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SANTOS, Lorena Flor da Rosa Franchi. Avaliacdo de moléculas de adesdo celular como
preditores do diagndstico e atividade da doenga em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico. 2016. 89f. Dissertagdo de Mestrado (Programa de Pods-graduagdo em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2016.

RESUMO

Lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune sistémica caracterizada pela
produgdo de autoanticorpos e inflamagdo cronica. Alguns estudos mostraram que moléculas
de adesdo estdo aumentadas e podem estar correlacionadas com a atividade da doenca e as
manifestagdes clinicas em pacientes com LES. O objetivo do presente estudo foi avaliar
alteracdes em moléculas de adesdo no lupus eritematoso sist€émico (LES) e avaliar se cortisol,
titulos de anticorpos antinucleares (ANA) e sindrome metabolica (SM) estdo associados com
moléculas de adesdo no LES. 48 individuos saudaveis e 171 pacientes com LES foram
selecionados. A atividade da doenca foi determinada pelo escore SLEDAI (indice de
atividade da doenca LES). Foram avaliados os niveis de moléculas de adesdo e cortisol.
Molécula de adesdo celular endotelial plaquetaria (PECAM-1), molécula de adesdo celular
vascular (VCAM-1), E-selectina, P-selectina, e o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1
(PAI-1) foram significativamente maiores em pacientes com LES (p<0.001). Estas diferencas
significativas ndo foram influenciadas pelo tratamento medicamentoso. Micofenolato
diminuiu significativamente a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) (p=0.045) e
aumentou os niveis de E-selectina (p=0.012). A andlise de regressdo logistica bindria mostrou
que PECAM-1 e PAI-1 previram LES com sensibilidade de 86.5% e especificidade de 81.3%.
ANA foi significativamente e positivamente associado com PECAM-1 (p=0.001), VCAM-1
(p=0.001), E-selectina (p=0.003), ¢ o PAI-1 (p=0.024), enquanto que cortisol foi associado
negativamente com PECAM-1 (p=0.017) e ICAM-1 (p=0.045). Houve associacdo
significativa entre SM e E-selectina (p<<0.001), e o PAI-1 (p=0.027). 18.2% da variagdo no
escore SLEDALI foi explicada por aumento nos niveis de PECAM e titulos de DNA e presenca
de SM. Nossos dados confirmam que as moléculas de adesdo desempenham papel na
fisiopatologia do LES e mostram que o aumento dos niveis de moléculas de adesdo,
especialmente PECAM-1, pode ser utilizado como critério de validagdo externa para o
diagnoéstico de LES. SM, ANA e cortisol modulam as concentragdes de moléculas de adesao,
mas ndo explicam seus niveis aumentados no LES. Aumento dos niveis de moléculas de
adesdo pode ser considerado novo alvo terapéutico no LES.

Palavras-chave: Lupus eritematoso sistémico. Moléculas de adesdo. indice de massa
corporal. Sindrome metabdlica. Cortisol. Ana. Biomarcadores.
Modelos preditores.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease characterized by the
production of autoantibodies and chronic inflammation. Some studies have shown that the
adhesion molecules are increased and may correlate with disease activity and clinical
manifestations in patients with SLE. The aim of the present study was to assess disorders in
adhesion molecules in systemic lupus erythematosus (SLE) and to assess whether cortisol,
nuclear autoantibody (ANA) titers and the metabolic syndrome (MetS) are associated with
adhesion molecules in SLE. 48 healthy individuals and 171 SLE patients were enrolled.
Disease activity was determined by SLEDAI (SLE Disease Activity Index) score. Adhesion
molecules and cortisol levels were evaluated. Platelet endothelial cell adhesion molecule 1
(PECAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), E-selectin, P-selectin, and
plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1) were significantly higher in SLE patients
(p<0.001). These significant differences were not influenced by drug treatment.
Mycophenolate treatment significantly decreased intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)
(p=0.045) and increased E-selectin (p=0.012) levels. Binary logistic regression analysis
showed that PECAM-1 and PAI-1 predicted SLE with a sensitivity of 86.5% and a specificity
of 81.3%. ANA was significantly and positively associated with PECAM-1 (p=0.001),
VCAM-1 (p=0.001), E-selectina (p=0.003), and PAI-1 (p=0.024), whereas cortisol was
negatively associated with PECAM-1 (p=0.017) and ICAM-1 (p=0.045). There were
significant associations between MetS and E-selectin (p<0.001), and PAI-1 (p=0.027). 18.2%
of the variance in SLEDAI score was explained by increased PECAM-1 values and DNA
titers and the MetS. Our data confirm that adhesion molecules play a role in the
pathophysiology of SLE and show that increased adhesion molecule levels, especially
PECAM-1, can be used as an external validating criterion for the diagnosis SLE. MetS, ANA,
and cortisol modulate the adhesion molecule concentrations but do not explain their increased

levels in SLE. Increased levels of adhesion molecules must be considered a new drug target in
SLE.

Keywords: Systemic lupus erythematosus. Adhesion molecules. Body mass index.
Metabolic syndrome. Cortisol. Ana. Biomarkers, predictive models.
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1. INTRODUCAO

1.1. Lupus Eritematoso Sistémico

LUpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune sistémica caracterizada
pela producdo de autoanticorpos, formacéo e deposi¢cdo de complexos imunes, inflamagdo em
varios orgaos e dano tecidual (DIAMOND et al.,, 2011; KHATOON et al.,, 2012). A
fisiopatologia do LES é complexa, mas complexos imunes, autoanticorpos e o complemento
favorecem a inflamacdo e/ou destruicdo de orgdos e tecidos (AHMADPOOR; DALILI;
ROSTAMI, 2014). A disfungéo organica no LES varia de leve a grave, e pode oferecer risco
organico ou a vida. O curso e apresentacdo do LES é imprevisivel e varidvel, e é caracterizada
por periodos de exacerbacdo da doenca e remissdo (BERTSIAS et al., 2008).

