinical manifestations of SLE. However,
there are to date no studies that have evaluated these parameters in both diseases
concomitantly. OBJECTIVE: The objective of this study was to evaluate the
involvement of CAMs and adipokines in patients with SLE in the presence or
absence of MetS. SUBJECTS AND METHODS: In this cross-sectional study, one
hundred and twenty-six patients with SLE were allocated to two groups: with MetS
(n=64) and without MetS (n=62). The diagnosis of SLE was determined according to
the criteria proposed by the American College of Rheumatology. The presence of
MetS was determined according to the criteria of the Adult Treatment Panel Il (ATP
), requiring at least three criteria of the following: 1) waist circumference >94 cm in
men and >80 cm in women; 2) fasting triglyceride levels 2150 mg/dL; 3) high-density
lipoprotein (HDL) <40 mg/dL in men or <50 mg/dL in women; 4) blood pressure
=2130/85 mmHg or use of antihypertensive medication; and 5) fasting glucose levels
2100 mg/dL or the use of antidiabetic medication. The activity of the disease was
determined using the SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index) score and was considered a severe active disease when SLEDAI 210.
Antidouble- stranded-DNA antibody (anti-dsDNA) levels were determined by enzyme
immunoassay (ELISA); The levels of glucose, total cholesterol and fractions, and
triglycerides (TG) were measured in a biochemical autoanalyzer; Serum insulin levels
were determined by microparticle chemiluminescence; Serum components C3 and
C4 from the complement system were determined by turbidimetry; The CAMs
PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1), E-selectin and
Pselectin and the adipokines resistin, leptin, MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-
1), HGF (Hepatocyte Growth Factor), LCN2 (Lipocalin 2), TNF-a (Tumor Necrosis
Factor Alpha), IL-1 (Interleukin-1), IL-6 (Interleukin-6), IL-8 (Interleukin-8), IL-10
(Interleukin-10), PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1) and SAA (Serum Amyloid
A Protein) were determined by immunofluorimetry to Luminexe Platform and
adiponectin levels by ELISA. The categorical data were analyzed using Fisher's
exact test or chi-square test, when necessary, and the results were expressed by
absolute numbers. The Kolmogorov-Smirnov test was used to evaluate the normality
of the distribution. The natural logarithm transformation (Ln) of continuous data was
used when the variables were not normally distributed. For the comparison between



the groups the t-Student test was applied, and the data were expressed as mean (z
SEM). The variables that presented p <0.10 in the univariate analysis were used as
explanatory variables in the binary logistic regression to verify association with the
presence of MetS or with the disease activity. All tests were two-tailed and the
statistical significance of p was considered as 0.05. Analyzes were performed with
IBM SPSS Statistic, Version 20.0 software (SPSS, Chicago, lllinois, USA).
RESULTS: The univariate analysis indicated that patients with MetS were older
(p=0.003). As expected, body mass index (BMI), blood pressure, waist
circumference, insulin, glucose, HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment - Insulin
Resistance) and TG were higher (p <0.001), while HDL were found to be lower
(p<0.004) in patients with MetS compared to patients without MetS. There was no
difference between the duration of disease and SLEDAI score, as well as, regarding
treatment, except the use of antihypertensives that were most commonly used in the
MetS group (p<0.001). Patients with MetS had higher levels of IL-8 (p=0.016), IL-10
(p=0.008), MCP-1 (p=0.002), and HGF (p=0.004) when compared to patients without
MetS. The other adipokines evaluated did not differ between groups. PAI-1 and
CAMs PECAM-1, E-selectin and P-selectin were significantly higher in patients with
MetS (p<0.05). Multivariate analysis showed that IL-10 levels (p=0.043) were directly
and E-selectin (p=0.012) inversely associated with the presence of MetS, regardless
of age, gender and ethnicity. P-selectin (p=0.049) was inversely associated with the
presence of MetS, whereas IL-10 (p=0.059) lost this association when the model
considering the use of pharmacological therapy was evaluated. The frequency of
anti-dsDNA positivity (p=0.034) was increased in patients with SLEDAI =10, while
serum C3 levels (p=0.006) were decreased in this group. SLEDAI was inversely
associated with ICAM-1 and LCN2 and directly associated with IL-6 and MCP-1.
Binary logistic regression analysis indicated that IL-6 (p=0.024), MCP-1 (p=0.027)
and LCN2 (p=0.009) were associated with SLEDAI score regardless of age, gender,
ethnicity and pharmacological therapy. CONCLUSION: Overall, our results
demonstrated that while MetS is not directly associated with disease activity
measured by SLEDAI score, there is a difference in the inflammatory profiles
between SLE and MetS that indirectly interferes in the complex inflammatory network
of adipokines and CAMs that could favor the modification of the disease activity.
Thus, more studies are warranted to analyze the long-term effects of these different
inflammatory profiles on disease activity and cumulative damage arising from MetS in
SLE patients.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus. Metabolic Syndrome. Adhesion
molecules. Adipokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O LES é uma doenca autoimune, inflamatéria, cronica, cuja etiologia esta
associada a alteracbes genéticas, hormonais e ambientais que resultam em um
desequilibrio do sistema imunolégico (VYSE; KOTZIM, 1998). Sendo uma doenca
pleomorfica exibe ampla variabilidade fenotipica apresentando, normalmente,
periodos de atividade e outros de remissdo (BERTSIAS et al., 2008; KLUMB et al.,
2015).

O LES é caracterizado pela presenca de autoanticorpos contra estruturas
nucleares, denominados anticorpos antinucleares (ANAs) que podem ligar-se
especificamente a: acido desoxirribonucleico dupla-fita (anti-dsDNA), proteinas
histonas, acido ribonucleico (anti-RNA) e estruturas nucleolares (BRITO et al., 2014;
KOTZIN; O'DELL, 1995).

Suas caracteristicas clinicas sdo bastante polimoérficas, tais como: artrite,
serosite, nefrite, vasculite, miosite, alopecia, Ulceras orais, alteracfes imunoldgicas e
hematolégicas e, em alguns casos, disturbios neuropsiquicos (BENGTSSON;
RONNBLOM, 2016; BRASIL, 2013).

As intervencdes terapéuticas no LES baseiam-se na busca de proteger os
orgaos da agressao inflamatéria provocada pelo desequilibrio imunolégico, a fim de
moderar o quadro de sintomas citados anteriormente, visto que exercem efeito
apenas para remissao da doenga, mas nao proporcionam cura. Dentre os
medicamentos comumente utilizados estdo os corticoides, os antimalaricos e as
drogas citotoxicas (BOSCH et al., 2006; LANNA; FERREIRA; TELLES, 2008).

Apesar dos beneficios e da necessidade do uso dessas terapias
medicamentosas, diversos sdo os efeitos colaterais apresentados pelos pacientes
como hipocalemia, aumento da pressao arterial, disturbios gastrointestinais,
osteoporose, Diabetes Mellitus, obesidade, dislipidemias e susceptibilidade a
infecgbes por microrganismos oportunistas (LANNA; FERREIRA; TELLES, 2008).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O LES manifesta-se principalmente em mulheres (9:1) na fase preé-
menopausa, entre 20 a 40 anos de idade, sendo caracteristico em grupos étnicos
de afrodescendentes, asiaticos e hispanicos (CHEN et al., 2013). A incidéncia
mundial é de aproximadamente 1 a 10 casos para cada 100.000 habitantes por ano,
e a prevaléncia tem uma variacédo de 5 a 70 casos para cada 100.000 dependendo
da regido/populacdo estudada (CHAKRAVARTY et al, 2007; D’CRUZ
KHAMASHTA; HUGHES, 2007; PONS-ESTEL et al., 2010; SATO et al., 2002).

No Brasil os dados epidemiol6gicos ainda sdo exiguos visto que as
estimativas disponiveis tém sido baseadas em populacdes de algumas areas
geograficas, nado refletindo a totalidade de casos no pais. De acordo com um estudo
realizado na regido Nordeste, estima-se que a incidéncia de LES seja de 8,7 casos
para cada 100.000 habitantes (VILAR; RODRIGUES; SATO, 2003). J& um estudo
realizado na cidade de Cascavel-PR, entre agosto de 2007 e julho de 2008, verificou
a incidéncia de 4,8 para cada 100.000 habitantes por ano (NAKASHIMA et al.,
2011).

A mortalidade dos pacientes € cerca de 3 a 5 vezes maior do que a da
populacdo em geral, sendo 0s casos mais frequentes aqueles com acometimento
renal e danos cardiovasculares, bem como os que apresentam atividade inflamatoria
intensa. Em seguida estdo os individuos com danos no sistema nervoso central
(SNC), e por fim aqueles relacionados as complicacdes causadas por tratamentos
com imunossupressores (BRASIL, 2013; PONS-ESTEL et al., 2010).

1.3 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Os mecanismos que dao origem ao LES ainda permanecem sem uma total
elucidacdo. Contudo, apesar de apresentar uma etiologia ainda incerta, sabe-se que
fatores ambientais, hormonais, imunoldgicos e genéticos estdo associados ao seu
desenvolvimento (TALAAT et al., 2015).

A fisiopatologia da doenca é caracterizada pela producdo de autoanticorpos
e deposicao de imunocomplexos em Orgaos e sistemas, evoluindo para um processo
inflamatorio crénico (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015a).

A presenca de antigenos proprios vem sendo demonstrada como a principal
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desencadeadora da doenca. As lesdes teciduais repetitivas fazem com que
estruturas intracelulares sejam expostas as células apresentadoras de antigeno
(APCs) que irdo processar tais antigenos e apresenta-las aos linfocitos T (KOTZIN;
O’DELL, 1995; TSOKOS; KAMMER, 2000).

Os padrdes de resposta de células T auxiliares (T-helper, Th) do tipo 1 e 2
estdo aumentadas no LES, sendo que a resposta Thl associa-se a atividade da
doenca, enquanto que o padrdo Th2 esta envolvido principalmente quando ha
aumento de autoanticorpos (TALAAT et al., 2015).

Além dessas duas respostas bem caracterizadas, células T CD4* naive
podem ser diferenciadas em Th-17: um subconjunto distinto de células,
caracterizado por secretar um perfil de citocinas préinflamatérias como interleucina
17 (IL-17), interleucina 21 (IL-21), interleucina 22 (IL-22), bem como, TNF-a e IL-6.
Estudos indicam que a IL-17 contribui para a continua inflamacé&o no LES e seus
niveis estdo aumentados em quadros de doencas autoimunes, desempenhando um
papel de iniciacdo da doenca (GARRETT-SINHA; JOHN; GAFFEN, 2008;
LUBBERTS, 2008).

Linfocitos T reguladores (Treg) desempenham um importante papel na
manutencdo da autotolerancia e no controle de doencas autoimunes, bem como,
relacionam-se ao controle da homeostase e na modulacdo do sistema imune em
repostas contra alérgenos, células cancerigenas e patdogenos (SAKAGUCHI et al.,
2001).

1.4 DIAGNOSTICO E ATIVIDADE DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O diagnostico da doenca € estabelecido de acordo com os critérios
propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia em 1972 e revisados em 1982 e
1997, registrados no Quadro 1 (HOCHBERG, 1997). Sao onze critérios, sendo que a
presenca de quatro deles indicara o diagnostico de LES.

Quadro 1 — Critérios do Colégio Americano de Reumatologia para o diagndstico de
lGpus eritematoso sistémico

CRITERIOS DEFINICOES

1. Eritema malar Leséo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo

Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e

2. Lesao discéide ~ . . o e ) .
tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia

Exantema cutdneo como reacdo nado-usual a exposicdo a luz solar, de

3. Fotossensibilidade acordo com a histéria do paciente ou observado pelo médico




19

4. Ulceras orais/ nasais

Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas pelo
médico

Nao-erosiva envolvendo duas ou mais articulagbes periféricas,

5. Artrite ; .

caracterizadas por dor e edema ou derrame articular

Pleuris (caracterizada por historia convincente de dor pleuritica, atrito
6. Serosite auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite

(documentada por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame
pericardico)

7. Comprometimento
renal

Proteindria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+) ou cilindrdria anormal

8. Alteracdes
neurolégicas

Convulséo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na auséncia de
outra causa)

9. Alteracdes
hematolégicas

Anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000/mm3 em duas ou
mais ocasides) ou linfopenia (menor que 1.500/mm3 em duas ou mais
ocasides) ou plaquetopenia (menor que 100.000/mm3 na auséncia de

outra causa)

Anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presenca de anticorpo
antifosfolipede com base em:

a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina;

b) teste positivo para anticoagulante lapico; ou

c) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis meses

10. Alteragbes
imunoldgicas

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia indireta
ou método equivalente, em qualquer época, e na auséncia de drogas
conhecidas por estarem associadas a sindrome do lGpus induzido por
drogas

11. Anticorpos
antinucleares

Fonte: Borba (2008).

A fim de promover e padronizar a avaliagdo do LES foram desenvolvidos
indices de atividade da doenca. Dentre eles, os que se destacam sdo SLAM
(Systemic Lupus Activity Measure), o BILAG (British Isles Lupus Assessment Group)
e 0 SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) (GLADMAN et
al., 1992).

O SLEDAI tem sido amplamente utilizado, tanto neste grupo de pesquisa
(Ambulatério de Reumatologia do Hospital Universitario de Londrina), quanto em
diversos centros, havendo bons resultados de reprodutibilidade (BOMBARDIER et
al., 1992; SATO et al., 1991). Esse indice inclui parametros clinicos e laboratoriais,
levando em consideragdo o 6rgdo acometido, avaliando também a atividade da
doenca nos ultimos 10 dias. E um indice global com 24 critérios de avaliacao,
podendo haver variacdo em uma escala de 0 a 105 pontos. Escores superiores a 6
indicam doenca ativa e a disparidade de trés pontos entre uma avaliacdo e outra é
entendida como ativagéo da doenca. Oscilacbes maiores ou iguais a 10 significam
atividade grave (BARR et al., 1999; FREIRE; SOUTO; CICONELLI, 2011; MOSCA,;
BOMBARDIERI, 2006; PETRI et al., 1991; PETRI; BUYON; KIM, 1999).

Para acompanhamento da atividade da doenca, comumente sdo solicitados,

os valores séricos de componentes do sistema complemento, como C3 e C4
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(BOMBARDIER et al., 1992). Durante a atividade da doenca esses biomarcadores
tendem a estar diminuidos devido ao seu consumo pela constante ativacdo da via
classica pelos complexos imunes (JOSEPH et al., 2010; KAVANAUGH et al., 2000).

Outro avaliador laboratorial para atividade do LES é o teste de pesquisa de
anticorpos anti-dsDNA realizado comumente por imunofluorescéncia indireta (IFl) ou
ELISA (FU et al., 2015).

1.5 SINDROME METABOLICA EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO

O aumento do risco de aterosclerose e morte por doencas cardiovasculares
nos pacientes com LES foi descrito primeiramente por Urowitz et al. em 1976. Esse
estudo demonstrou que o padrdo de Obito nesses individuos segue um modelo
bimodal, sendo que as mortes precoces se davam devido a alta atividade do LES, a
necessidade de grandes doses de esteroides e a incidéncia de infec¢des, enquanto
gue as mortes tardias no curso da doenca, estavam associadas ao LES inativo,
longa duracéo das terapias esteroidais e incidéncia de infarto do miocardio oriundo
de aterosclerose (RUBIN; UROWITZ; GLADMAN, 1985; UROWITZ et al., 1976).

A SM é caracterizada pela presenca de mdultiplos fatores de risco para
doencas cardiovasculares como obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e
hipertenséao arterial (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2006; REAVEN,
2006).