LES é uma doenca multifatorial com evidéncia de envolvimento genético, além de
fatores ambientais, hormonais e distUrbios na imunidade inata e adaptativa (LISNEVSKAIA,;
MURPHY:; ISENBERG, 2014). Anormalidade imune tipica no LES resulta da habilidade de
produzir autoanticorpos patogénicos, da regulacdo debilitada de linfocitos B e T, e do clearance
defeituoso de autoantigenos e da formacao de complexos imunes (YASUTOMO, 2003).

Fatores ambientais como infecgdo viral, dieta, exposicdo a radiacdo ultravioleta, e
exposicdo quimica ou a drogas, assim como hormdnios sexuais e envelhecimento podem
impactar epigenomicamente diferentes subgrupos de células humanas que, assim, interagem
com variantes genéticas de risco em um individuo geneticamente predisposto. Esse complexa
interacdo pode finalmente conduzir a quebra de tolerancia prépria do sistema imune, e entdo
causar os diversos fen6tipos clinicos de doengas autoimunes (LONG et al., 2016).

Hormdnios sexuais tém demonstrado interagir com o sistema imune, incluindo células
B e T, células dendriticas e redes de citocinas. Hormonios sexuais femininos parecem causar
aumento da reatividade autoimune e contribuir para a perturbacdo imunoldgica que resulta em
LES. Esses horm6nios podem influenciar a sobrevivéncia de células B autorreativas, enquanto
horménios masculinos produzem efeitos opostos (GRYGIEL-GORNIAK; PUSZCZEWICZ,
2014).

No LES, o clearence de células apoptdticas por macrofagos mostra-se defeituoso, o que
pode permitir que restos apoptoticos funcionem como imunogenos para a inducéo de celulas B
e T autorreativas e producdo de autoanticorpos (HERRMANN et al., 1998). Células apoptéticas
podem ser reconhecidas por sua interacdo com diversas moléculas via fosfatidilserina. A

interacdo da fosfatidilserina com diferentes receptores expressos em células apresentadoras de
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antigenos promovem a supressdo da sinalizacdo de quimiocinas, expressdo de receptores Toll-
like (TLR), e inducdo de resposta tolerogénica frente a antigenos em células T virgens.
Adicionalmente, DNAse-1 atua como sistema de backup secundario para manter DNA fora do
alcance da deteccdo imune. A deficiéncia ou diminuicao da atividade de DNAse-1 também leva
a autoimunidade (AHMADPOOR; DALILI; ROSTAMI, 2014).

Varios anticorpos contra estruturas nucleares estdo envolvidos na fisiopatologia do LES,
tal como o anticorpo anti-cadeia dupla de DNA (anti-dsDNA) e os anticorpos contra antigenos
nucleares extraiveis (ENAS). Anticorpos anti-DNA dupla fita (anti-dsDNA) sdo o0s
autoanticorpos relacionados aos lUpus mais estudados (FU et al., 2015) e juntamente com
anticorpos antinucleossomo estdo envolvidas na atividade da doenca e nefrite ldpica (NL)
(CARVALHO; BERTOLO; LANNA, 2014). Os anticorpos contra ENAS (anti-SSA/Ro, anti-
SSB/La, anti-Smith (anti-Sm) e anti-ribonucleoprotease (anti-RNP)) estdo envolvidos no
aparecimento de manifestacGes clinicas especificas e com a gravidade da doenca. A presenca
destes autoanticorpos gera lesdes locais e sisttmicas, podendo afetar pele, articulagdes, rins,

pulmdes e o sistema nervoso central (URAMOTO et al., 1999).

1.1.1. Manifestagdes Clinicas

O LES pode manifestar-se em diferentes sistemas organicos incluindo a pele e
articulacGes, e em casos mais graves com envolvimento renal e do sistema nervoso central.
Esses diferentes fenotipos estdo associados a diferentes perfis de autoanticorpos, sendo que o
anticorpo anti-dsDNA é encontrado principalmente em pacientes com glomerulonefrite. Outros
autoanticorpos como anti-Ro, anti-La e fator reumatoide s&o observados em manifestagdes mais
leves enquanto anticorpos antifosfolipides sdo associados com risco aumentado de trombose e
acidente vascular encefalico (BENGTSSON; RONNBLOM, 2016).

Algumas manifestaces clinicas caracteristicas do LES apresentam-se fortemente
correlacionadas ao aparecimento de autoanticorpos especificos, como nas manifestacGes
cutaneas (anti-Ro), NL (anti-dsDNA e antinucleossomo), lupus neonatal (anti-Ro e anti-La), e
psicose lupica (anti-pRibossomal), entretanto, alguns desses fenétipos ainda ndo apresentam
associacao cientifica e clinicamente comprovada (COZZANI et al., 2014).

Achados dermatoldgicos sdo encontrados na maioria dos pacientes lUpicos e constituem
sinal precoce da doenga. As lesdes especificas podem ser agrupadas em agudas, subagudas e
cronicas, e sdo classificadas de acordo com a histologia e duracdo da lesdo, anormalidades

laboratoriais e caracteristicas clinicas. As manifestaces cutaneas ndo especificas incluem
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telangiectasias periungueais, fendmeno de Raynaud e eritema multiforme (HEJAZI; WERTH,
2016).

As principais manifestacfes hematoldgicas do LES sdo anemia, leucopenia,
trombocitopenia e sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAAF). A maioria dessas
manifestacdes sdo causadas pelo aumento da destruicdo periférica de células sanguineas pela
presenca de autoanticorpos circulantes. A medula 6ssea também pode ser alvo do LES e
apresentar mielofibrose e anemia aplastica (VELO-GARCIA; CASTRO; ISENBERG, 2016).

O envolvimento neuropsiquiatrico também pode ocorrer no LES e estd associado a
amplo espectro de apresentacdes clinicas. As manifestacbes podem envolver alteracbes do
sistema nervoso central (SNC) como estado confusional agudo, psicose, ansiedade e desordens
depressivas incluindo disfuncdo cognitiva. Além disso, também podem ocorrer sindromes
focais do SNC com convulsdes, doenca cerebrovascular, mielopatia, mielite transversa,
sindrome desmielinizante, meningite asseptica e enxaqueca (MIKDASHI, 2016).

Nefrite Lupica é uma importante manifestacdo do LES, na qual ocorre a deposicéo
precoce de complexos imunes no parénguima renal, normalmente formados por anticorpos anti-
dsDNA e antinucleossomo. O consenso geral € de que 60% dos pacientes com a doenca
autoimune irdo desenvolver uma ou mais formas relevantes de alterac6es renais ao longo do
curso da doenca (KANAPATHIPPILLAI et al., 2013; LALWANI et al., 2015).

1.1.2. Dados Epidemioldgicos

Pons-Estel e colaboradores (2010) realizaram metandlise epidemiol6gica e observaram
que a incidéncia do LES ¢ variavel em diferentes partes do mundo e diferentes faixas etérias,
sendo estimada em 1-10 casos a cada 100.000 pessoas por ano com prevaléncia de 20-70 a cada
100.000 (PONS-ESTEL et al., 2010). A incidéncia e prevaléncia de LES parece estar
aumentando provavelmente devido ao diagnostico de casos leves e do aumento da
sobrevivéncia desses pacientes (D’CRUZ; KHAMASHTA; HUGHES, 2007).

LES ¢é aproximadamente 10 vezes mais frequente em mulheres usualmente em idade
fértil (PONS-ESTEL et al., 2010), mas em algumas partes do mundo como Reino Unido e
Suécia, 0 numero de novos casos diagnosticados em mulheres com idade superior aos 45 anos
tem sido alto (SOMERS et al., 2007; STAHL-HALLENGREN et al., 2000). Essa
predominancia feminina € menos marcante nas populagdes jovens e de idosos com taxas de 2-

6:1 e 3-8:1, respectivamente. Essa diferenca € possivelmente atribuida ao efeito de horménios
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sexuais femininos sobre aspectos do sistema imunoldgico (RENAU; ISENBERG, 2012) como
ja comentado anteriormente.

Grupos étnicos, tais como aqueles com ascendéncia Africana ou asiatica apresentam
maior risco de desenvolver a doenca, podendo ainda ser mais grave do que em pacientes
caucasianos (D’CRUZ; KHAMASHTA; HUGHES, 2007). Assim, dados de incidéncia e
prevaléncia de LES sdo substancialmente maiores em afro-americanos e afro-caribenhos,
enquanto evidéncias consistentes sugerem doenca mais grave em criangas, com aumento
significativo do risco de NL e maior mortalidade quando comparado a pacientes adultos que
desenvolvem doenca (LISNEVSKAIA; MURPHY:; ISENBERG, 2014).

No Brasil, dados epidemioldgicos ainda séo escassos, entretanto, estudo realizado na
cidade de Natal-RN revelou incidéncia de 8,7 por 100.000 por ano (VILAR; RODRIGUES;
SATO, 2003). Outro estudo realizado na cidade de Cascavel-PR demonstrou incidéncia de 4,8
por 100.000 por ano (NAKASHIMA et al., 2011). A diferenga encontrada entre os estudos pode
ser explicada pela maior incidéncia de luz solar na cidade de Natal devido a sua posi¢ao
geografica na regido Nordeste do pais, e também pela maior porcentagem de heranca étnica e

individuos negros se comparados com a populacao de Cascavel (NAKASHIMA et al., 2011).

1.2. Moléculas de Adesao

1.2.1. Definicdo e Importancia

A proliferagcdo, migracdo e diferenciagdo celular sdo processos fundamentais na
formacdo de oOrgdos e tecidos e sdo modulados pela interacdo célula-célula e com seu
microambiente (célula-matriz extracelular) por meio de moléculas de adesdo celular (MACSs)
(WONG; DYE; COOMBE, 2012). MACs sdo proteinas integrais de membrana e compreendem
dominios extracelular, transmembrana e citoplasmatico. Essas moléculas podem se ligar a elas
mesmas numa interacdo denominada homofilica, ou a superficie de outras moléculas (interacdo
heterofilica), ou ambas. Podem ainda mediar a adesdo entre duas células do mesmo tipo (adesédo
homotipica) ou de diferentes tipos (adesdo heterotipica) (MCGARY; LEV; BAR-ELI, 2002).
Elas também podem ser classificadas quanto a sua dependéncia de Ca?*, sendo as caderinas,
selectinas e integrinas moléculas dependentes de Ca?*, enquanto que a superfamilia das
Imunoglobulinas (IgSF) ndo necessita da presenca desse cation (FREEMONT; HOYLAND,
1996).
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MACs sdo expressas na superficie de células endoteliais e/ou de leucdcitos e séo
essenciais para o desenvolvimento e manutencdo da integridade da arquitetura tecidual em
adultos. Essas moléculas desempenham importante papel em diversos processos bioldgicos
incluindo organogénese, homeostasia tecidual e cicatrizacdo (SKEOCH et al., 2014). MACs
funcionam ainda como moléculas sinalizadoras e tém participacdo essencial na regulacdo da
inflamacdo e resposta imune. S&o responsaveis pela adesdo intercelular, recrutamento e
migracao seletiva de células inflamatorias dos vasos sanguineos até o local da inflamacéo
(GOMES; MACEDO NETO; BISPO, 2009). Essas moléculas sdo liberadas na circulacio e
atuam como marcadores de ativacao e disfuncdo endotelial, sendo reguladas positivamente por
citocinas proinflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta
(IL-1B) (SKEOCH et al., 2014) e detectadas em sua forma solvel no soro humano e em outros
fluidos corporais obtidas por meio de clivagem proteolitica (HIRATA et al., 2015).