O diagnéstico da SM pode ser realizado de acordo com o proposto pelo ATP
[ll, de modo que o paciente devera apresentar pelo menos trés das cinco alteracoes
mostradas no Quadro 2 (REAVEN, 2006).

Quadro 2 — Critérios para o diagnostico de Sindrome Metabdlica segundo Adult
Treatment Panel 111 (ATP III)

Fatores de risco Niveis definidos
Obesidade Abdominal (circunferéncia abdominal)

Homens >94 cm
Mulheres >80 cm
Triglicerideos 2150 mg/dL
Lipoproteina de alta densidade — HDL

Homens <40 mg/dL
Mulheres <50 mg/dL
Pressdo arterial 2130/285 mmHg
Glicose em jejum =100 mg/dL

Fonte: adapatado de Reaven (2006).
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Diversos autores relatam que a alta prevaléncia de SM em pacientes com
LES que, decorrente de sua progressao, acarreta diversos danos ao pacientes,
elevando a morbidade e a mortalidade (CHUNG et al., 2007; TELLES et al., 2010;
ZONANA-NACACH et al., 2008).

A aterosclerose caracteriza-se pela presenca de componentes inflamatorios
que, por sua vez, contribuem para a dislipidemia tipica associada com LES,
caracterizada por elevacdes de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), LDL
(lipoproteina de baixa densidade) e TG, bem como reducdo de HDL. A patogénese
das disfungbes cardiovasculares no LES é multifatorial e os pacientes tendem a
apresentar um aumento nesses eventos. Essa associagdo sugere um mecanismo
patogénico comum, onde LES e aterosclerose sdo mediadas por complexos imunes
(ESCARCEGA et al., 2006; ORMSETH et al., 2013).

Em um estudo comparativo entre pacientes com LES e controles, observa-
se que a SM esteve presente em 32,4% dos pacientes e 10,9% dos controles. Os
pacientes lUpicos tiveram aumento significativo de proteina C reativa (PCR) e maior
prevaléncia de resisténcia a insulina, entretanto a atividade da doenca néo foi
associada a SM (CHUNG et al., 2007). Outra pesquisa determinou a prevaléncia de
dislipoproteinemias em um grupo de 185 mulheres do Rio de Janeiro com LES onde
89 (48,1%) apresentaram hipercolesterolemia, 55 (29,7%) hipertrigliceridemia e 109
(58,9%) ambas as alteracBes. Em andlise multivariada a proteinaria de 24h e o
aumento do IMC foram associados a hipercolesterolemia; a atividade da doenca foi
relacionada a diminuicdo do HDL e o uso de antimalaricos foi protetor para
hipertrigliceridemia (CARDOSO et al., 2008).

A terapia com corticosteroides e a reducdo na préatica de atividades fisicas
aumentam o acumulo de gordura corporal, substancialmente de tecido adiposo
visceral 0 qual eleva os niveis de citocinas proinflamatérias, que em conjunto,
contribuem para a promocdo de doencas cardiovasculares, Diabetes Mellitus,
hipertenséo arterial e o desenvolvimento de SM (LILLEBY et al., 2007; TAM et al.,
2005; TURNER et al., 2005).

Um potente mecanismo inflamatorio para controlar algumas das alteracdes
lipidicas é a atividade reduzida da enzima lipoproteina lipase (LPL). Essa é
modulada por mediadores inflamatdrios, como TNF-a e IL-6, e anticorpos dirigidos
contra LPL (anti-LPL). A LPL é responsavel pelo catabolismo de quilomicrons e

VLDL, assim a supressao da atividade da LPL resulta em um acumulo de TG. Essas
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mesmas citocinas estimulam a producdo de PCR, contribuindo para a diminuigdo de
HDL (TOMS; PANOULAS; KITAS, 2011).

A adiposidade e a resisténcia a insulina sdo 0s principais mecanismos
fisiopatoldgicos associados a SM, sendo a obesidade considerada um dos
determinantes mais importantes da inflamacéo cronica de baixo grau presente na
SM (COSTA et al.,, 2015; KWON; PESSIN, 2013). Esses eventos tém sido
comumente vistos em pacientes com LES.

Em estudo prévio, publicado por nosso grupo de pesquisa, pacientes com
LES apresentaram aumento da prevaléncia de SM (LOZOVOY et al., 2014a) e niveis
elevados de PCR (LOZOVOY et al., 2011). Além disso, houve correlacdo positiva do
IMC e da circunferéncia abdominal com a atividade da doenca determinada pelo
escore SLEDAI (LOZOVOY et al., 2011). Em estudo posterior, nosso grupo
demonstrou que pacientes com LES em atividade tém maior probabilidade de
desenvolverem hipertensdo do que individuos saudaveis ou pacientes com LES
inativo. No mesmo trabalho houve aumento de IL-12, IL-10, interferon-gama (IFN-y)
e IL-4, demonstrando o predominio de resposta Thl (LOZOVOY et al., 2014b).

Por muito tempo o tecido adiposo foi considerado um oOrgdo com
basicamente funcbes de armazenamento de energia e producdo de calor,
entretanto, com o avanco das pesquisas, considera-se hoje como sendo um 6rgao
enddcrino responsavel pela producéo de citocinas e hormonios, como adiponectina,
resistina, leptina, TNF-qa, IL-6, PAI-1, angiotensinogénio, angiotensina Il, estrogénio e
outros (KWON; PESSIN, 2013; SKURK et al., 2007; TRAYHURN; WOOD, 2005).

Essas moléculas atuam de diversas formas em todo o organismo, sendo
uma delas o controle da proliferacdo, da migracdo e da diferenciagcao celular,
regulando as chamadas MACs. Compreende-se que para haver interacdo das
células com os demais tecidos e todo o processo inflamatorio ocorrer, € necessaria a
ativacdo do endotélio por moléculas inflamatérias que regulardo a superficie das
células endoteliais (BELMONT et al., 1994).

1.6 MOLECULAS DE ADESAO CELULAR (MACS)

As MACs sao proteinas integrais de membrana que permitem a interacao
célula-célula (adesao direta) e célula-matriz extracelular (adesao indireta). Podem

ser classificadas quanto a dependéncia de ions Ca?" — caderinas, selectinas e
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integrinas — e as imunoglobulinas que ndo dependem da presenca desse cation
(YOSHIDA-NORO; SUZUKI; TAKEICHI, 1984). Sao expressas na superficie das
células endoteliais e de leucécitos, desempenhando diversas fungdes celulares
(MAHAYIDIN et al., 2016).

O papel das MACs na inflamacdo envolve vérios processos bioldgicos —
organogénese, homeostase tecidual, cicatrizacdo, sinalizacdo e controle da
inflamacéo — os quais devem ser regulados a fim de garantir uma resposta eficaz e
com o menor dano possivel aos tecidos saudaveis. Sdo ainda responsaveis por
adesdo intercelular, recrutamento e migracdo de células para o tecido acometido
(ETZIONI, 1996). Tais moléculas atuam como marcadores de ativacdo e disfuncao
endotelial, podendo ser detectadas em soro ou outros fluidos, sendo reguladas por
citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-18 (SKEOCH et al., 2014). A figura abaixo

retrata as principais MACs, suas localizac¢des e fungdes (Figura 1).

Figura 1 — Moléculas de adeséo: localizacéo e funcbes

MACs: P-SELECTINA E-SELECTINA ICAM-1 PECAM-1 VCAM-1

Locatachic: Endotélio e Endotélio Endotélio e Endotélio e Endotélio, plaquetas
' plaquetas leucécitos leucécitos e leucécitos

Fungdes: Rolamento ( Rolamento ) | Adesdo/ migracdo Adesdo Adesdo/ migracdo

| i , 'f ;

A —-JJ _—

Estimulosde @ ’
o |- 4
expressdo: o Il - NF-a

Fonte:prorios autores (2017).

ICAM-1, molécula-1 de adesdo intercelular; IL-1, interleucina-1; MACs, moléculas de ades&o;
PECAM-1, molécula-1 de adeséo celular endotelial a plaquetas; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa;
VCAM-1, molécula-1 de adesédo de célula vascular.

1.6.1 Caderinas

As caderinas sdo moléculas intracelulares que se comunicam com as
cateninas. Um exemplo é a E-caderina, uma das primeiras moléculas de adeséo no
desenvolvimento embriondrio. S&o encontradas principalmente nas juncdes
intercelulares (zonas de aderéncia), promovendo interacao célula-célula, necessaria

para garantir a integridade do tecido epitelial na homeostase, durante o
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desenvolvimento e na reparacao tecidual (ZAIDEL-BAR, 2013).

1.6.2 Selectinas

As selectinas sdo glicoproteinas transmembranas que podem ser expressas
em células endoteliais (P e E-selectina), plaguetas (P-selectina) ou leucécitos (L-
selectina). Todas as trés estdo envolvidas no recrutamento de leucécitos para sitios
de lesado tecidual, mas héa diferencas fundamentais na sua distribuicdo, ativacédo e
modo de expressdo (ETZIONI, 1996).

A E-selectina é exclusiva de células endoteliais, sua expressao é induzida
por IL-1 ou TNF-a, sendo comum em condi¢fes inflamatorias e detectavel no soro
(COTRAN et al., 1986). A P-selectina é expressa tanto em células endoteliais quanto
em plaquetas. Devido o fato de ser armazenada em granulos secretores (corpos de
Weibel-Palade) ndo necessita ser sintetizada todas as vezes, bem como, sofre
reabsorcdo nas plaquetas ap0s sua atividade, sendo mais rapidamente redistribuida
para a superficie celular (GOTSCH et al., 1994). Contrastando com as demais, a L-
selectina é constitutivamente expressa em leucdcitos, sua ativacdo é rapida e
transitéria (SCHLEIFFENBAUM; SPERTINI; TEDDER, 1992). Os leucdcitos
expressam L-selectina ou carboidratos ligantes para P-selectina e E-selectina nas
extremidades dos microvilos. As trés selectinas, sendo ativadas principalmente pelas
citocinas IL-1 e TNF-a, desempenham papel fundamental na aderéncia de leucdcitos
as células endoteliais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015b; BELMONT et al., 1994).

1.6.3 Integrinas

As integrinas sdo proteinas transmembranas de células que se ligam as
proteinas citoesqueléticas, fazendo interacdo com o0 meio extracelular. Uma
importante caracteristica € que, sob condi¢gdes basais, sdo praticamente inativas. Tal
fato permite, por exemplo, que leucdcitos ndo adiram ao endotélio. A ativacéo se da
por uma variedade de mediadores como Cb5a, fator ativador de plaquetas (PAF), IL-
8, IL-1B e TNF-a resultando no aumento transitério de adesédo (MARSHALL et al.,
2003).
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1.6.4 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo expressas em células endoteliais, havendo dois
dominios denominados V (quando liga-se a antigenos) e C (responsavel por funcdes
efetoras) (BARCLAY, 2003). Sdo de grande importancia para distintas funcdes
vasculares; fazem parte dessa classe as moléculas ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 e
PECAM-1 (ARICESCU:; JONES, 2007).

ICAM-1 é uma glicoproteina transmembrana regulada por IL-1 e TNF-q,
sendo expressa em células endoteliais, epiteliais, dendriticas, hematopoiéticas,
linfécitos, mondocitos, eosindfilos, hepatdcitos, queratinécitos e fibroblastos.
Comumente relatada em doengas autoimunes e disturbios imunolégicos do SNC.
ICAM-2 é constitutiva, ndo sendo regulada por citocinas. Tal glicoproteina promove
adesao entre as células e o endotélio vascular, estando largamente distribuida em
células hematopoiéticas, desempenhando um papel na recirculacdo dos linfécitos,
mediando a interacdo de adesdo e a depuracado de linfocitos natural killer (SMITH;
BARKER; LEE, 1993).

VCAM-1 é uma glicoproteina de superficie, expressa em células endoteliais,
dendriticas, macréfagos e fibroblastos, juntamente com ICAM-1 é observada em
doencas renais (KENDALL, 1994). E regulada semelhantemente & ICAM-1, estando
correlacionada com a atividade de doencas inflamatérias (ETZIONI, 1996).

PECAM-1 é uma glicoproteina constitutiva de plaquetas, neutréfilos e
monacitos, de algumas células T e nas juncdes intercelulares de células endoteliais.
Promove a migracdo de leucdécitos através de integrinas, direcionando-os até a
inflamacédo (BLANKENBERG; BARBAUX; TIRET, 2003).

1.7 MOLECULAS DE ADESAO NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

A literatura demonstra o envolvimento das MACs na fisiopatogenia do LES.
Em determinado estudo os pesquisadores observaram que os danos vasculares e
epiteliais no LES foram caracterizados pela elevacao dos niveis plasmaticos de C3 e
expressao de integrinas (CD11 e CD18) (HOPKINS et al., 1988).

O aumento da expressao de E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, também foi
observado em pacientes com LES. A ativacdo das células endoteliais esteve mais

acentuada nesses pacientes, contribuindo para um pior prognostico da doenca. Tais
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eventos sao relevantes para danos vasculares e do SNC (onde a barreira
hematoencefélica busca impedir o acesso de complexos imunes), visto que com a
ativacdo generalizada das células endoteliais e do complemento sistémico, pode
ocorrer a promocao de lesdo microvascular difusa, que € comumente encontrada em
pacientes com LES com danos neuroldgicos (BELMONT et al., 1994).

A MAC VCAM-1 parece estar correlacionada com a atividade do LES. Em
pesquisa com pacientes lupicos, niveis de C3, VCAM-1 e anti-C1q foram maiores na
doenca ativa, mas ndo C4 e ICAM-1 (MAHAYIDIN et al., 2016), bem como, em
andlise prospectiva, VCAM-1 associou-se com a atividade do LES, vindo a
normalizar seus niveis na remissdo. Os indices de E-selectina e ICAM-1 néo
refletiram a atividade da doenca no referido estudo (JANSSEN et al., 1994).

Na China um grupo investigou a administracdo de anti-P-selectina
monoclonal em animais previamente induzidos a nefrite ldpica. Os autores
concluiram que esse pode ser um método terapéutico, visando que a lesao renal nos

animais foi atenuada (LIU et al., 2016).

1.8 MOLECULAS DE ADESAO NA SINDROME METABOLICA

A aterosclerose € um dos eventos da SM e sua fisiopatogenia envolve o
recrutamento de células inflamatérias e sua migracao transendotelial. Tal processo é
mediado por MACs em resposta aos varios estimulos inflamatérios, sendo que
ICAMs, VCAM-1, PECAM-1 P, E e L-selectina participam desse processo
(BLANKENBERG; BARBAUX; TIRET, 2003).

A relacéo entre ICAM-1 e SM ainda é controversa, de modo que alguns
autores indicam diminuicdo (TABUR et al., 2016), aumento (BAE et al., 2013;
TABUR et al., 2015;) ou falta de associacéo (AIZAWA et al. 2009; DALLMEIER et al.,
2012), nos referidos aspectos.

Em pesquisa populacional foram avaliados os critérios classicos de risco
para doencas cardiovasculares em 2.341 individuos e, posteriormente, associados
com os niveis de MACs. Foi destacado que P-selectina era positivamente associada
com maior risco de doencas cardiovasculares (BERARDI et al., 2016).

Pacientes com doenca arterial coronariana foram comparados com controles
saudaveis. Os pesquisadores observaram que PECAM-1 e HGF estavam elevados

nos pacientes e que esse aumento era mais significativo naqueles com a doenca em
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estagio mais grave (FANG et al., 2005).
1.9 ADIPOCINAS CORRELATAS A INFLAMAQAO

O tecido adiposo funciona como deposito de energia sendo constituido por
diversas células, tais como adipdcitos, células do sistema imune, endoteliais e
fibroblastos. Em um estado de sobrecarga (processo reversivel) ocorre hiperplasia e
hipertrofia de adipdcitos, 0 que resulta em estresse oxidativo e celular, culminando
em resposta inflamatéria local. Tal processo apresenta a capacidade de produzir e
liberar, na circulacéo sistémica, mediadores inflamatérios e adipocinas como IL-6, IL-
1B, IL-8, TNF-a, MCP-1, HGF, LCN2, adiponectina, leptina, resistina, SAA e PAI-1.
Esses, por sua vez, permeiam a inflamagdo e mecanismos metabdlicos como a
resisténcia a insulina (ANTUNA-PUENTE et al., 2008; KWON; PESSIN, 2013).

Tais mediadores inflamatorios atuam de modo a promover a inflamacao
tanto local quanto sistemicamente; também afetam as fungBes endoteliais e
vasculares, modulam a formacado de 6xido nitrico (NO) e a liberacao de superoxido.
Esses processos estdo diretamente relacionados a disturbios metabolicos, sendo o
principal a obesidade, fazendo a ligacdo entre SM e inflamacdo (GUZIK;
MANGALAT; KORBUT, 2006).

As adipocinas sdo de grande importancia para a regulacdo do
comportamento alimentar, de processos fisiolégicos, da sensibilidade a insulina, da
aterosclerose, do ajuste imune e inflamatério (BARBOSA; FRANCESCANTONIO;
SILVA, 2015). A desregulacéo da liberacdo dessas moléculas, pelo tecido adiposo,
leva a um estado subinfamatério cronico, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento de resisténcia a insulina, Diabetes Mellitus do tipo 2, aumentando o
risco de doengas cardiovasculares associadas a obesidade e a inflamacao
(ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

O Apéndice A apresenta um quadro que reune achados da literatura quanto

as principais funcdes e células secretoras de adipocinas.
1.9.1 Adiponectina

A adiponectina € um dos tipos mais frequentes de adipocinas, com uma

concentracdo fisiologica entre 5 a 30 pg/mL, tendo efeitos antidiabéticos,
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antiaterogénicos e acdo anti-inflamatéria, inibindo a proliferacdo e ativacdo de
linfécitos T e B (HUI et al.,, 2012; YAMAUCHI et al., 2001). Induz a secrecdo de
mediadores anti-inflamatérios como IL-10 e antagonista do receptor da interleucina-1
(IL-1RA) por mondcitos, macrofagos e células dendriticas e inibe INF-y por
macréfagos. A regulacdo negativa da adiponectina pode ocorrer pelo aumento de
citocinas proinflamatérias (WOLF et al., 2004).

Diferentemente de outras adipocinas, sua concentracdo € inversamente
associada a adiposidade e ao tamanho dos adipdcitos, bem como, a sensibilidade a
insulina (BAMBACE et al., 2011; WOLF et al., 2004). A protecdo conferida pela
adiponectina se dé& principalmente pela sua agdo anti-inflamatoria, devido a inducao
da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (HATTORI et al., 2003) e da inibicdo de
espécies reativas de oxigénio (OUEDRAOGO et al., 2006; SIMAO et al., 2012).

O aumento de acidos graxos e, consequentemente, a diminuicdo da
producdo de adiponectina (que em niveis normais inibe a ativacdo da via NF-kB —
Fator Nuclear kappa B) contribui para a expansao do processo inflamatério,
tornando-se uma potente via para doencas auto-imunes e a inflamacéo cronica de
baixo grau, verificada em pacientes com SM (GUSTAFSON, 2010).

Estudos que encontram aumento de adiponectina em pacientes com LES,
procuram justifica-la como um efeito compensatério entretanto, a maioria dos
trabalhos demonstram diminuicdo dessa adipocina em doencas com alta taxa de
inflamacédo (COSTA et al., 2015).

1.9.2 Leptina

A leptina € um hormonio liberado, quase que exclusivamente, pelos
adipécitos diferenciados. Seus receptores estdo em grande parte no nucleo do
hipotadlamo exercendo ativacdo do sistema nervoso simpético que induz lipdlise,
eleva temporariamente os acidos graxos livres, a termogénese e o metabolismo
basal. Dessa forma, diminui os acidos graxos armazenados, bem como, promove
protecdo ao receptor de insulina. Em células periféricas (como no pancreas,
osteoblastos e células imunolégicas) a leptina tem uma acdo analoga a
adiponectina, aumentando a sensibilidade a insulina (ANTUNA-PUENTE et al.,
2008).

Essa adipocina possui carater préinflamatério o que promove proliferacéo e
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ativagdo de linfocitos T, induzindo resposta Th1l. Embora o principal efeito da leptina
seja o controle da ingestdo de alimentos e do gasto energético, h4A uma relacao
entre a hiperleptinemia e o estado subinflamatério crénico, estando diretamente
relacionado a gravidade da obesidade (OTERO et al., 2005).

Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo séo totalmente claros
entretanto, ja é estabelecido que a leptina é capaz de controlar a liberacdo do TNF-
a, a producdo e a ativacdo de macrofagos (LOFFREDA et al., 1998). Além disso,
parece que o TNF-a e a IL-6 sdo capazes de estimular a producdo da leptina
(GUPTA et al., 2012). Tal molécula pode desencadear a sintese de endotelina-1 e
NO, bem como, a producdo de espécies reativas de oxigénio, a expressao de MCP-
1, a proliferacdo e migracdo de células endoteliais e promover agregacao
plaquetaria (COOKE; OKA, 2002).

O aumento do grau de obesidade parece correlacionar-se com a elevagao
das concentracbes plasméticas de leptina. Dessa forma estudos hipotetizam a
presenca de resisténcia a leptina nesses individuos (CONSIDINE et al., 1996;
GUPTA et al., 2012).

Estudos demonstram niveis aumentados dessa adipocina em doencas
autoimunes como LES, quando comparados ao controle, o que aparentemente

contribui para o aumento da inflamacéo (COSTA et al., 2015).
1.9.3 Resistina

A resistina ndo € normalmente encontrada no plasma contudo, em pessoas
obesas as quantidades séricas estdo aumentadas. E produzida principalmente por
macrofagos situados no tecido adiposo e, em menor quantidade, pelos proprios
adipdcitos hipertrofiados. Os ultimos, liberam INF-y ativando macréfagos e induzindo
a sintese e excrecdo de mais resistina que, por sua vez, estimula a producéo de
citocinas proinflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-8 e MCP-1, culminando na reducéo
das concentracdes plasmaticas de proteina quinase ativada por AMP e ativacdo de
proteinas quinases que podem fosforilar os receptores de insulina. Os mecanismos
citados contribuem para o aumento da resisténcia a insulina, comum em obesos e
individuos que apresentam SM (SINGH et al., 2012).

A resistina induz a sintese e secrecdo de endotelina-1 pelas células do

endotélio; altera a expressdo da molécula de adesdo VCAM-1 e MCP-1, além de
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estimular diretamente a proliferacdo das células musculares lisas na aorta humana,
demonstrando relacdo dessa adipocina com doencas cardiovasculares (CALABRO
et al., 2004; VERMA et al., 2003).

1.9.4 Proteina Quimiotatica de Mondcito (MCP-1)

A MCP-1 ou CCL2 (Chemokine Ligand 2) é produzida por uma variedade de
tipos de células, incluindo macroéfagos, fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e
adipécitos. Estudos fornecem fortes evidéncias de seu papel no recrutamento de
monocitos, em sitios de respostas inflamatérias, o que contribui para o
desenvolvimento de distintas doencas, incluindo aterosclerose, fibrose pulmonar e
esclerose multipla (DESHMANE et al., 2009; TAKAHASHI et al., 2009). A MCP-1,
cuja expressdo se encontra aumentada em individuos obesos, esta diretamente
relacionada ao aumento do IMC (CANCELLO et al., 2005).

1.9.5 Fator de Crescimento de Hepatdcitos (HGF)

O HGF é uma molécula com efeitos angiogénicos e mitogénicos, sendo
produzida por células do estroma hepatico. Estimula a proliferacdo de células
epiteliais e adipocitos em diversos 0rgaos, estando associada a motilidade, a
morfogénese e a angiogénese. Além disso o HGF é necessario para a reparacdo de
lesbes, exercendo acdes protetoras em 6rgaos epiteliais e ndo epiteliais (incluindo o
coracdo e 0 cérebro) por meio de sinais antiapoptéticos e anti-inflamatorios
(NAKAMURA; MIZUNO, 2010).

Estudos revelam que o HGF circulante em doencas cardiovasculares
encontra-se elevado (BELL et al, 2006). Niveis séricos aumentados estao
fortemente associados a componentes da SM em individuos livres de doenca
hepatica e renal (HIRATSUKA et al., 2005).

1.9.6 Lipocalina 2 (LCN2)

A LCNZ2, liberada por adipdcitos e macrofagos, € uma glicoproteina que
associa-se as pequenas substancias lipofilicas, como esteroides e

lipopolissacarideos. Apresenta papéis na indugdo de apoptose de células
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hematopoiéticas, no transporte de acidos graxos, como moduladora da inflamacéo e
da homeostase metabdlica, no transporte e regulacdo do metabolismo do ferro
(OUCHI et al.,, 2011). A expressdo de LCN2 é alterada em diversas condicdes
patolégicas como anemia, hipoxia do tecido adiposo e obesidade, sendo regulada
por TNF-a e IL-1B (GOMEZ et al., 2011).

1.9.7 Citocinas

As respostas inflamatérias no tecido adiposo vém sendo descritas como 0s
principais mecanismos que medeiam a resisténcia a insulina e, as alteracfes
decorrente desses processos, regulam a progressao da inflamagdo (KWON;
PESSIN, 2013).

As respostas imunes inatas, principalmente mediadas por macréfagos,
geram um processo inflamatério no tecido adiposo, resultando em disturbios
metabdlicos. A citocina INF-y ativa a expressdo de 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) em macroéfagos ativados de forma classica (M1). Esses segregam citocinas
préinflamatérias como TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-1[. Citocinas de padrdo Th2, como IL-4
e interleucina-13 (IL-13), induzem arginase-1 (ARG1) em macréfagos ativados
alternativamente (M2), contudo tais cé€lulas encontram-se em baixa concentragdo em
individuos obesos e com doencas inflamatorias (Figura 2) (MANTOVANI et al., 2004;
MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009).
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Figura 2 — Regulacéo e progresséo da inflamacao no decorrer do ganho de peso

a |l}9°

Eutréfico IIII- Obeso
ATIVAGAO ALTERNATIVA ATIVAGAO CLASSICA DE
DE MACROFAGOS (M2): MACROFAGOS (M1):

LT CD4* Th2; LTreg CD4%; LT CD4* Th1; LT CD8"; LB;
Eosindfilo; iNKT Neutrdfilo; Mastdcito

Fonte: prérios autores (2017).

iNKT, Linfécito T Natural Killer invariante; LB, Linfocitos B; LT CD4* Th1l, Linfécitos T CD4* t-helper do
tipo 1; LT CD4* Th2, Linfécitos T CD4* t-helper do tipo 2; LTreg CD4*, Linfécitos T reguladores CD4%;
LT CD8*, Linfocitos T CD8*; M1, ativacdo classica de macréfagos; M2, ativacdo alternativa de
macrofagos.

O TNF-a aumenta de modo relevante a expressao de citocinas inflamatorias
(TNF-a e IL-6) em adipdcitos, estando associado a intensificacdo do processo de
aterosclerose, através da indugéo da expressdo de MACs como VCAM-1, ICAM-1 e
E-selectina, e também MCP-1 nas células endoteliais, resultando em vasodilatacéo
alterada e promocéo de apoptose dessas células (HOTAMISLIGIL, 2006).

A IL-6 é encontrada em grande quantidade no tecido adiposo e
positivamente correlacionada com a obesidade, entretanto existem controvérsias nos
estudos, quanto ao seu papel nessa condicdo. A administracdo periférica de IL-6
interrompe a sinalizacdo da insulina, sugerindo que a expresséo de IL-6, induzida
pela obesidade, medeia a resisténcia a insulina (SENN et al., 2003). Em contraste,
animais deficientes em IL-6 mostram obesidade e inflamacdo hepética e, conforme
administra-se de forma central (hipotalamica) essa interleucina, o gasto energético
aumenta e a obesidade diminui, influenciando a sensibilidade a insulina através do
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sistema nervoso central (MATTHEWS et al., 2010).

Em estudo prévio de nosso grupo com pacientes com SM, apés a ingestao
de kinako (produto a base de soja), houve aumento de adiponectina e IL-6,
concomitantemente, a diminui¢do da circunferéncia abdominal (SIMAO et al., 2012).
Sendo assim, o papel da IL-6 na obesidade e resisténcia a insulina provavelmente
depende dos locais especificos de expressao e a interacdo com outras citocinas e
adipocinas (WALLENIUS et al., 2002).

O tecido adiposo visceral secreta IL-8, a qual também ¢é estimulada pelo
TNF-a, sendo uma citocina que contribui para a evolucdo da aterogénese em
individuos obesos, promovendo quimiotaxia de neutréfilos, induzindo adesdo e
migracédo transendotelial desses (RAMALHO; GUIMARAES, 2008).

Outra interleucina liberada pelo tecido adiposo visceral € a IL-13 que esta
intimamente relacionada com estimulacdo de linfécitos T, macrofagos e células
endoteliais, contribuindo para as reacdes inflamatoérias (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015a).

A IL-10, sendo anti-inflamatoria, demonstra niveis circulantes diminuidos em
individuos obesos e tendem a aumentar sua expressao apoés perda de peso, inibindo
as citocinas proéinflamatorias (CANCELLO et al., 2005).

1.9.8 Proteina amiloide A sérica (SAA)

A SAA é uma proteina inflamatéria de fase aguda associada a inflamacéo
sistémica e a aterosclerose. Assim como a PCR é utilizada como marcador preditivo
em eventos cardiovasculares (JOHNSON et al., 2004). Os niveis circulantes de SAA
estado significativamente correlacionados com a resisténcia a insulina e ao Diabetes
Mellitus do tipo 2, estando aumentada na obesidade (LEINONEN et al., 2003).

Além disso a SAA pode participar de alteracdes metabdlicas, promovendo a
ligacdo de HDL a macrofagos, reduzindo o efeito de protecdo cardiovascular dessa
lipoproteina (ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

1.9.9 Inibidor do Ativador de Plasminogénio-1 (PAI-1)

O PAI-1, proteina sintetizada por plaguetas, hepatécitos, adipdcitos,

glomérulos, células epiteliais e musculares lisas, € o principal inibidor da fibrindlise,
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atuando a nivel de ativadores do plasminogénio. Esse processo quando desregulado
contribui para o risco cardiovascular, principalmente em individuos obesos
(FRANCO, 2001; HA; OH; LEE, 2009). Elevados niveis de PAI-1 tém sido
associados com resisténcia a insulina e com acumulo de gordura visceral, sugerindo

o importante papel dessa molécula na SM (LIANG et al., 2006).
1.10 ADIPOCINAS NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O papel das adipocinas e mediadores inflamatérios liberados pelo tecido
adiposo, na progressdao do LES, ainda € controverso. O desequilibrio de tais
metabdlitos pode ocasionar o agravo do estado de pacientes com doencas
autoimunes, como no LES (ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

Os niveis aumentados de leptina e diminuidos de adiponectina vém sendo
associados ao LES, quando comparados a individuos saudaveis (BARBOSA,
FRANCESCANTONIO; SILVA, 2015), mesmo apds ajuste para hipertensao,
hiperlipidemia e Diabetes Mellitus. Todavia ndo ha correlagdo do aumento de leptina
com a elevacdo do escore SLEDAI, duracdo da doenca, idade ou dose de
prednisona (GARCIA-GONZALEZ et al.,, 2002). Esse perfil de desregulacdo de
adipocinas pode estar associado a resisténcia a insulina, ao aumento de IMC e de
PCR em pacientes com LES (CHUNG et al., 2009).