A adesdo celular é resultado da multipla ligacdo de diferentes moléculas de adesdo com
seus ligantes especificos e envolve a intercomunicacao e cooperacao entre diferentes moléculas
de adesdo, cada uma ligando-se a seus respectivos ligantes com diferentes afinidades. O evento

da adesdo celular varia de ligacGes muito estaveis a transitorias (CHEN; GUMBINER, 2006).

1.2.2. Classificacéo

Existem quatro principais tipos de moléculas de adesdo: integrinas, membros da IgSF,

selectinas e caderinas.

Integrinas

As integrinas sdo glicoproteinas transmembrana heterodiméricas, compostas por
cadeias o e B ligadas entre si por ligagdes dissulfeto que compreendem um dominio extracelular,
um dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica. Elas sdo secretadas por células
epiteliais e sdo expressas em leucdcitos. As integrinas podem ser divididas em dois subgrupos
principais. O subgrupo B1 ou VLA (Antigeno “very late”) engloba a maioria dos membros da
classe. Ja o subgrupo das B2 integrinas € representado pelo receptor de linfocito LFA-1
(Molécula associada a fungdo leucocitaria tipo 1) e pelo Mac-1 (Antigeno macrofagico tipo 1)
(PAN et al., 2016).

Os principais ligantes das integrinas envolvem os membros da IgSF. As integrinas

precisam ser primeiramente ativadas para que se liguem a seus receptores especificos e
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componentes da matriz extracelular. Na inflamacgdo, o complemento é ativado seguido pela
ativacdo de macrdfagos para producdo de citocinas como IL-1B e TNF-a provavelmente de
maneira mediada por 041 integrina (GOLIAS et al., 2011; SPRINGER, 1990).

Superfamilia das Imunoglobulinas (1gSF)

Os membros da IgSF sdo amplamente expressas em células endoteliais e tem sua
estrutura caracterizada por repetidos dominios similares aqueles encontrados nas
imunoglobulinas (GOLIAS et al., 2011). Em imunoglobulinas ha dois tipos de dominios
denominados V e C. O dominio V ou variavel apresenta propriedades de ligacdo a antigenos
enquanto o dominio C é responsavel por funcdes efetoras. O fragmento de ligacdo ao antigeno
denominado Fab é formado por duas cadeias B antiparalelas ligadas entre si por uma ligacdo
dissulfeto (BARCLAY, 2003).

Os membros dessa familia que apresentam relevancia para doencas vasculares incluem
as moléculas de adesédo celular intercelular 1 e 2 (ICAM-1 e ICAM-2), molécula de adesdo
celular vascular 1 (VCAM-1), molécula de adeséo celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1)
e molécula de adesdo celular vascular mucosa (MADCAM-1). Outras representantes sao
molécula de adesdo celular neural (NCAM) e antigeno carcinoembrionario (CEA)
(ARICESCU; JONES, 2007). Os membros da IgSF sdo responsaveis pela firme adesdo de
leucdcitos durante o processo de migracdo leucocitaria e apresentam expressao aumentada em
processos inflamatdrios imunoldgicos crénicos (GOLIAS et al., 2011; KLEIN et al., 1998;
ZIMMERMAN; PRESCOTT; MCINTYRE, 1992).

ICAM-1 (CD54) é uma glicoproteina transmembrana de 90 kDa e pode ser detectada
tanto como proteina transmembrana quanto na sua forma solGvel (GOLIAS et al., 2011). E
expressa em células endoteliais e epiteliais, em linfécitos, mondcitos, eosindfilos,
queratinocitos, células dendriticas, células hematopoiéticas ancestrais, fibroblastos e
hepatocitos (GEARING et al., 1992). Niveis séricos aumentados de ICAM-1 sdo relatados em
diferentes condig¢des inflamatorias, entre elas as doencas autoimunes, casos de encefalite e
outros tipos de desordens imunoldgicas do sistema nervoso central (RAO et al., 2007).

VCAM-1 ou CD106 é uma glicoproteina de 90 kDa que exibe baixa expressdo em
células endoteliais ndo estimuladas e pode ser profundamente regulada positivamente apds o
estimulo por meio de citocinas proinflamatdrias (GOLIAS et al., 2011). VCAM-1 é expressa

na superficie de células endoteliais ativadas, fibroblastos, macréfagos teciduais e células
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dendriticas. Dados de literatura tem relacionado ICAM-1 e VCAM-1 com doengas
glomerulares (SKEOCH et al., 2014).

PECAM-1, também conhecida como CD31, apresenta peso molecular de 120 kDa e
constitui uma glicoproteina expressa constitutivamente nas plaquetas, monaocitos e neutréfilos,
além de alguns tipos de células T e nas jungdes intercelulares de células endoteliais. PECAM-
1 pode mediar a ades&o por meio de interagdes homofilicas ligando-se a si mesma, ou interacdes
heterofilicas ligando-se a integrina e € a molécula fundamental para a migracéo de leucdcitos
através do endotélio vascular via juncdes intercelulares (MULLER, 2003). PECAM-1 facilita
a transmigracdo de leucdcitos para locais de lesdo e inflamagéo, e o bloqueio dessa MAC tem
demonstrado eficacia em desordens inflamatérias (PRIVRATSKY; NEWMAN; NEWMAN,
2010). O carater proinflamatorio da atividade de PECAM-1 envolve principalmente a etapa
final do recrutamento de leucdcitos ao favorecer a abertura das jungdes endoteliais (HUANG
et al., 1993), e promover a migracdo de leucdcitos mediada por quimiocinas que direciona 0s
leucdcitos por meio da ativacdo de integrinas até o local da inflamacdo (PRIVRATSKY;
NEWMAN; NEWMAN, 2010). Esse mecanismo poderia explicar o envolvimento de PECAM-

1 com o diagndstico e prognostico de doencas inflamatorias.