Maiores valores de IMC foram correlacionados com altas concentragfes de
IL-6, IL-17 e leptina, sugerindo que o IMC pode interferir, independentemente, na
atividade da doenca, no perfil inflamatério de mulheres com LES (SANTOS et al.,
2016). Pacientes lupicos com danos renais e intensa atividade da doenca,
apresentam niveis elevados de adiponectina, independentemente de etnia e IMC,
sugerindo um mecanismo compensatério (ROVIN et al., 2005a).

Sabe-se da importancia da busca de bons biomarcadores para o LES. Em
um estudo prospectivo foi avaliado niveis de MCP-1 e IL-8 com essa finalidade.
MCP-1 foi maior em pacientes com danos renais e correlacionou-se com proteinuria,
entretanto IL-8 ndo se alterou com a atividade da doenga e nao sofreu elevagao na
presenca de danos renais, de modo que o primeiro veio a ser considerado como um
possivel biomarcador (ROVIN et al., 2005b). LCN2 foi correlacionada com nefrite
lUpica, apesar de néo ter sido associada a atividade da doenca (SLEDAI), podendo

ser um marcador de danos renais (PITASHNY et al., 2007). Outra molécula que vem
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sendo correlacionada a progressdo do LES € a SAA, estando positivamente
associada com a atividade da doenca (BIJL et al., 2004).

A molécula PAI-1 desempenha um importante papel na fibrindlise e na
degradacédo de matriz extracelular. O aumento da sintese dessa pode resultar em
um processo de desequilibrio proteolitico extracelular, gerando lesdes esclerdticas
em capilares, comumente visto em processos de inflamagéo exacerbado (KEETON
et al.,, 1993). Os depodsitos de fibrina lesionam e ocluem vasos, promovendo a
migracado de células inflamatdrias. Tal aumento pode ser induzido por IL-6, TNF-q,
MCP-1 e angiotensina (WEISBERG et al., 2003). Tanto o processo inflamatorio,
responsavel pela liberacdo dessas citocinas, quanto a sobrecarga do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (observado em processos patolégicos como no LES)

promove a superexpressao do gene PAI-1 (D’ELIA et al., 2016).

1.11 ADIPOCINAS NA SINDROME METABOLICA

O tecido adiposo abriga grande quantidade de macréfagos e, na obesidade,
esse infiltrado encontra-se aumentado e ativo. Dessa forma ha maior liberacédo de
fatores inflamatorios, tais como TNF-a e IL-6, bem como, de MCP-1, fazendo com
que haja recrutamento de mais mondcitos para o local da inflamacéo. Esse processo
induz a lipdlise e, consequentemente, leva ao aumento da disponibilidade de acidos
graxos, fator esse associado a resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003).

O TNF-a também induz a lipdlise e 0 aumento da expressdo génica de
ICAM-1, IL-6 e de MCP-1; facilitando a migracdo e diferenciacdo de mondcitos do
sangue para o tecido adiposo (KEUPER et al., 2011; PERMANA; MENGE; REAVEN,
2006). Esse tecido ainda pode sofrer hipoxia, havendo expressdo de fatores
angiogénicos como PAI-1, um regulador da fibrinélise, que em niveis elevados gera
hipercoagulacdo e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (SKURK et al.,
2007).

A partir de adipocitos primarios deficientes em PAI-1, os resultados de um
estudo forneceram evidéncias de que essa caréncia promoveu a diferenciacdo de
adipdcitos e protegeu-os contra a desdiferenciacdo induzida por TNF-a, bem como,
da resisténcia a insulina, visto que houve aumento da capacidade de captacdo de
glicose nas células (LIANG et al., 2006).

Em andlise da diferenca do perfil inflamatdrio entre homens e mulheres
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obesos, foi observado que mulheres apresentavam maiores niveis de IL-6, IL-1 e
leptina, caracterizando um quadro inflamatdrio mais intenso e dependente do sexo
(ZARRATI et al., 2016).

Na busca de melhores intervencfes terapéuticas, um grupo investigou
animais com placa aterosclerdtica, verificando que esses apresentaram obesidade,
resisténcia a insulina, aumento de glicose, TNF-a, IL-6, MCP-1, SAA e
microalbumina urinaria. Esses achados demonstram que distirbios metabdlicos
estdo intimamente relacionados com processos de inflamacdo exacerbada (HAN et
al., 2016).

O papel da resistina na sensibilidade a insulina, no Diabetes Mellitus do tipo
2 e na obesidade foi estudado em animais através da administracdo de anti-
resistina. O estudo indicou que houve diminuicdo da glicose plasmatica e melhora no
quadro de resisténcia a insulina (STEPPAN et al., 2001). A Figura 3 caracteriza 0s
distintos perfis inflamatérios presentes no tecido adiposo eutréfico e obeso, com

enfoque nas adipocinas predominantes.

Figura 3 — Perfis predominantes de células, adipocinas e outras moléculas no tecido
adiposo de individuos eutrofico e obeso

TECIDO ADIPOSO - INDIVIDUO EUTROFICO TECIDO ADIPOSO - INDIVIDUO OBESO
METABOLISMO NORMAL DISTURBIO METABOLICO
LT CD4* Adipdcito necrético LGB

LT CD8*
™ .
.
M2——— ./ Ml—;ﬁ‘:*ﬁ(o %
&Y

Adipécito  Vaso sanguineo

Adipécito Vaso sanguineo

ADIPOCINAS PROINFLAMATORIAS:
Resistina; Leptina; MCP-1; HGF;

ADIPOCINAS ANTI-INFLAMATORIAS: LCN2: TNF-a: IL-6:IL-1: IL-8
Adiponectina; IL-10 ,
OUTRAS MOLECULAS PROINFLAMATORIAS:
SAA; PAI-1

Inflamagdo e perda do controle
metabdlico e vascular

Fonte: prérios autores (2017).
HGF, Fator de Crescimento de Hepatdcitos; IL, interleucina; LCN2, Lipocalina-2; LT CD4+, Linfocitos
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T CD4+; LT CD8+, Linfocitos T CD8+; M1, ativagdo classica de macrofagos; M2, ativagéo alternativa
de macro6fagos; MCP-1, Proteina Quimiotatica de Mondcitos-1; PAI-1, Inibidor-1 do Ativador do
Plasminogénio; SAA, Proteina Amiléide A Sérica; TNF-a, Fator de necrose tumoral alfa.

1.12 LES E SM: ENVOLVIMENTO COM ADIPOCINAS E MACS

Pacientes com LES apresentam frequentemente, como ja mencionado,
critérios da SM, desenvolvimento acelerado de aterosclerose e maior prevaléncia de
resisténcia a insulina. Levando em consideracdo a importancia das adipocinas e
mediadores inflamatorios, liberados pelo tecido adiposo na inducdo desses
distarbios, percebe-se que esses geram impacto na progressdo do LES (KRYSIAK;
HANDZLIK-ORLIK; OKOPIEN, 2012).

Com a obesidade, a biodisponibilidade de acidos graxos é aumentada.
Esses ligam-se facilmente a receptores de lipossacarideos Toll-4 (TLR-4), ativando a
via NF-kB, induzindo processo inflamatério (SUGANAMI et al., 2007).

A maior fonte de PAI-1 é o tecido adiposo visceral, tendo em vista que
guanto maior o acumulo de gordura, maior a expressdo dessa molécula. Em estudo
com adipdcitos humanos, foi demonstrado que a insulina e glicocorticoides séo
importantes mediadores do metabolismo humano no tecido adiposo. Altas
concentracbes de insulina ocasionavam liberacdo elevada de PAI-1. No mesmo
trabalho houve superexpressdo de PAI-1 na presenca da combinag¢do de insulina
com dexametasona. Os autores concluiram que a expressédo de PAI-1, em tecido
adiposo, é possivelmente controlada por esses dois metabdlitos, explicando também
o aumento de PAI-1 em individuos com SM e que fazem uso de glicocorticoides,
como no LES (MORANGE et al., 1999).

Trabalhos que avaliam a concentracdo plasmatica de leptina, em pacientes
com LES, indicam que altos niveis séricos podem contribuir para a inflamacgéo, bem
como que niveis diminuidos de adiponectina associam-se com a resisténcia a
insulina (GARCIA-GONZALEZ et al., 2002; SADA et al., 2006). Dessa forma, leptina
pode modular o risco cardiovascular em pacientes com LES, induzindo aterosclerose
(GOMEZ et al., 2011).

Outra pesquisa associou aterosclerose prematura em pacientes com LES e
disfuncbes endoteliais. Houve prevaléncia de placa carotidea entre os pacientes

guando comparado ao controle, sendo que essa nao estava associada ao
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tabagismo, IMC, LDL, TG, homocisteina, PCR, anti-dsDNA, C3, C4, SLEDAI ou
medicamentos. A idade, niveis de E-selectina e adiponectina foram maiores nos
portadores de LES e na presenca de placa carotidea. Os autores hipotetizam que o
aumento de adiponectina representa uma tentativa de limitar o dano endotelial
(REYNOLDS et al., 2010).

Os significados clinicos para esses achados no LES, em principal com
complicagcbes como SM, ainda sdo controversos. Dessa forma € de suma
importancia novas pesquisas que objetivem elucidar os mecanismos envolvidos na
interacdo de tais doencas. A Figura 4 busca reunir os principais achados da
literatura, correlacionando-os a fim de constuir uma possivel rede de explicacdo para

associacao entre LES e SM com adipocinas e MACs.

Figura 4 — Lupus Eritematoso Sistémico e Sindrome Metabdlica: envolvimento com
adipocinas e moléculas de adeséao

 Leptina | Adiponectina

xS + @ A :
{’“’}_E‘é} ‘ ’ INFLAMAGAO NF K,:tivagﬁo

TLR-4 INFLAMAGAO

1 macréfago Liga-se
1 lipdlise 1 AG séricos

 TNF-a; IL-6; MCP-1
Resisténcia a insulina

1" ICAM-1; IL-6; MCP-1 P TNF-a 1 PAI-1 Hipertensdo

INFLAMAGAO 1 SAA Les&o glomerular 1 MCP-1; IL-8; LCN2; IL-6

Fonte: prérios autores (2017).

AG, acidos graxos; ICAM-1, molécula-1 de adesé&o intercelular; IL, interleucina; LCN2, Lipocalina-2;
MCP-1, Proteina Quimiotatica de Monécitos-1; NF-kB, fator nuclear kappa B; PAI-1, inibidor 1 do
ativador do plasminogénio; PCR, proteina C reativa; SAA, proteina amiloide A sérica; SLEDAI,
systemic lupus erythematosus disease activity index; TLR4, receptor do tipo Toll4; TNF-a, Fator de
necrose tumoral alfa.
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2 JUSTIFICATIVAS

A literatura demonstra que o aumento da morbidade e mortalidade em
pacientes com LES, decorrente da instalacdo de SM ou alguns de seus
componentes isoladamente, €& alarmante e crescente em todo o mundo.
Possivelmente a desregulacdo das MACs e das adipocinas estao intimamente
relacionadas com o pior prognostico nesses individuos, acarretando em aumento da
inflamac&o e piora do quadro clinico. Entretanto ndo é de nosso conhecimento, até o
presente momento, um estudo que tenha avaliado esses biomarcadores em
pacientes com LES, concomitantemente, e que 0s correlacione com a presenca de
SM. Dessa forma, se faz necesséario o presente estudo a fim de elucidar os
mecanismos fisiopatologicos envolvidos e determinar se esses biomarcadores
poderiam predizer a atividade da doenca. O melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento e progressdo da doenca podera

contribuir para novas intervencdes terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento de adipocinas e MACs em pacientes com LES, na

presenca ou auséncia de SM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar os niveis plasmaticos de MACs e adipocinas em pacientes
com LES na presenca ou ndo de SM;

- Verificar se ha associacdo entre as MACs e as adipocinas com a
presenca de SM,;

- Avaliar os niveis plasméticos de MACs e adipocinas de acordo com a
atividade ou ndo da doenca;

- Analisar se ha associacdo entre as MACs e as adipocinas com a
atividade da doenca;

- Determinar um modelo de preditores utilizando as MACs e adipocinas

para atividade da doenca.
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4 SUJEITOS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Parana, Brasil) (CAAE
01865212.0.0000.5231, Parecer CEP/UEL n° 205.328, Anexo A). Todos o0s
participantes assinaram termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndices B e C). Foram selecionados 126 pacientes com LES do Ambulatério de
Reumatologia do Hospital Universitario de Londrina, Parana, de ambos 0s sexos,
com idade entre 18 e 69 anos, a fim de participarem desse estudo transversal.

Para diagnostico do LES seguiu-se a ultima versao dos critérios do American
College of Rheumatology (ACR) de 1972 e revisados em 1982 e 1997. Os pacientes
com LES foram divididos em dois grupos de acordo com a presenca de SM (n=64) e
auséncia de SM (n=62). A atividade da doenca foi determinada utilizando o escore
SLEDAI (HOCHBERG, 1997) (Anexo B), sendo considerada doenga em atividade
quando SLEDAI =10 (PETRI et al., 1991).

As informacdes sobre o estilo de vida e o histérico médico foram obtidos e
registrados em atendimento clinico. Os grupos foram comparados pelos aspectos
idade, género, etnia, IMC, SLEDAI, duracdo da doenca, uso de medicamentos,
parametros de atividade da doenca e de diagnéstico. Além disso foram registradas
as manifestacdes clinicas caracteristicas do LES e da presenca de SM.

Os niveis séricos de citocinas, adipocinas, MACs, marcadores inflamatorios,
pressdo arterial diastélica (PAD), pressdo arterial sistlica (PAS), uso de
medicamentos, indices glicémicos e lipémicos também foram mensurados.

Nenhum dos participantes apresentou histérico de doencas hepaticas,
gastrointestinais, tireoidianas, oncoldgicas, infec¢des clinicamente evidentes ou
outras doengas autoimunes, néo fazendo uso de reposi¢cdo hormonal, sendo esses,

critérios de exclusao.
4.1 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

A massa corporal foi mensurada, com precisédo de 0,1 kg, utilizando
balancas eletrdnicas, com os individuos vestindo roupas leves, sem sapatos, no
periodo da manh&; a altura foi medida, com precisédo de 0,1 cm, usando um

estadiometro. O IMC foi obtido através do quociente da massa (kg) pela altura (m)
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elevada ao quadrado.

massa (kg)

M Laturatm)?

A circunferéncia da cintura foi medida com uma fita métrica na regiao entre
a ultima costela e a crista iliaca, com o individuo em pé. A presséao arterial (PA) foi
aferida, com auxilio de um esfigmomanémetro calibrado, no brago esquerdo dos
pacientes, sentados, com no minimo 5 minutos de repouso (KURTZ et al., 2005). PA
2130/90 mmHg ou o uso de anti-hipertensivos foram critérios utilizados para
considerar o paciente com quadro de hipertensao.

Para diagnosticar a presenca de SM foram utilizados os critérios do ATP lll,
caracterizando SM na presenca de pelo menos trés dos cinco critérios: 1)
circunferéncia da cintura com mais de 94 cm nos homens e 80 cm nas mulheres; 2)
niveis de TG, em jejum, =150 mg/dL; 3) HDL <40 mg/dL em homens ou <50 mg/dL
em mulheres; 4) presséo arterial =130/85 mmHg (ou o uso de medicacdo anti-
hipertensiva); e 5) niveis de glicose, em jejum, =100 mg/dL (ou a utilizacdo de
medicamento antidiabético) (REAVEN, 2006).

4.2 EXAMES LABORATORIAIS

Apos jejum de 12h os pacientes foram submetidos a coleta de amostras
sanguineas em tubo de coleta a vacuo com e sem anticoagulante (EDTA). O
material foi encaminhado ao laboratério para registro, processamento e
armazenamento. Soro e plasma foram armazenados em freezer -80°C, identificados
por nimero a fim de garantir anonimato dos pacientes.

A determinacao dos titulos de anti-dsDNA foi realizada por ELISA (Orgentec
Diagnostika, GmbH, Germany), sendo considerados significativos quando os titulos
foram >20 UI/mL.

Os niveis de glicose, colesterol total, HDL, LDL e TG foram determinados
por autoanalisador bioquimico (Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfield, Illinois,
USA), utilizando kits Dade Behring®.

Os niveis plasmaticos de insulina foram determinados por imunoensaio de
microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA, ARCHITECT; Abbott Laboratory,
Abbott Park, lllinois, USA). A avaliacdo do HOMA-IR foi utilizada como medida de

substituicdo da sensibilidade a insulina. A resisténcia a insulina foi considerada
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gquando HOMA-IR =22,114.

insulina em jejum (ull/mL) x glicose em jejum (nmol /L)
22,5

HOMA—IR=

Os fatores de complemento sérico C3 e C4 foram dosados utilizando um
ensaio de turbidimetria (ARCHITECT; Abbott Laboratory, Abbott Park, lllinois, USA).

4.3 MOLECULAS DE ADESAO E ADIPOCINAS

Os niveis plasmaticos das MACs PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina e
P-selectina foram determinados por imunofluorimetria utilizando o kit Human
Adhesion 6-Plex Magnetic Panel (Novex Life Technologies, Frederick, USA) para a
plataforma Luminex®; As adipocinas resistina, leptina, MCP-1, HGF, LCN2, TNF-q,
IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10, e das moléculas PAI-1 e SAA foram determinados por
imunofluorimetria utilizando o kit Human Adipokine 14-Plex Panel (Novex Life
Technologies, Frederick, USA) para a plataforma Luminex®.

Os niveis plasméaticos de adiponectina foram determinados por ELISA
utilizando um imunoensaio comercial (R & D System, Minneapolis, USA).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados categoricos foram analisados com o teste exato de Fisher ou qui-
quadrado, quando necessario, e 0s resultados expressos por numeros absolutos. O
teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para avaliar a normalidade da distribuicéo.
Utilizou-se a transformacao de logaritmo natural (Ln) de dados continuos quando as
variaveis ndo foram normalmente distribuidas. Para a comparagéo entre 0s grupos
aplicou-se o teste t-Student, sendo os dados expressos em média (+SEM). As
variaveis que apresentaram p<0,10 na analise univariada foram utilizadas como
variaveis explanatorias na regressao logistica binaria para verificar associacdo com
a presenca de SM ou ainda com a atividade da doenca. Todos os testes foram
bicaudais e considerada a significancia estatistica de p como 0,05. As analises foram
executadas com o software IBM SPSS Statistic, Versdo 20.0 (SPSS, Chicago,
lllinois, USA).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um artigo
cientifico intitulado: “Adhesion Molecule Levels and Adipokines in Systemic Lupus
Erythematosus: Relationships with Severity of Iliness, Autoimmunity and Metabolic
Syndrome” e submetido a revista CLINICAL RHEUMATOLOGY, com fator de
impacto 2,365.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to assess whether the imbalance in
adipokines and cell adhesion molecules (CAMs) determined by the presence of
Metabolic Syndrome (MetS) could contribute to increase the disease activity in
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) patients. Methods: This cross-sectional study
included 126 patients with SLE. The patients were divided in two groups, with (n=64)
and without MetS (n=62). Disease activity was determined using SLEDAI (SLE
Disease Activity Index) considering the SLEDAI 210, which is indicative of severe
disease. The CAMs platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1),
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1), E-selectin and P-selectin and the adipokines monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), hepatocyte growth factor (HGF), Lipocalin 2 (LCNZ2), adiponectin,
leptin, resistin, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, plasminogen activator inhibitor type-1
(PAI-1) and serum amyloid A protein (SAA) were evaluated. Results: MetS patients
had higher IL-8 (p=0.016), IL-10 (p=0.008), MCP-1 (p=0.002) and HGF (p=0.004).
The CAMs E-selectin (p=0.020) and P-selectin (p=0.049) were associated with the
presence of MetS independently of age, sex, ethnicity and of drug treatment. MetS
was not directly associated with disease activity measured by SLEDAI. ICAM-1 and
LCN2 were lower and IL-6 and MCP-1 were higher in patients with SLEDAI =10. After
binary logistic regression analyses, IL-6 (p=0.024), MCP-1 (p=0.027) and LCN2
(p=0.009) were associated with SLEDAI independently of age, sex, ethnicity and of
drug treatment. Conclusion: Our data demonstrated that although MetS was not
directly associated with disease activity, measured by SLEDAI, there is a different
inflammatory profile between SLE and MetS that indirectly interferes in the complex
inflammatory network of adipokines and CAMs that could favor the modification of
disease activity.

Key words: cell adhesion molecules; adipokines; metabolic syndrome; systemic
lupus erythematosus.
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INTRODUCTION

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory autoimmune
disease characterized by autoantibody production especially directed against nuclear
and cytoplasmic antigens, chronic widespread inflammation and tissue destruction
(1,2). Although acute mortality rates have decreased in the first five years of
treatment, premature and accelerated atherosclerosis are major comorbid conditions
among SLE patients (3). The etiology of the increased risk of atherosclerosis has
been attributed to a combination of predisponent factors such as chronically elevated
inflammatory markers, endothelial dysfunction and, metabolic disturbance (4,5).

Metabolic Syndrome (MetS) is generally defined as a complex disorder
represented by a combination of risk factors such as central obesity, dyslipidemia,
hypertension, and disturbed glucose metabolism that leads to an increased risk of
coronary heart disease, other types of cardiovascular atherosclerotic diseases, and
type two diabetes (T2D) (6). Several components of MetS have been associated with
endothelial dysfunction, increased levels of cell adhesion molecules (CAMs) (7) and
adipokine deregulation (8). Our group has found in a previous study that SLE
patients have a high prevalence of MetS, which directly contribute to increase their
inflammatory state (9).

Adipokines are cell-signaling proteins synthesized in the adipose tissue.
These proteins are mediators that regulate dietary behavior, physiological processes,
insulin sensitivity, atherosclerosis, immune and inflammatory responses (10,11), and
thus have been considered a link between adipose tissue, inflammation and
immunity. Studies have demonstrated alterations in the levels of adipokines, such as
leptin and adiponectin in SLE, however, how this increase affects autoimmunity and
SLE remains inconclusive (10,11).

CAMs facilitate leucocyte-endothelial cell interactions and the transmigration
of inflammatory cells to sites of inflammation and act as markers of endothelial
activation and dysfunction (12). Elevated levels of CAMs (VCAM and ICAM) have
been associated with clinical manifestations and disease activity in SLE (13).

Given the high prevalence of the MetS among SLE patients and the
important role of CAMs and adipokines in the pathophysiology of SLE, premature
atherosclerosis and disease activity, it is crucial to elucidate the possible components

that could modulate these levels and profiles. It is of great clinical interest to
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determine biomarkers that can help monitor disease activity. Figure 1 seeks to
gather the main findings of the literature, correlating them in order to construct a
possible network of explanation for association between SLE and MetS with
adipokines and CAMs. Thus, the aim of the present study was to assess whether the
imbalance in adipokines and CAMs determined by the presence of MetS could
contribute to increase the disease activity in SLE patients.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

One hundred and twenty-six patients with SLE (120 females and 6 males),
aged from 18 to 69 years, were selected from the Rheumatology Ambulatory of the
University Hospital of Londrina, Parana, Brazil to participate in this cross-sectional
study. SLE patients were divided in two groups, with (n=64) and without MetS (n=62).
The patients were paired by sex, age, ethnicity and body mass index (BMI). SLE was
diagnosed using the American College of Rheumatology (ACR) criteria (1997) and
the disease activity was determined using SLEDAI score (Hochberg, 1997). SLE
patients were divided into two groups with mild or moderate activity disease (SLEDAI
<10) (n=108) and severe activity disease (SLEDAI 210) (n=18) (14).

Information about lifestyle and medical history were obtained at clinical
evaluation. Age, gender, ethnicity, serum levels of anti-dsDNA antibodies, cytokine
levels and CAMSs, presence of hypertension and/or MetS were reported for each
patient. Use of medications such as immunosuppressants, anti-inflammatory,
corticosteroids, statins, antimalarials and antidepressants were registered. None of
the participants in the study presented renal, thyroid, heart, hepatic, gastrointestinal,
oncological or other autoimmune disease and none had a clinically evident infection
or was receiving estrogen replacement therapy. All participants gave written informed
consent, and the study protocol was fully approved by the Ethical Committee of the

University of Londrina (Parana, Brazil).

Anthropometric measurements
Body weight was measured to the nearest 0.1 kg using electronic scales,
with individuals wearing light clothing, but no shoes, in the morning; height was

measured to the nearest 0.1 cm by using a stadiometer. BMI was calculated as
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weight (kg) divided by height (m) squared. The waist circumference was measured
with a soft tape in the region between the last rib and the iliac crest, always in the
standing position. Blood pressure (BP) was measured with a calibrated
sphygmomanometer on the left arm of seated patients after 5 minutes of rest (15).

MetS was defined following the Adult Treatment Panel Il criteria, where
MetS is present if three or more of the following five criteria are met: 1) waist
circumference over 94 cm in men and 80 cm in women, 2) fasting triglyceride levels
greater than or equal to 150 mg/dL, 3) high density lipoprotein (HDL) lower than 40
mg/dL in men or 50 mg/dL in women; 4) blood pressure over 130/85 mmHg (or
antihypertensive medication use), and 5) fasting glucose levels greater than or equal
to 100 mg/dL (or the use of antidiabetic medication) (16, 17).

Biochemical and Immunological Biomarkers

After fasting for 12h, the patients underwent the following laboratory blood
analysis. Total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein
(LDL), triacylglycerol (TG) and glucose, were evaluated by a biochemical auto-
analyzer (Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA). Serum
components C3 and C4 from the complement system were determined by
turbidimetry (Architect; Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Plasma insulin level
was determined by chemiluminescence microparticle immunoassay (Architect, Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA). The homeostasis model assessment IR (HOMA-
IR) was used as a surrogate measurement of insulin sensitivity. HOMA-IR = fasting
insulin (uU/mL) x fasting glucose (nmol/L) / 22.5. IR was considered when HOMA-IR
>2.114 (18).

Anti-double-stranded DNA (anti-dsDNA) antibodies were quantified using
enzyme-linked immunoassay (ELISA, anti-dsDNA, Orgentec Diagnostika, GmbH,
Germany) and were considered significant when titers 220 1U/mL.

Cell Adhesion Molecules, Adipokines, Plasminogen activator inhibitor type-1 and
Serum amyloid A protein

Plasma levels of the following CAMs: platelet endothelial cell adhesion
molecule 1 (PECAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), endotelial selectin (E-selectin) and platelet selectin

(P-selectin) were determined by Human Adhesion 6-Plex Magnetic Panel (Novex Life
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Technologies, Frederick, USA) for Luminex® platform. Plasma levels of the
adipokines monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), hepatocyte growth factor
(HGF), Lipocalin 2 (LCN2), TNF-a, IL-1, IL-8, IL-6, IL-10, leptin, resistin, plasminogen
activator inhibitor type-1 (PAI-1) and serum amyloid A protein (SAA) were determined
by Human Adipokine 14-Plex Panel (Novex Life Technologies, Frederick, USA) for
Luminex® platform. Plasma levels of adiponectin were measured using sandwich

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (eBioscience, San Diego, CA, USA).

Statistical Analysis

Categorical data were analyzed with Fisher's exact test or chi-square test
when appropriate. The results were expressed by absolute number. Kolmogorov-
Smirnov test was used to assess normality of distribution. Natural logarithmic (Ln)
transformation of continuous data was used in the analyses when the variables were
not normally distributed. Comparisons between groups were performed using t
Student test. Data were expressed as the mean (xSEM). The results of these
univariate statistical analyses were used to delineate the significant explanatory
variables to be used as determinants of independent association with the MetS or
active disease in binary logistic regression analyses. All tests were 2-tailed and a p-
value of 0.05 was used for statistical significance. All analyses were conducted with
SPSS 20.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTS

Table 1 shows the outcomes of the univariate analysis comparing clinical
and biological characteristics of patients with SLE according to the presence of MetS.
Patients with MetS were older (43.46 vs 36.30 years old, p=0.003). As expected,
BMI, hypertension, waist circumference, fasting insulin and glucose, HOMA-IR and
triglycerides were higher (p<0.001), while HDL-cholesterol levels were lower
(p<0.004) in patients with MetS compared to patients without MetS. No significant
differences were observed regarding duration of the disease or SLEDAI score. No
significant differences were observed according to drug treatments except for the use
of antihypertensive, which was more common in the group with MetS (p<0.001).

Table 2 shows the outcomes of the univariate analysis comparing adipokines

in patients with SLE according to the presence of MetS. Patients with MetS had
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higher IL-8 (p=0.016), IL-10 (p=0.008), MCP-1 (p=0.002) and HGF (p=0.004)
compared to patients without MetS, whereas other adipokines evaluated did not differ
between the groups.

Figure 2 shows the relationship between CAMs and PAI-1 in SLE with and
without MetS. Our findings demonstrate that the CAMs PECAM-1, P-selectin and E-
selectin, as well as PAI-1, were positively associated with the presence of MetS.

Binary logistic regression analyses were performed to elucidate which
adipokines and CAMs showed association with the presence of MetS (Table 3). E-
selectin was associated with the presence of MetS independently of age (p=0.011),
according to Model 1. E-selectin and IL-10 were associated with the presence of
MetS independently of age, sex and ethnicity (p=0.012 and p=0.043, respectively),
according to Model 2. The CAMs E-selectin (p=0.020) and P-selectin (p=0.049) were
associated with the presence of MetS independently of age, sex, ethnicity and
immunosuppressive drug treatment (Model 3). IL-10 (p<0.043) was associated to the
presence of MetS independently of age, sex, and ethnicity and showed a tendency
when immunosuppressive drug treatment was added (p=0.059) (Model 3). On the
other hand, PECAM-1 and PAI-1 lost significance when binary logistic regression
was performed.

Table 4 shows the demographic, clinical and biological data in SLE patients,
considering the SLEDAI < or 210. There was no significant difference in age, gender,
ethnicity, BMI, presence of MetS, and use of medications between the study groups.
The frequency of anti-dsDNA antibodies was higher (p=0.034) and C3 levels were
lower (p<0.006) in patients with SLEDAI 210. C4 had a tendency to be lower
(p=0.095) in patients with SLEDAI =10.

Table 5 shows the adipokines and CAMs in SLE patients, considering the
SLEDAI < or =2 10. ICAM-1 (p=0.031) and LCN2 (p=0.019) were lower, whereas
MCP-1 (p=0.004) was higher in patients with SLEDAI =210. IL-6 showed a tendency to
be higher (p=0.076) with SLEDAI =10, while other adipocytokines and CAMs
analyzed did not differ between the groups.