Selectinas

Selectinas sdo glicoproteinas transmembrana que compartilham propriedades similares
as lectinas e sdo expressas em células endoteliais (P e E-selectina), plaquetas (P-selectina) ou
leucdcitos (L-selectina) (HE et al., 2006). Essas moléculas compartilham uma estrutura comum
incluindo um dominio N-terminal dependente de célcio e mediam a interagdo inicial de baixa
afinidade dos leucécitos com a célula endotelial durante a migracao leucocitaria (LEWIS;
D’CRUZ, 2005).

Selectinas reagem com carboidratos que possuem um antigeno denominado sialil-Lewis
X (sLex) e estas ligacOes sdo consideradas instaveis, permitindo o rolamento de leucocitos sobre
o0 endotélio na dire¢do do fluxo sanguineo (BARTHEL et al., 2007; LEWIS; D’CRUZ, 2005).
Niveis elevados de formas circulantes solUveis das selectinas foram relatados no soro de
animais e pacientes com doengas inflamatorias (GEARING; NEWMAN, 1993; SKEOCH et
al., 2014).

A P-selectina ou CD62P tem peso molecular de 140 kDa e é armazenada em granulos
especificos que estdo presentes nas plaquetas (a-grénulos) e células endoteliais (corpos de

Weibel-Palade) a partir de onde ela pode ser rapidamente mobilizada para a superficie da célula
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em resposta a uma variedade de agentes inflamatorios tais como trombina, histamina, proteinas
do complemento, citocinas e radicais livres (VAN GILS; ZWAGINGA; HORDIJK, 2009). Sua
expressao na superficie celular geralmente apresenta meia vida curta, e, portanto, torna-se uma
molécula ideal para as interaces iniciais entre leucécitos e células endoteliais. O ligante da P-
selectina é denominado glicoproteina ligante da P-selectina tipo 1 (PSGL-1) (GOLIAS et al.,
2011). H& evidéncias em modelo animal que suportam o papel do gene dessa selectina na
glomerulonefrite autoimune (MORRIS et al., 2009).

A E-selectina é amplamente expressa em locais de inflamacdo na vasculatura e pode
funcionar como receptor de “homing” tecido-especifico para subgrupos de células T. Seus
principais ligantes sé&o ligante de E-selectina tipo 1 (ESL-1) e PSGL-1 (TEDDER et al., 1995).
Ela é encontrada em vasos cutaneos da pele inflamada (GOLIAS et al., 2011).

A L-selectina (CD26L) é uma proteina com peso molecular de 74 kDa que é expressa
constitutivamente por leucdcitos principalmente em neutréfilos, mondcitos, eosinéfilos e
linfocitos (GOLIAS et al., 2011). L-selectina media a ligacdo de leucdcitos ao endotélio ativado

em locais de inflamacéo participando do inicio do processo de adesdio (MCMURRAY, 1996).

Caderinas

As caderinas sdo moléculas de adesdo celular dependentes de célcio. Intracelularmente,
elas unem-se a um grupo de moléculas conhecidas como cateninas que ligam o dominio
citoplasmatico da caderina a filamentos intermediarios do citoesqueleto. Um importante
representante desse grupo é a E-caderina, cuja expressdo é regulada pelo protoncogene ErbB2,
e € uma das primeiras moléculas de adesdo a ser expressa durante o desenvolvimento
embrionario. E-caderinas sdo importantes componentes dos desmossomos e se concentram em
juncoes intercelulares conhecidas como zona de aderéncia (FREEMONT; HOYLAND, 1996).

1.2.3. Fisiopatologia das moléculas de adesdo na inflamacao

Os leucdcitos sdo as principais células sanguineas envolvidas na resposta inflamatoria,
sendo os neutréfilos as células predominantes nas primeiras 6 a 24 horas durante inflamacoes
agudas. As principais alteracdes desse fendmeno envolvem vasodilatacdo, edema e
recrutamento de leucdcitos. Apos a lesdo inicial, ocorre aumento da permeabilidade endotelial
e estase, 0 que contribui para a adesdo e migragdo de leucdcitos para os locais de inflamacéo
ativados por meio de mediadores inflamatorios circulantes (FRANCISCHETTI et al., 2010). O
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recrutamento de leucécitos para o local da inflamacdo envolve uma série de interagdes
sequenciais com as células endoteliais, inicialmente, por meio da ligacao de baixa afinidade do
leucdcito e seu rolamento ao longo da superficie da célula endotelial através das selectinas e
seus ligantes. Em seguida, os leucdcitos permanecem firmemente ligados ao endotélio através
da ligacéo das integrinas dos leucdcitos aos seus ligantes da IgSF no endotélio. Finalmente,
ocorre a transmigracédo leucocitaria por meio de moléculas que facilitam esse movimento como
PECAM-1 e caderinas (Figura 1) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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Figura 1 Cascata de adesao leucdcitéaria.
Fonte: LEY, K.; LAUDANNA, C.; CYBULSKY, M. I.; NOURSHARGH, S. (2007) Getting
to the site of inflammation : the leukocyte adhesion cascade updated. Nature, v. 7, p. 678-689.