Binary logistic regression analyses were performed to elucidate which
adipokines and CAMs showed the more robust association with SLEDAI (Table 6).
IL-6 (p=0.024), MCP-1 (p=0.027) and LCN2 (p=0.009) were directly associated with
SLEDAI independently of age, sex, ethnicity and immunosuppressive drug treatment.
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DISCUSSION

The main finding of the present study was that the adipokine IL-10 and the
CAMs, E-selectin and P-selectin were associated with the MetS in SLE patients
independently of age, sex and ethnicity. However, immunosuppressive treatment
interfered in theses association, especially in IL-10 and P-selectin. In addition, SLE
patients with severe disease activity had a different profile of adipokines and CAMs.
Thus, MCP-1, LCN2 and IL-6 were associated with SLEDAI >10 independently of
sex, age, ethnicity and immunosuppressive treatment. Although MetS causes

imbalance in adipokines and CAMs, it was not associated with disease activity.

Metabolic Syndrome and Disease Activity in SLE

The present study verified that the presence of MetS was not associated with
disease activity assessed by SLEDAI score. Our group had previously demonstrated
an association of SLEDAI with BMI and waist circumference (9). We therefore
hypothesized that the presence of MetS would affect SLEDAI. However, we were
unable to demonstrate a significant direct effect of the presence of MetS on SLEDAI.
The effect of MetS on disease activity assessed by SLEDAI has yielded mixed results
and was found in some (19-21) but not all studies (22,23).

Metabolic Syndrome and Cell Adhesion Molecules in SLE

Our results show that the presence of MetS had significant effects on the
CAMs E-selectin and P-selectin independently of age, sex, ethnicity and drug
treatment. These findings are in agreement with several other studies that have
consistently found associations between E-selectin and MetS parameters (24-27).
Investigators have suggested that E-selectin levels may be regulated by the pro-
inflammatory adipocytokine TNF-a and also by adiponectin, an adipocytokine with
anti-inflammatory, anti-diabetogenic and anti-atherogenic properties and these
adipocytokines would have the property to inhibit each other’s production in adipose
tissue (24,27). E-selectin is associated with increased total fat volume (27). Thus,
plasma higher levels of this molecule were expected in SLE patients with MetS, when
compared to the group without MetS, since BMI was significantly higher in the first
group.

There are few studies associating P-selectin with SLE patients (4) or with the
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MetS (28). In the current study, P-selectin levels were positively associated with
MetS, which corroborates the findings of Straface et al. (2010) who have also
associated increased P-selectin with MetS and inflammation (28). On the other hand,
Mok et al. (2010) measured P-selectin levels using ELISA test, and differently from
our study, found no significant differences in P-selectin levels in SLE patients with or
without MetS (p=0,4). The method used to quantify P-selectin in the present study
was immunofluorescence by Luminex platform which has a sensitivity of <0.10
ng/mL, while the ELISA kit used in the aforementioned study had a sensitivity of 0.5

ng/mL, thus the different findings may be due to the quantification method.

Metabolic Syndrome and Adipokines in SLE

High proinflammatory status in SLE disease has been consistently
associated with increased prevalence of MetS in SLE patients, which is remarkably
more prevalent amongst SLE patients than the general population (9). Accordingly,
we found that MetS increases inflammatory process, measured by significant
differences in adipokines that play a key role in the pathogenesis of SLE such as IL-
8, IL-10, MCP-1 and HGF. However, only IL-10 remained significantly associated
with MetS, independently of age, sex, and ethnicity, but not of drug treatment, when
binary logistic regression was performed.

The increase in IL-10 caused by MetS is of particular interest as it has been
proposed as a biomarker for disease activity in SLE (29). This cytokine is postulated
to play a major role in SLE pathogenesis as it enhances antibody secretion, regulates
growth and differentiation of B cells and blunts T cell activation and TNF-a secretion.
While IL-10 plays an important role in autoantibody generation, it could also have an
anti-inflammatory role (30,31), thereby attenuating the inflammatory response in SLE.
More studies are needed to investigate the role of IL-10 in SLE patients with MetS.

The angiogenic factor HGF seems to be strongly correlated with disease
activity, may be involved in SLE pathogenesis and contribute to the increase in
serum levels of IL-10 (32-34). Of note, enhanced serum IL-10 levels were also
verified in the present study. Additionally, increased HGF has been directly
associated with an increased risk of cardiovascular disease (35).

IL-8 is a potent neutrophil chemokine secreted by the visceral adipose tissue
and has been implicated in atherogenesis and various processes of organ damage in

SLE. It has been associated with renal inflammation in glomerulonephritis (36) and
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has been proposed as a biomarker of SLE activity and pulmonary fibrosis in SLE
(37). In turn, MCP-1 plays an important role in the pathogenesis of lupus nephritis
and has been regarded as a candidate for predicting renal flares (38, 39). Therefore,
the lack of association between IL-8 and MCP-1 and MetS in this study may be due
to the fact that our patients did not have lupus nephritis.

SLEDAI and Cell Adhesion Molecules

The CAMs, except for ICAM-1, did not show statistical differences when the
groups were categorized based on SLEDAI. Association of serum ICAM-1 levels with
SLE activity has led to conflicting results. While some authors demonstrated that
ICAM-1 levels do not reflect disease activity (SLEDAI =26) (40,41), others have shown
that this molecule is closely related to SLE activity (SLEDAI =6) and lupus nephritis
(42,43). In the present study, when extrapolating the predicted severity score
(SLEDAI 210), ICAM-1 levels were lower in the patients with increased disease
activity. Interestingly, Tabur et al., 2016 found a significant decrease in ICAM-1 gene

expression in the presence of MetS, which could help explain our findings (44).

SLEDAI and Adipokines

Binary logistic regression analyses showed that IL-6, MCP-1 and LCN2 were
directly associated with SLEDAI independently of age, sex, ethnicity and drug
treatment.

LCN2 is mainly secreted by the adipose tissue and has been considered an
acute-phase protein. Higher levels of this molecule have been associated with
obesity, insulin-resistance, hypertriglyceridemia, hyperglycemia, inflammation,
atherosclerotic plaques and myocardial infarction (45). In addition, LCN2 also seems
to exhibit anti-inflammatory function by modulating peroxisome proliferator-activator
receptor y (PPARYy), which in turn inhibits nuclear factor-kB (NF-kB) activity (46).
Studies have shown that patients with lupus nephritis secrete a large quantity of this
molecule in the urine and measures of urinary LCN2 correlates with disease activity.
LCN2 may play a protective role in renal damage in SLE through the induction or
prevention of apoptosis by an iron-transport dependent mechanism, however this
increased urinary secretion does not seem to affect plasma concentrations of LCN2
(47). Chesnaye et al., 2015 found lower levels of LCN-2 in diabetic patients. The

authors hypothesized that the ambivalent characteristic of LCN2 depends on the
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organ damage, where it may act as a protective cytokine and the decreased
concentrations may be due to specific mechanisms activated by the inflammatory
condition (48). Therefore, the inverse association verified between LCN2 and
SLEDAI in the present study allows suggesting the reduction of anti-inflammatory
mechanisms with the evolution of the disease.

MCP-1 levels have frequently been associated with increased disease
activity in SLE patients, with particular importance in nephritis and it has even been
suggested with a biomarker for this condition (39, 49, 50). The data of this current
report confirms those previous studies.

The current understanding of the role of IL-6 is ambivalent. IL-6 can be
viewed as a pro inflammatory cytokine, which induces C-reactive protein secretion,
but may also be regarded as an anti-inflammatory cytokine as it induces the
synthesis of IL-1 receptor antagonist and the release of soluble TNF receptor, leading
to reduced activity of proinflammatory cytokines (51). Altogether, the data of the
present study seems to suggest that in SLE, at least in the patients with higher
disease activity, the pro inflammatory role of IL-6 is prominent.

Some limitations must be considered in the present study. First, the cross-
sectional design does not allow causal inferences. Second, the relative small number
of patients with SLEDAI =10. However, this study has strengths since to our
knowledge no other study evaluated such number of CAMs and adipokines and their

interactions.

CONCLUSION

Overall, our results demonstrated that although MetS is not directly
associated with disease activity measured by SLEDAI, there is a different
inflammatory profile between SLE and MetS that indirectly interferes in the complex
inflammatory network of adipokines and CAMs that could favor the modification of
disease activity. In addition, the CAMs E-selectin and P-selectin were associated with
the presence of MetS in SLE patients, which reinforces the state of hypercoagulability
that is found in both MetS and SLE, favoring the development of atherosclerosis.
More studies are warranted to analyze the long-term effects of these different
inflammatory profiles on disease activity and cumulative damage arising from MetS in
SLE patients.
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Figure 1 - Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and Metabolic Syndrome (MetS):
involvement with adipokines and adhesion molecules
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ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; IL, interleukin; LCN2, lipocalin-2; MCP-1, monocyte
chemotactic protein-1; MetS, metabolic syndrome; NF-kB, nuclear factor kappa B; PAI-1, plasminogen
activator inhibitor 1; SAA, serum amyloid A protein; SLE, systemic lupus erythematosus; TLR4, tool-
like receptor 4; TNF-a, tumor necrosis factor alpha.

The presence of SLE and MetS, concomitantly, culminates in exacerbation of the inflammatory
process through the high activation of CAMs induced by deregulation of adipokines. In the
inflammatory context, caused by the intense activity of SLE or obesity (low-grade inflammation), there
is an increase in proinflammatory cytokines such as TNF-a and IL-6, recruiting macrophages to the
site of inflammation by induction of MCP-1. These factors generate lipolysis releasing, at high
concentrations, serum fatty acids that have the ability to bind to TLR-4 receptors by activating the NF-
kB pathway. The latter, consequently, will generate more inflammation and release of inflammatory
mediators, contributing to the "perpetuation” of this cycle. The lipolysis process also activates ICAM-1
and adipokines such as MCP-1 and IL-6, causing more inflammation and inducing the release of SAA
which, together with increased fatty acids, results in insulin resistance. This metabolic disorder leads
to the release of PAI-1 which, through extracellular proteolytic imbalance, generates sclerotic lesions
in glomerular capillaries, releasing MCP-1, LCN2, IL-6, IL-8 and TNF-a, corroborating for more
lipolysis and inflammation. PAI-1 can also be induced by hypertension itself, with disturbance in the
renin-angiotensin-aldosterone system. Another aggravating factor for these patients is that the
imbalance of leptin and adiponectin leads to increased inflammation and insulin resistance.
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Table 1 - Demographic, clinical, and laboratory characteristics of systemic lupus
erythematosus (SLE) in the presence or absence Metabolic Syndrome (MetS)

Absence of MetS Presence of MetS p
(n=62) (n=64)
Age (Years) 36.30 (1.59) 43.46 (1.72) 0.003
Gender (Female/Male) 58/4 62/2 0.436
Ethnicity (Caucasian/Non-Caucasian) 40/22 37127 0.852
Anti-dsDNA (Positive/negative) 33/29 36/28 0.733
SLEDAI 4.0 (0.48) 4.97 (0.62) 0.217
SLEDAI = 10 (Yes/No) 6/56 12/52 0.146
Nephritis (Yes/No) 23/28 30/24 0.284
C3 (uU/mL) 107.03 (3.69) 115.15 (3.54) 0.115
C4 (uU/mL) 21.06 (1.57) 20.92 (1.31) 0.945
Duration (years) 9.13 (0.96) 10.77 (1.05) 0.253
Predinisone (mg/day) 9.14 (1.21) 11.98 (1.31) 0.153
Antimalarials (Yes/No) 47/15 51/13 0.600
Mycophenolate (Yes/No) 14/48 18/46 0.475
Others Immunossupresives (Yes/No) 24/38 31/33 0.271
Antihypertensives (Yes/No) 15/24 41/13 <0.001
BMI (Kg/m?) 24.84 (0.70) 30.05 (0.76) <0.001
WC (cm) 84.99 (1.64) 99.10 (1.62) <0.001
SBP (mmHg) 115.01 (1.84) 127.01 (2.16) <0.001
DBP (mmHg) 74.65 (1.59) 83.27 (1.53) <0.001
Insulin (U/mL) 10.61 (0.91) 16.66 (1.04) <0.001
Fasting glucose (mg/dL) 80.64 (1.44) 91.86 (3.25) <0.001
HOMA-IR 1.88 (0.15) 3.34(0.23) <0.001
Triacylglycerol (mg/dL) 98.68 (7.03) 155.64 (10.75) <0.001
Total cholesterol (mg/dL) 180.16 (5.20) 177.63 (4.70) 0.719
HDL-cholesterol (mg/dL) 55.29 (2.06) 47.63 (1.60) 0.004
LDL-cholesterol (mg/dL) 104.79 (4.01) 97.41 (4.05) 0.198

t Student test. Results are shown as mean (xSEM). Anti-dsDNA, anti-double-stranded DNA
antibodies; SLEDAI, systemic lupus erythematosus disease activity index; BMI, body mass index; WC,
waist circumference; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; HOMA-IR,
homeostasis model of assessment insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density
lipoprotein.
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Table 2 - Adipocytokines in Systemic Lupus Erythematosus (SLE) patients in the

presence or absence of Metabolic Syndrome (MetS)

Absence of MetS Presence of MetS p
(n=62) (n=64)
IL-1 (pg/mL) 64.56 (4.66) 71.04 (4.89) 0.339
IL-6 (pg/mL) 63.49 (16.94) 60.06 (3.75) 0.176
IL-8 (pg/mL) 71.05 (11.30) 100.20 (13.17) 0.016
IL-10 (pg/mL) 2.84 (0.76) 7.06 (1.93) 0.008
TNF (pg/mL) 68.99 (3.79) 81.66 (5.87) 0.130
MCP-1 (pg/mL) 288.60 (26.95) 490.98 (78.73) 0.002
Leptin (ng/mL) 11411.22 (1354.41) 15967.30 (2193.83) 0.210
Adiponectin (pg/mL) 3.06 (0.31) 3.07 (0.33) 0.984
SSA (pg/mL) 30013.80 (6998.30) 34975.14 (9204.73) 0.565
HGF (pg/mL) 455.46 (34.50) 596.20 (40.42) 0.004
Lipocalin 2 (pg/mL) 69703.00 (11382.15) 69157.75 (10765.84) 0.806
Resistin (pg/mL) 42258.43 (6186.76) 43904.81 (5329.55) 0.406

t Student test. Results are shown as mean (+SEM). IL, Interleukin; TNF, tumor necrosis factor; MCP-1,
Monocyte chemoattractant protein-1; SAA, serum amyloid A; HGF, hepatocyte growth factor.
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Figure 2 — Adhesion molecules and PAI-1 in Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
in presence or absence of Metabolic Syndrome (MetS)
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t Student test. Results are shown as mean (xSEM). ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; PAI-1,
plasminogen activator inhibitor type-1; PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule-1;
VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1. *p<0.05.
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Table 3 - Adipocytokines and cell adhesion molecules in SLE patients, considering
the presence of Metabolic Syndrome

Parameters Model 1 Model 2 Model 3
E-selectin (pg/mL) p=0.011 p=0.012 p=0.020
P9 0.075 (0.010-0.554) 0.051 (0.005-0.514) 0.047 (0.004-0.617)
e p=0.104 p=0.149 p=0.049
P-selectin (pg/mL) 8.371(0.644-108.8)  7.279 (0.490-108.06)  33.508 (1.000-1129.5)
p=0.621 p=0.567 p=0.939
PECAM (pg/mL) 2.021(0.124-32.83)  2.313 (0.131-40.773) 1.148 (0.033-39.941)
) p=0.180 p=0.138 p=0.121
PAI-1 (pg/mL) 0.460 (0.148-1.432) 0.395 (0.116-1.348) 0.339 (0.086-1.333)
] p=0.518 p=0.624 p=0.810
MCP-1 (pg/mL) 0.638 (0.164-2.488)  0.690 (0.156-3.046) 0.793 (0.120-5.237)
IL-8 (pg/mL) p=0.995 p=0.867 p=0.997
P9 0.994 (0.181-5.463) 0.861 (0.149-4.969) 0.995 (0.105-9.460)
) p=0.060 p=0.043 p=0.059
IL-10 (pg/mL) 0.644 (0.408-1.218)  0.618 (0.388-0.985) 0.570 (0.318-1.023)
p=0.910 p=0.663 p=0.869

HGF (pg/mL)

1.214 (0.042-35.21)

2.224 (0.061-80.907)

1.439 (0.019-108.7)

Model 1: Age

Model 2: Model 1 + Sex + Ethnicity
Model 3: Model 2 + Immunosuppressive Drug Treatment

t Student test. Results are shown as mean (xSEM). PECAM, platelet endothelial cell adhesion
molecule, PAI-1, plasminogen activator inhibitor type-1; MCP-1, Monocyte chemoattractant protein-1;
IL, Interleukin; SAA, serum amyloid A; HGF, hepatocyte growth factor.
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Table 4 — Demographic, clinical and biological characteristics in Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) patients considering SLEDAI score

SLEDAI < 10 SLEDAI = 10

Parameters (n=108) (n=18) P

Age (Years) 39.8 (1.3) 40.6 (3.6) 0.814
Gender (Female/Male) 102/6 18/0 0.306
Ethnicity (Caucasian/Not-Caucasian) 68/40 9/9 0.296
SLEDAI 3.06 (0.24) 13.11 (0.80) <0.001
Anti-dsDNA (Positive/negative) 55/53 14/4 0.034
C3 (nU/mL) 113.99 (2.55) 94.09 (8.63) 0.006
C4 (uU/mL) 21.68 (1.10) 16.83 (2.46) 0.095
BMI (Kg/m?) 27.32 (0.60) 28.99 (1.73) 0.373
MetS (Yes/No) 52/56 12/6 0.146
Predinisone (mg/day) 9.74 (0.90) 16.03 (4.27) 0.167
Antimalarials (Yes/No) 79/27 16/2 0.238
Mycophenolate (Yes/No) 26/80 6/12 0.429
Other Immunossupresives (Yes/No) 50/56 5/12 0.198

t Student test. Results are shown as mean (+SEM). SLEDAI, systemic lupus erythematosus disease
activity index; Anti-dsDNA, anti-double-stranded DNA antibodies; BMI, body mass index; MetS,
Metabolic Syndrome.
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Table 5 - Cytokines, adipocytokines, and cell adhesion molecules in SLE patients,

according to SLEDAI (<or = 10)

Parameter SLEDAI <10 SLEDAI 210 p
(n=108) (n=18)

Adiponectin (pg/mL) 2.984 (0.225) 3.632 (0.899) 0.994
Leptin (ng/mL) 13895 (1483) 12420 (25069) 0.731
Resistin (pg/mL) 41701 (4125) 49273 (12924) 0.600
E-selectin (pg/mL) 197415 (10952) 197922 (25708) 0.968
P-selectin (pg/mL) 167013 (7372) 153659 (15127) 0.623
ICAM (pg/mL) 993774 (166559) 303659 (122675) 0.031
VCAM (pg/mL) 952650 (40740) 996456 (80901) 0.497
PECAM (pg/mL) 39800 (1044) 40830 (3005) 0.785
PAI-1 (pg/mL) 122175 (10732) 105141 (22798) 0.545
IL-1 (pg/mL) 68.88 (3.81) 62.39 (7.20) 0.561
IL-10 (pg/mL) 5.25 (1.21) 3.31(1.72) 0.189
IL-6 (pg/mL) 52.38 (2.65) 104.99 (47.32) 0.076
IL-8 (pg/mL) 82.46 (9.05) 98.04 (26.36) 0.640
MCP-1 (pg/mL) 322.52 (22.49) 682.87 (197.73) 0.004
SSA (pg/mL) 30972 (5740) 39096 (18518) 0.221
HGF (pg/mL) 514,70 (28.32) 566.67 (83.71) 0.630
Lipocalin 2 (pg/mL) 74707 (8765) 45347 (15789) 0.019
TNF (pg/mL) 76.04 (4.02) 71.15 (6.87) 0.585

t Student test. Results are shown as mean (+SEM). ICAM, intercellular adhesion molecule; VCAM,
vascular cell adhesion molecule; PECAM, platelet endothelial cell adhesion molecule, PAI-1,
plasminogen activator inhibitor type-1; IL, Interleukin; MCP-1, Monocyte chemoattractant protein-1;

SAA, serum amyloid A; HGF, hepatocyte growth factor; TNF, tumor necrosis factor.
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Table 6 — Adipocytokines and cell adhesion molecules in SLE patients, considering
SLEDAI

Parameters Model 1 Model 2 Model 3
p=0.094 p=0.052 p=0.055
ICAM (pg/mL) 0.491 (0.214-1.128) 0.401 (0.160-1.009) 0.203 (0.040-1.033)
L6 (pg/mD) p=0.025 p=0.028 p=0.024
Pg 8.058 (1.305-49.746)  8.574 (L.255.58.554)  13.723 (1.407-133.857)
] p=0.039 p=0.024 p=0.027
MCP-1(pg/ML) 7 105 (1.106-45.660)  10.309 (1.355-78.411)  23.508 (1.432-385.831)
Lipocalin 2 p=0.005 p=0.004 p=0.009
(pg/mL) 0.037 (0.004-0.361) 0.024 (0.002-0.303) 0.013 (0.000-0.332)

Model 1: Age

Model 2: Model 1 + Sex + Ethnicity

Model 3: Model 2 + Immunosuppressive Drug Treatment

t Student test. Results are shown as mean (xSEM). ICAM, intercellular adhesion molecule; IL,
Interleukin; MCP-1, Monocyte chemoattractant protein-1.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que:
- E-selectina e P-selectina mostraram-se relacionadas com a presenca de
SM independente de idade, género, etnia e terapia farmacolégica;
- Pacientes com SM exibiram niveis elevados de IL-8, IL-10, MCP-1 e
HGF gquando comparados aqueles sem a sindrome. As demais adipocinas
mensuradas nao diferiram entre 0s grupos;
- IL-10 foi associada com a presenca de SM independente de idade,
género e etnia;
- Ao considerar a divisdo entre SLEDAI <10 ou 210 ndo observou-se
diferenca estatistica entre os grupos para idade, género, etnia, IMC,
presenca de SM e uso de medicamento;
- Individuos com SLEDAI =10 exibiram maiores titulos de anticorpo anti-
dsDNA e MCP-1 e menores niveis de C3, ICAM-1 e LCN2. As demais
moléculas de adesdo e adipocinas ndo diferiram segundo a divisdo do
SLEDAI;
- IL-6, MCP-1 e LCN2 foram associados com SLEDAI independente de
idade, género, etnia e terapia farmacoldgica.
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APENDICE A — Principais adipocinas: células secretoras e funcdes

ADIPOCINAS

CELULAS SECRETORAS

PRINCIPAIS FUNCOES

Adiponectina

Adipécitos

Inibe: LT, LB, IFN-y, NF-kB, ERRO
Induz: IL-10, IL-1RA, eNOS

Fontes: BAMBACE et al., 2011; BARBOSA; FRANCESCANTONIO; SILVA, 2015; CHUNG et al., 2009;
COSTA et al., 2015; GARCIA-GONZALEZ et al., 2002; GOMEZ et al., 2011; GUSTAFSON, 2010;
HATTORI et al., 2003; HUI et al., 2012; OUEDRAOGO et al., 2006; REYNOLDS et al., 2010; ROVIN et
al., 2005a; SADA et al., 2006; SIMAO et al., 2012; WOLF et al., 2004; YAMAUCHI et al., 2001

Leptina

Adipdcitos

Inibe: armazenamento de AG nos adipdcitos
Induz: lipdlise, sensibilidade a insulina,
proliferacéo e ativacao de LT e células
endoteliais, endotelina-1, NO, TNF-a, MCP-1,

agregacdo plaquetaria

Fontes: ANTUNA-PUENTE et al., 2008; BARBOSA; FRANCESCANTONIO; SILVA, 2015; CHUNG et
al., 2009; CONSIDINE et al., 1996; COOKE; OKA, 2002; COSTA et al., 2015; GARCIA-GONZALEZ et
al., 2002; GOMEZ et al., 2011; GUPTA et al., 2012; LOFFREDA et al., 1998; OTERO et al., 2005;
SADA et al., 2006; SANTOS et al., 2016; ZARRATI et al., 2016;

Resistina

Adipécitos e macrofagos do
tecido adiposo

Inibe: AMPK

Induz: IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-8, MCP-1,
endotelina-1, VCAM-1, fosforilacdo de
receptores de insulina

Fontes: CALABRO

et al., 2004; SINGH et al., 2012; STEPPAN et al., 2001; VERMA et al., 2003,

MCP-1

Adipdcitos, leucdcitos e células

epiteliais

Inibe: captacédo de glicose, crescimento e
diferenciagéo de adipdcitos

Induz: recrutamento de mondcitos

Fontes: CANCELLO et al., 2005; DESHMANE et al., 2009; HAN et al., 2016; KEUPER et al., 2011,
PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006; ROVIN et al., 2005b; TAKAHASHI et al., 2009; WEISBERG et al.,

2003,

HGF

Adipdcitos e hepatdcitos

Inibe: apoptose e inflamacéo
Induz: angiogénese, mitogénese, proliferacado
de células epiteliais e adipécitos

Fontes: BELL et al.

2010;

, 2006; GOMEZ et al., 2011; HIRATSUKA et al., 2005; NAKAMURA; MIZUNO,

LCN2

Adipécitos, macrofagos e
neutroéfilos

Induz: apoptose

Fontes: OUCHI et al., 2011; PITASHNY et al., 2007

IL-18

Tecido adiposo visceral e
macréfagos

Induz: LT, macréfagos, células endoteliais

Fontes: ABBAS; LI

GORDON, 2009; ZARRATI et al., 2016

CHTMAN; PILLAI, 2015a; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ; HELMING;

IL-6

Adipdcitos e células presentes
do tecido adiposo

Inibe: sensibilidade & insulina
Induz: secrecao de TG pelo figado

(hipertrigliceridemia), lipdlise, PCR, LB

Fontes: HAN et al., 2016; KEUPER et al., 2011; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ; HELMING;
GORDON, 2009; MATTHEWS et al., 2010; PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006; SANTOS et al., 2016;
SENN et al., 2003; SIMAO et al. 2012; WALLENIUS et al., 2002; WEISBERG et al., 2003; ZARRATI et

al., 2016;

IL-8

Tecido adiposo visceral,
macréfagos e LT

Induz: quimiotaxia, adeséo e migracdo de
leucdcitos

Fontes: MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ; HELM

2008; ROVIN et al.,

2005b

ING; GORDON, 2009; RAMALHO; GUIMARAES,

IL-10

Adipécitos, LT CD8+ e LB

Inibe: IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a, macréfagos
Induz: LB

Fontes: CANCELLO et al., 2005;

TNF-a

Adipdcitos e células presentes
do tecido adiposo

Induz: E-selectina, P-selectina, IL-6, IL-8, +
TNF-a, VCAM-1, ICAM-1, MCP-1

Fontes: HAN et al., 2016; HOTAMISLIGIL, 2006; KEUPER et al., 2011; MANTOVANI et al., 2004;
MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006; WEISBERG et al.,
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2003;

SAA Hepat6citos !II:]NdISZG Ligacdo de HDL a macréfagos, IL-6 e

Fontes: ANTUNA-PUENTE et al., 2008; BIJL et al., 2004; HAN et al., 2016; JOHNSON et al., 2004;
LEINONEN et al., 2003;

Adipdcitos, plaquetas,
PAI-1 glomérulos, células epiteliais e
musculares lisas

Inibe: Fibrindlise
Induz: Acimulo de gordura visceral

Fontes: D’ELIA et al., 2016; FRANCO, 2001; HA; OH; LEE, 2009; KEETON et al., 1993; LIANG et al.,
2006; MORANGE et al., 1999; SKURK et al., 2007.

Fonte: proprios autores (2017).

AG, acidos graxos; AMPK, proteina quinase ativada por AMP; eNOS, 6xido nitrico sintase endotelial;
ERO, espécie reativa de oxigénio; HDL, Lipoproteina de alta densidade; HGF, Fator de Crescimento
de Hepatdcitos; IFN-y, Interferon gama; IL, interleucina; IL-1RA, antagonista do receptor da
interleucina-1; LCN2, Lipocalina-2; LB, Linfécitos B; LT, Linfécitos T; MCP-1, Proteina Quimiotatica de
Mondcitos-1; NF-kB, fator nuclear kappa B; NO, oOxido nitrico; PAI-1, Inibidor 1 do ativador do
plasminogénio; SAA, Proteina amiloide A sérica; TNF-a, Fator de necrose tumoral alfa; VCAM-1,
molécula 1 de adeséo de célula vascular.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:
“Associacao entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lupus
Eritematoso Sistémico em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “Associagao entre
polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico
em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana” realizada no “Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL), Londrina, Parana”. O
objetivo da pesquisa é “Correlacionar o envolvimento das moléculas de adeséo e
das adipocinas em pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico (LES), na presenca
de Sindrome Metabdlica (SM) e na atividade da doencga”. A sua participagdo € muito
importante e ela se daria da seguinte forma: no momento da entrada no projeto de
pesquisa, sera realizada uma avaliacdo clinica e coleta de 20mL de sangue
periférico para realizacdo de exames laboratoriais relacionados ao LES e a SM, e
uma entrevista para vocé fornecer informacdes sobre estilos de vida como dieta e
exercicios fisicos. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo € totalmente
voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar ou mesmo desistir a qualquer
momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa.
Informamos, ainda que as informacoes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade.

As amostras de sangue coletadas serdo identificadas por cédigos com ndamero
garantindo o absoluto sigilo e confidencialidade dos resultados. Apds sua utilizacao,
as amostras serdo armazenadas em freezer sob a responsabilidade do pesquisador
responsavel para outros estudos genéticos relacionados ao LES.

A participagdo no projeto ndo apresenta riscos ao (a) senhor (a) e a populagéo
poderd ser beneficiada com os resultados obtidos, caso a equipe de pesquisa
determine fatores genéticos que possam estimar a chance de um individuo

desenvolver a doenca ou a chance de um individuo previamente com a doenca em
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desenvolver quadros clinicos mais graves como a Nefrite Lupica.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participagcdo na pesquisa.

Caso vocé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos
contatar: Professora Dra. Andrea Name Colado Simé&o, no Setor de Imunologia
Clinica do Laboratorio de Analises Clinicas do HU/UEL, fone 43-3371-2321, e-
mail: deianame@yahoo.com.br, ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida
Robert Kock, n°® 60, ou no telefone 43-33712490.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,

devidamente preenchida e assinada entregue a vOCeé.

Londrina, de de 2016.

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Andrea Name Colado Siméo
RG: 6226736-4

, tendo sido devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da

pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o

campo para assinatura do menor e do responsavel.
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NOME: PRONTUARIO:
DATA NASC: CAUCASIANO ( )

NAO CAUCAS ()
END: TEL:

MEDICAMENTOS

PREDNISONA:
HIDROXICLOROQUINA/CLOROQUINA:
METOTREXATE:

AZATIOPRINA:

MICOFENOLATO MOFETIL:

OUTROS IMUNOSSUPRESSORES:
OUTROS:

OUTRAS DOENCAS:

HAS SIM () NAO ()
DIABETES SIM ( ) NAO ()
AVC/IAM SIM ( ) NAO ()
OUTROS:

NL
SIM () NAO ()
OBS:

TEMPO DE DOENCA:

ESCORE SLEDAI:

TABAGISMO: SIM ( ) NAO ()

ATIVIDADE FISICA: SIM ( ) NAO ()

PESO ALTURA IMC

CIRC.