A primeira etapa da cascata de adesdo leucocitaria ocorre por meio da interacdo de
selectinas com seus ligantes e consequente adesdo dos leucdcitos ao endotélio inflamado com
taxas excepcionalmente altas de ligagdo e desligamento. Dessa forma, o endotélio tem papel
fundamental na adesdo de leucdcitos pois expressa E e P-selectinas, as principais moléculas de
captura e rolamento (ALON; HAMMER; SPRINGER, 1995; PURI et al., 2005). A L-selectina
é expressa pela maioria dos leucécitos, enquanto E-selectina e P-selectina sdo expressas por
células epiteliais inflamadas. A P-selectina é também expressa por plaquetas ativadas
(ERIKSSON et al., 2001; SPERANDIO et al., 2003).

A segunda etapa envolve o rolamento de leucocitos. Nesse momento, as integrinas
participam e promovem a firme adesdo de leucdcitos. Linhagens celulares que expressam o.4f7-
integrina rolam sobre MADCAM-1 no endotélio ativado, e linfécitos podem rolar sobre

VCAM-1 pela ligagéo ao seu ligante de superficie antigeno “very late” tipo 4 (VLA-4, também
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conhecido como asf1-integrina) (BERLIN et al., 1995). Adicionalmente, uma fase de rolamento
lento se estabelece. A ligacdo de E-selectina induz conformacéo de afinidade intermediéria de
LFA-1, também conhecido como aLf2-integrina, que se liga ao ICAM-1 endotelial de maneira
transitdria. Assim, o rolamento de leucocitos humanos parece estar aumentado e lentificado
quando ICAM-1 é coexpresso com ligantes L-selectina (CHESNUTT et al., 2006; KADONO
etal., 2002; SALAS et al., 2004).

Em seguida, ocorre a fase de ativacdo das integrinas e adesdo estavel. Estudos in vitro e
in vivo tém estabelecido que a adeséo estavel de leucécitos durante o rolamento é desencadeada
por quimiocinas e moléculas quimioatraentes e é mediada pela ligacdo de integrinas
leucocitarias a membros da IgSF, como ICAM-1 e VCAM-1, expressos pelas células
endoteliais. A modulacéo da afinidade de integrinas por seus ligantes especificos é amplamente
reconhecida como etapa crucial para adesdo estavel induzida por quimiocinas (LEY et al.,
2007).

Durante a inflamacéo, células endoteliais s&o ativadas por citocinas inflamatdrias a
expressar moléculas de adesdo e sintetizar quimiocinas e quimioatraentes lipidicos que séo
apresentados em sua superficie luminal. Essas quimiocinas se ligam com alta afinidade a
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) especificos (MIDDLETON et al., 1997). Uma vez
ligado, a subunidade Py proteina G da GPCR ativa a fosfolipase C (PLC), que cliva o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P2) a produzir inositol-1,4,5-trifosfato (InsPs3) e
diacilglicerol (DAG). InsPs promove influxo de Ca®* do reticulo endoplasmatico e do espago
extracelular pelo canal CRAC (canal de célcio ativado pela libragdo de célcio). Ca* ativa a
calmodulina e pode desencadear a ativacdo de GEFs (Fatores de troca de nucleotideo de
guanina) e GTPases. Finalmente, proteinas ligadas as integrinas ativam integrinas propriamente
ditas. Esse processo € referido como sinalizacdo “inside-out” e provavelmente contribui para a

estabilizacdo da adesdo e motilidade celular (Figura 2) (LEY et al., 2007).
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Figura 2 Ativacdo de integrinas dependente de GPCRs.
Fonte: LEY, K.; LAUDANNA, C.; CYBULSKY, M. I.; NOURSHARGH, S. (2007) Getting
to the site of inflammation : the leukocyte adhesion cascade updated. Nature, v. 7, p. 678—689.

Integrinas também se comportam como receptores de sinalizagdo tradicional ao
transmitir informagdes para o interior das células pela sinaliza¢gdo denominada “outside-in”. A
ligacdo de integrinas aos seus ligantes extracelulares muda a conformacéo dessas moléculas e,
devido a ligantes multivalentes, também contribui para o agrupamento de integrinas
(SHATTIL; KIM; GINSBERG, 2010). A combinagdo desses dois eventos promove sinais
intracelulares que controlam a polaridade celular, estrutura do citoesqueleto, expressdo
genética, sobrevivéncia e proliferacdo celular. Embora esses dois termos sejam conceitualmente
separados, eles estdo estreita e frequentemente relacionados, por exemplo, a ativacdo de
integrinas pode aumentar a ligagdo de ligantes resultando em sinalizagdo ‘“outside-in”.
Reciprocamente, a ligagdo de ligantes pode gerar sinais que causam sinalizagdo “inside-out”

(Figura 3) (SHATTIL; KIM; GINSBERG, 2010).
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Figura 3 Sinalizagédo Bidirecional das Integrinas.
Fonte: SHATTIL, S. J.; KIM, C.; GINSBERG, M. H. (2010) The final steps of integrin
activation : the end game. Nature, v. 11, p. 288-300.

Finalmente, ocorrem as fases de rastejamento intracelular e transmigracdo. A migracéo
de leucdcitos atraves das paredes venulares envolve trés barreiras distintas: células endoteliais,

membrana basal de células endoteliais e perdcitos (célula tipo mesenquimal, associada as
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paredes de vasos sanguineos pequenos que serve como suporte para estes vasos). A extensao
das protuberancias de membrana de leucdcitos no corpo de células epiteliais e suas juncdes é
desencadeado pela ligacédo entre ICAM-1 e MAC-1. Essa ligacdo esta associada ao aumento
intracelular de Ca?" e ativacio de quinases e GTPases, que coletivamente podem ativar outras
quinases promovendo aumento da contragdo endotelial e, entdo, abertura de contatos
interendoteliais (LEY et al., 2007).