PRESSAO

ABDOMINAL ARTERIAL
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da
Universidade Estadual de Londrina

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA - UEL/ HOSPITAL W -
REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacdo entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lupus Eritematoso
Sistémico em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana

Pesquisador: Andréa Name Colado Simao

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 01865212.0.0000.5231

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Londrina - UEL
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 210.328
Data da Relatoria: 19/12/2012

Apresentacao do Projeto:

Estudos com familias e gémeos sugerem que os fatores genéticos desempenham um papel significativo na
predisposi¢do ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Assim, a hipétese levantada neste projeto é de que
individuos que apresentam polimorfismo genético nos genes que codificam a Proteina C Reativa, o HLA e o
TNF apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento de LES e apresentam maior estresse oxidativo.
Para isso, o sangue dos individuos selecionados sera colhido para realizagdo de investigacdo génica e
dosagem de Proteina C Reativa e TNF.

Objetivo da Pesquisa:

Este projeto objetiva determinar a associagdo de polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao LES e ao
aumento do estresse oxidativo em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas (AHC) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O projeto ndo apresenta riscos ao paciente e a populagdo podera ser beneficiada com os resultados
obtidos, caso a equipe de pesquisa determine fatores genéticos que possam estimar a chance de um
individuo desenvolver a doenga ou a chance de um individuo previamente com a

Enderego: AVENIDA ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA CEP: 86.038-440

UF: PR Municipio: LONDRINA
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doenca em desenvolver quadros clinicos mais graves como a nefrite lupica. Além disso, os resultados
obtidos neste estudo poderdo, também, indicar uma possivel relevancia da inclusdo na rotina laboratorial de
testes de genotipagem dos

genes indicados para individuos atendidos no AHC e no Hospital Universitario da UEL. Individuos que
apresentarem um genoétipo ou um conjunto de haplétipos associado ao LES poderao ser beneficiados com
estratégias terapéuticas diferentes ou serem submetidos a um monitoramento clinico e laboratorial em
intervalos menores de tempo, ou ambos procedimentos, o que podera contribuir para uma melhor avaliagéo
e monitorizagdo clinica

destes individuos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O Projeto esta bem estruturado e é relevante para o avanco das investigacdes sobre LES.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todas as pendéncias foram respondidas adequadamente.
Recomendagoes:

Encaminhar relatério ao final do estudo.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoées:
Nao ha.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezada Pesquisadora,

Favor retirar seu parecer de aprovagad junto ao CEP/UEL.
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(Coordenador)
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ANEXO B — Escore SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

A descricao deve estar presente na visita ou nos ultimos 10 dias.

SLE Daily Activity Index: Data Collection Sheet

SLEDAI
Score Descriptor Definition
8
Seizures Racent onset. Exclude metabolic. infectious or drug causes.

8 ‘Psychosis Altered ability to function in normal activity due to severe disturbance in the
perception of reality. Include hallucinations, incoherence, marked loose
assaciations, impoverished thought content, marked illogical thinking, bizarre,
disorganized or catatonic behavior. Exclude uremia and drug causas.

8 Qrganic brain syndrome Alterad mental function with impaired orientation, memory, or other inteliectual
function, with rapid onset and fluctuating clinical features. Include clouding of
consciousness with reduced capacity 1o focus, and inability to sustain attention
te envirenment, plus at least 2 of the following: perceptual disturbance,
incoherant speech, insemnia or daytime drowsiness or increased or decreased
psychomotor activity. Exclude metabolic, infection or drug causes.

B Visual disturbance Ratinal changes of SLE. Include cytoid badies, retinal hemorrhages, serous
exudate or hemorrhages in the choroid or optic neuritis, Exclude hypertension,
infection or drug causes.

8 Cranial nerve disordar New onset of sensory or metor neuropathy involving cranial nerves.

8 Lupus headache Severe, persisient headache: may be migrainous, but must be nonresponsive 1o
narcefic analgesia.

8 CVA New anset of cerabrovascular accident(s). Exclude arteriosclerosis.

8 Vasculitis Ulceration, gangrene, tender finger nodules, periungual infraction, splinter
hemarrhages, of bicpsy or angiogram proof of vasculitis. _L

4 Arthritis Mare than 2 joints with pain and signs of inflammation {i.e., tendemess, swelling
or effusion).

4 Myositis Proximal muscle aching/weakness, associated with elevated creatine
phosphokinase/aldolase or electromyogram changes or a biopsy showing
myosilis.

4 Urinary casts Hame-granular or red blood cell casts.

4 Hematuria =5 rad blood cells high power field. Exclude stone, iniection or other cause.

4 Proteinuria >0.5 gm/24 hours. New onset ar recant increase of more than 0.5 grmi24 hours.

4 Pyuria =5 white bload cells/high power held. Exclude infection.

2 New rash New onset ar recurrence of inflammatory type rash.

2 Alopecia New onset or recurrence of abnormal. patchy or diffuse loss of hair.

2 Mucosal ulcers New onset or recurrence of oral or nasal ulcerations.

2 Pleurisy Pleuritic chast pain with pleural rub or effusion, or pleural thickening.

2 Pericarditis Pearicardial pain with at least 1 of the following: rub, effusion or electrocardiogram
ar achacardiogram cenfirmation,

2 Low complement Decrease in CH50, C3 or C4 below tha lower limit of normal for testing laberatory.

2 Increased DNA binding =25% binding by Farr assay or above normal range for testing laboratory.

1 Fever =38°C. Exclude infecticus cause.

1 Thrombocytopenia <100.000 plateletsimm®,

1 Leukopenia <3,000 white bioad cellsimm®. Exclude drug causes.

TOTAL SLEDAI SCORE:

Reprnted, with parmession, from Bombardier C{72)
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Instructions for Authors

TYPES OF PAPERS

Original Research articles: word limet 4000 words, 45 references, no more than &
figuresiables; abstracts must be structured as specified below.
Please note:
It is mandatory that abstracts for Original Research articles adopt the below structure
(150-250 words):
+ Introduchon / objectives — specify the context of the problem (optional), the research aim,
question or purpose, and the tested hypothesis.
« Method — specify the design of the study, selection criteria of patients, main cutcome variable
and statistical approach used to test the primary hypothesis,
+ Results - summarise the main results, present the results that support the hypothes:s stated
Introduction providing results in numbers, not just p-values or interpretations, and other relevant
results (optional).
« Conclusions — summarise what the findings might imply, and the implications and
recommendations for future research; conclusions should be coherent with the objectives and
the results presented in the abstract

¥ Review articles: word limit 5000 words, 50 references, no more than 5 figures



- Brief Report: word Emit 2000 words, 25 references, no more than 4 figures

+ Case Based Review: a case report of extreme clinical interest incorporating a mini
review in an area of new knowledge. Word limit 3500 words, 50 references, no more
than 5 figures.

I Letters to editor: up to 800 words

# Editorial: up to 1500 words

Please note:

Case Reports are no longer accepted and instead authors are invited to submit a
Case Based Review.

Translated questionnaires can only be included in Clinical Rheumatology articles if
permission to use the questionnaire has been granted by the copyright holder,

MANUSCRIPT SUSMISSION

M: it Subemissi
Submission of 2 manuscript implies: that the work described has not been published before: that
it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or exphaitly
~ at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally
responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and
online format and to include evidence that such permission has been granted when submitting
their papers. Any material recelved without such evidence will be assumed to criginate from the
authors,

Online Submission

Please foliow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuseript files
following the instructions given on the screen,

TITLE PAGE

Title Page

The tie page should include:

¥ The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiiation(s) and address(es) of the author{s)

The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author
If available, the 18-digit ORCID of the author(s)

W

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined
abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 8 keywords which can be used for indexing purposes.

Specific Remark for Original Research articles

It is mandatory that abstracts for Original Research articles adopt the below structure:
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Introduction / objectives — specify the confext of the problem (optional), the research
aim, question or purpose. and the tested hypothesis.

Method — specify the design of the study, selection critena of patients, main cutcome
variable and statistical approach used to test the primary hypothesis,

Results - summarise the main results, present the results that supgort the
hypothesis stated in Introduction providing results in numbers, not just p-values or
interpretations, and other relevant results (optional).

Conclusions — summarise what the findings might imply. and the implications and
recommendations for future research; conclusions should be coherent with the
objectives and the results presented in the abstract,

TEXT

Text Formatting
Manuscripts should be submited in Word,

& The text of a research paper should be divided into Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, Confiict of interest, and
References.

Matenals and Methods must include statement of Human and Animal Rights.
Use a normal, piain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

© Use the automatc page numbering function to number the pages,

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, fo make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format {older Word
versions),

[ L LT U R S TR

»

Manuscripts with mathematical content can also be submitied in LaTeX.
LaTeX macro package (zip. 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviati
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Foomotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference fist. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibllographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables,

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for signficance values and other statisbeal data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments and Funding Information

Acknowledgments of people. grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the
title page. The names of funding organizations should be written in full. In addition, please
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provide the funding information in a separate step of the submission process in the peer review
system. Funder names should preferably be selected from the standardized list you will see
during submission. If the funding institution you need is not listed, it can be entered as free text.
Funding mformation will be published as searchabie metadata for the accepted article, whereas
acknowledgements are published within the paper.

SCIENTFIC STYLE

Please always use internationally accepted signs and symbols for units (S1 units).
Generic names of drugs and pesticides are preferred: if trade names are used, the
genenc name should be given at first mention.

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some
examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Sefigman [5).

3. This effect has been widely studied [1-2, 7).

Reference list

The fist of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should
only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference
kist,

The entries in the list should be numbered consecutively.

¥ Journal article
Gamelin FX, Baquet G, Berthon S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate vanabdity in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:721-738. doi: 10.1007/s00421-003-
08558

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of et al” in long
author lists will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1980) Future of health insurance. N Engl J
Med 985:325-329
# Article by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi-10.1007/5001090000088
Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter
Brown B, Aaron M (2001} The politics of nature. In: Smith J (ed) The nse of modem
genomics, 3rd edn. Wiley. New York, pp 230-257
# Oniine document
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
hitp://physicsweb.org/articles/inews/11/8/16/1. Accessed 26 June 2007
Dissertation
Trent JW (1875) Expenmental acute renal failure. Dissertation, University of
Caldfornia

Always use the standard abbreviation of a journal's name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see
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If you are unsure, please use the full jounal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-
text citations and reference list.

EndNote style (zip. 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is included
in Springer’s LaTeX macro package.

TABLES

¥ All tables are to be numbered using Arabic numerals.
# Tables should always be cited in text in consecutive numerical order,

For each table, please supply a table caption (titie) explaining the components of the
table,

Identify any previously published matenial by giving the onginal source in the form of
a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscnpt lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath the
table body.

ARTWORK AND LLUSTRATIONS GUIDELINES

“°*

- o I
+ Supply all figures electronically,

= Indicate what graphics program was used to create the artwork,

* For vector graphics, the preferred format is EPS: for halfiones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

& Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
I Name your figure files with "Fig® and the figure number, e.g.. Figl.eps.

Line Ant
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* Definition: Black and white graphic with no shading

Do not use fant lines and/or lettenng and check that all ines and lettenng wathin the

figures are legible at final size

All Ines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide

= Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files
Halftone Ant

Definition: Photographs, drawings, or painfings with fine shading
ete.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by
using scale bars within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 200 dpi.

Combination Art

98



Group | * menie  EEEEE TR 100
B —————————— 0 1 | | | —
B S Tl c—— 0 ) § | o—

¢ maysess () 01
" mansa IIINIIR ik (1]
! mGhs IIIIINE o 1203

Group Il * moe IR 06
L ee— ]

Group il neves  EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREIID 871
' oo T 50

! mane EITNIIR &S
~ mOWTL TIIIINR T 922
T — 888401 m—
- mONTd b 00001 m—
- SITIIIE T 908
' manga | EITENIE m o
! moxed [ IITINNN . %08
? mGge | | 501

Definition: a combination of halftone and fine art. e.g., halftones containing ine
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 800 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
Information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is 1o make a
xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are
still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Coler illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel)

Figure Lettering

o

To add lettering. it is best to use Helvetica or Anal (sans serif fonts).

= Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about
2-3 mm (8-12 pt).

* Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g.. do not use 8-pt

type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, oufline letters, etc.

& Do not include tiles or captions within your illustrations.

"w

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numencal order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,
"Al, A2, A3, etc.” Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.

Figure Captions
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Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts, Include the captions in the text file of the manuseript. not in the figure file.
¥ Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

¥ Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, cirdes,
efc., as coordinate points in graphs.

Identify previously pubfished material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submited separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures shoukd be 38 mm, 84 mm, 128 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm,

For books and book-sized joumnals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide
and not higher than 198 mm.

P

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission
from the copynght owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some
publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any
costs that may have cccurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abdties and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that

All figures have descrptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast rafio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an articie or a book chapter. This feature
can add dmension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should read
the journal’'s Research data policy. We encourage research data to be archived in data

Submission

Supply all supplementary maternial in standard file formats.

Please include in each file the following information: article tile, journal name, author
names; affiiation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may expenence other
problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
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Aspect ratio: 168 or4:3

Maximum file sze: 25 GB

Mmnimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv. mp4, mov, m2p, mp2, mpg. mpeg, fiv, mxf, mts,
mév, 3gp

Text and Presentations
Submit your matenal in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term

viability.
A collection of figures may also be combined in a POF file.

Spreadsheets
Spreadsheets should be submitted as .csv or .xisx files (MS Excel).
Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and tex can also be supplied.
Collecting Multiple Files
It is possible to collect multiple files in a zip or .gz file.
Numbering

If supplying any supplementary matenal, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer fo the supplementary files as "Onfine Resource™, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", *._. additional data are given in Online Resource 4°.
Name the files consecutively, e.g. "ESM_3.mpg”, "ESM_4.pdf".

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption deseribing the
content of the file.

Processing of supplementary files
Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing. or reformatting.

A il

In order to give people of all abdties and disabiities access to the content of your

supplementary files, please make sure that
The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so
that users prone to sezures caused by such effects are not put at nsk)

INTEGRITY OF RESEARCH AND REPORTING

Ethical standards
Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all human and
animal studies have been approved by the appropriate ethics committee and have therefore

been performed in accordance with the ethical standards laid down in the 1984 Declaration of
Helsinki and its later amendments.



It should also be stated clearly i the text that all persons gave their informed consent prior to
their inclusion in the study. Details that might disciose the identity of the subjects under study
should be omitted.

These statements should be added in a separate secbon before the reference list. If these
statements are not apphicable, authors should state: The manuscript does not contain clinical
studses or patent data.

The editors reserve the right fo reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned
requirements. The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the
above-mentioned requirements

Confiict of interest

Authors must indicate whether or not they have a financial refationship with the organzation that
sponsored the research. They should also state that they have full control of all primary data
and that they agree to allow the journal to review their data if requested.

Therefore the manuscript must be accompanied by the "Conflict of Interest Disclosure Form®. To
downioad this form, please follow the hyperiink on the right.

ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you need
to ensure the Englesh language is of sufficient quality to be understood. If you need help with
writing in English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker 1o review your manuscript for

clarity.

Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when

writing n English.

Using a professional language editing service where editors will mprove the English

fo ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review.

Two such services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publcation in this
journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review or

accepted.
If your manuscript s accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal style
before publication.
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ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This jounal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to
deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:
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- The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultanecus
idecati

= The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new

work concems an expansion of previous work (please provide transparency on the

re-use of material to avoid the hint of text-recycing (“self-plagiarism™)),

A single study is not split up into several parts fo increase the quantity of

submissions and submitted to various journals or to one joumnal over time (e.g.
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