A partir dai a migracdo pode evoluir através de duas rotas: paracelular ou transcelular.
A migracédo paracelular envolve a liberacdo da caderina vascular endotelial (VE-caderina) e é
facilitada por compartimentos de membrana intracelulares contendo pool de PECAM-1 e
possivelmente outras moléculas de jungdo da célula endotelial, como a molécula de adeséo
juncional A (JAM-A) (LEY et al., 2007). Ja a migracdo transcelular ocorre em regides delgadas
do endotélio onde ha menor distancia para o leucécito migrar. A ligacdo de ICAM-1 a seus
ligantes especificos conduz sua translocagéo para regides ricas em actina e cavéolas. Cavéolas
contendo ICAM-1 formam organelas vesiculo-vacuolares (VVOs) que formam um canal
intracelular através do qual leucAcitos podem migrar. As proteinas ezrina, radixina e moesina
(ERM) podem atuar como ligantes entre ICAM-1 e proteinas do citoesqueleto (como actina e
vimentina) a fim de promover sua localizagdo ao redor do canal e proporcionar suporte

estrutural para a célula sob estas condi¢Ges (Figura 4) (LEY et al., 2007).
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Figura 4 Transmigracao de leucocitos.
Fonte: Adaptada de LEY, K.; LAUDANNA, C.; CYBULSKY, M. I.; NOURSHARGH, S.

(2007) Getting to the site of inflammation : the leukocyte adhesion cascade updated. Nature, v.
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7, p. 678-689.

Ap0s vencer a barreira endotelial, o leucocito migra através da membrana basal em
regibes de baixa expressdo de seus componentes proteicos (como a laminina vascular e
coldgeno tipo 1V). Essas regifes de baixa expressdo sdo colocalizadas com lacunas entre
perdcitos. Portanto, a migracdo de leucocitos ocorre especificamente nessas regides de baixa
resisténcia formadas por lacunas entre perocitos adjacentes e regides de baixa deposicao
proteica dentro da matriz extracelular. Além disso, essas regides de baixa expressdo parecem
ser mais permissivas a quimioatraentes gerados no tecido extravascular e, entdo, criar um
gradiente quimiotatico através dessas regifes (MIYASAKA; TANAKA, 2004; SIXT et al.,
2001; WANG et al., 2006).

Diante da importancia das MACs durante o processo inflamatorio, ressalta-se ainda o
fato de que essas moléculas podem afetar interacdes entre células T e células apresentadoras de
antigeno, e entregar sinais necessarios para a efetiva funcdo de celulas T auxiliar, T citotdxica
e células B (MOJCIK; SHEVACH, 1997). Assim, aberrac@es nesta funcdo tém sido implicadas
na patogénese de doencas autoimunes e alteracBes cardiovasculares relacionadas
(FROSTEGARD, 2014; TURKCAPAR et al., 2005). MACs tém sido consideradas alvos
terapéuticos para doencas autoimunes, embora nenhum medicamento tenha sido testado no LES
até o momento (GIRALDO et al., 2012).

1.3. LES e Moléculas de adesao

Aberracdes nas interacdes de adesdo celular tém sido relatadas em pacientes com
doencas reumaticas como LES, e estdo frequentemente associadas com alteraces vasculares
precoces e infiltracdo celular nos tecidos alvos. Adicionalmente, os niveis de diversas moléculas
de adesdo aparecem elevados em pacientes lUpicos, tanto na circulacdo quanto no liquido
cefalorraquidiano (HIRATA et al., 2015). Bidpsias de pele e estudos post-mortem em pacientes
com LES tem revelado aumento da expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 em células endoteliais e
consequente inducdo da vasculopatia leucoclusiva (BELMONT et al., 1994; HANLY;
WALSH; SANGALANG, 1992).

As concentracdes sericas de VCAM-1 e ICAM-1 estdo elevadas em pacientes com LES
e podem se correlacionar com atividade da doenga (FONT et al., 2000; JANSSEN et al., 1994;
KLING et al., 1993). Outro estudo verificou ainda que a alteracdo nos niveis de VCAM-1 foi

um marcador forte de resposta clinica medida pela reducdo na pontuacdo ECLAM (European
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Consensus Lupus Activity Measure), em compara¢do com marcadores sericos convencionais
da atividade da doenca (LEWIS et al., 2016). Autor referiu que niveis elevados de L-selectina
correlacionam com atividade clinica e concentracdes do anticorpo anti-dsDNA no LES (FONT
et al., 2000). Estudo evidenciou que niveis de VCAM-1 observados em pacientes com alta
atividade do LES estdo entre os mais altos niveis ja encontrados dessa molécula com valores
comparaveis aos pacientes em choque séptico (LEWIS et al., 2016; ZONNEVELD et al., 2014).

Em camundongos nocaute para ICAM-1, a deficiéncia de ICAM-1 foi associada com
patologia dérmica reduzida. Ja o bloqueio de VCAM-1 reduziu significativamente a adeséo e
rolamento de leucécitos na microcirculacao cerebral. Portanto, ICAM-1 foi critica para a adeséo
de leucdcitos na pele, mas ndo no cerebro, onde VCAM-1 assume fungdo principal (NORMAN,;
JAMES; HICKEY, 2008). Diversos estudos também demonstraram aumento relacionado com
a idade na expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 em diferentes 6rgaos de camundongos MRL/lpr
(MCHALE et al., 1999; ZAMEER; HOFFMAN, 2003).

Baraczka e colaboradores (2001) observaram que pacientes lipicos com sindrome
desmielinizante apresentaram niveis séricos e no liquido cefalorraquidiano elevados de VCAM-
1 e ICAM-1 e aumento da sintese intratecal de L-selectina sollvel, o que sugere a presenca
intratecal do processo inflamatorio. Assim, o envolvimento do SNC em processos imunoldgicos
parece estar baseado em mudancas na permeabilidade do endotélio vascular (VCAM-1),
seguida pela ativacdo de estruturas cerebrais (ICAM-1) e linfécitos (ICAM-1 e L-selectina)
(BARACZKA etal., 2001).

VCAM-1 mostrou-se aumentada na nefrite ativa (SINGH et al., 2012), enquanto o
aumento de E-selectina apareceu em pacientes com manifestacbes cutaneas (NYBERG,;
STEPHANSSON, 1999). Estudo coorte verificou que os niveis de VCAM-1 apresentaram
associacdo significativa com NL ativa. Assim, essa molécula de adesdo poderia ser uma
alternativa ndo invasiva para o monitoramento da NL (SKEOCH et al., 2014).

Stielke e colaboradores (2012) encontraram que camundongos MRL/Ipr que
desenvolveram espontaneamente sindrome autoimune e glomerulonefrite proliferativa
apresentaram regulacdo positiva de moléculas de adeséo celular nos rins e cérebro. Alteraces
renais revelaram-se fortemente associados a patologia renal com aumento de E-selectina. Ja o
aumento de ICAM-1 e E-selectina apareceram até em cérebros normais dos camundongos.
Assim, esses resultados indicam que uma regulacdo positiva de moléculas de adeséo celular no
cérebro precede a alteragdes neuropatologicas e estd firmemente ligada a profundas alteracGes

estruturais e funcionais nos rins (STIELKE et al., 2012).
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Nakatani e colaboradores (2013) demonstraram que a expressdo de E-selectina em
pequenos vasos e glomérulos aumenta gradualmente durante o desenvolvimento da vasculite e
NL em camundongos com modelo LES MRL/MPJ-lpr/lpr (MRL/lpr), e este aumento é
acompanhado por infiltracdo significativa de células T e macrofagos nos glomérulos e regides
perivasculares (NAKATANI et al., 2013). Esses autores também mostraram que na NL
proliferativa humana, os niveis renais de E-selectina estdo significativamente associados com a
infiltracdo renal por células T e macrofagos (NAKATANI et al., 2013).

Abd-Elkareem e colaboradores (2010) observaram que os niveis de VCAM-1 e ICAM-
1 foram significativamente elevados em pacientes NL com danos renais avangado, e sugerem
possivel papel das moléculas de adesdo no desenvolvimento de lesbes renais, com ICAM-1
presente principalmente em células glomerulares e VCAM-1 nos tabulos distais e células
intersticiais, endotelial glomerular, células epiteliais parietais, e espagos urinario (ABD-
ELKAREEM et al., 2010). Assim, os autores propdem que niveis urinarios significativamente
elevados de moléculas de adesdo em pacientes com NL e alteragdes histologicas avangados
podem refletir sua expressao renal e, portanto, a gravidade da nefrite e que a combinacao da
hipocomplementemia com aumento dos niveis urinarios de moléculas de adesdo parece ser util
como biomarcador da gravidade da doenca em NL (ABD-ELKAREEM et al., 2010).
Semelhantemente, paciente com LES e NL apresentaram niveis séricos elevados de ICAM-1,
sendo estes niveis significativamente maiores naqueles pacientes hipertensos e com doenca
ativa, de forma que ICAM-1 pode servir como um marcador soroldgico adicional de atividade
da doenca (SABRY et al., 2007).

Diversos trabalhos também ressaltam a importancia das moléculas de adesdo nas
alteracdes cardiovasculares frequentemente observadas em pacientes com LES. VCAM-1 foi
associada com disturbios cardiovasculares em diversas doencas reumatologicas autoimunes,
incluindo LES (BARTOLONI; SHOENFELD; GERLI, 2011; BRELAND et al., 2010).

1.4. LES, AlteracOes Cardiovasculares e Moléculas de adesé@o

A disfuncdo endotelial precede o desenvolvimento da aterosclerose e fundamenta o
desenvolvimento de DCV. O processo é iniciado pelo acimulo de macrofagos e lipoproteina
de baixa densidade (LDL) que conduzem a ativacdo da resposta imune inata via TLR. A
combinagdo desses receptores a padrfes de reconhecimento molecular ativa a via do fator
nuclear k-B (NFk-B), que media a expressao de moléculas de adesdo, producéo de citocinas e

inflamacéo local associada. MACs e quimiocinas promovem o0 recrutamento de monocitos e
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células T. Mondcitos se diferenciam em macrofagos e aumentam a expresséo de receptores de
reconhecimento de padrBes que internalizam lipoproteinas na camada intima a fim de formar
células espumosas e consequentemente a placa aterosclerética. Células T, no local da injuria,
reconhecem antigenos locais e montam resposta Thl com secrecdo de citocinas
proinflamatdrias que contribuem para inflamacéo local e crescimento da placa. A ativacéo
inflamatoria prolongada, tipica em condic6es autoimunes, pode levar a protedlise local, ruptura
da placa e formacdo de trombos, que causam isquemia, infarto e comorbidades relacionadas
(MILLER; CAPPUCCIO, 2007).

A progressdo da DCV inclui, entre outros fatores, idade avangada e maior duragéo da
doenca reumatoldgica, 0 que suporta a hipotese de que a exposicao cronica a desregulacdo
imune no LES promove aterosclerose (ROMAN et al., 2007). Assim, apesar de seu mecanismo
especifico ndo estar completamente esclarecido, sabe-se que a inflamagdo crbnica €
denominador comum para o desenvolvimento da aterosclerose, pois ela pode resultar em
recrutamento celular, regulacdo positiva das moléculas de adesdo e liberacdo de citocinas
proinflamatérias (BARTOLONI; SHOENFELD; GERLI, 2011; LIBBY; RIDKER;
HANSSON, 2010).

Manifestagdes cardiovasculares em doencas reumatolégicas tem se tornado amplamente
reconhecidas e podem ser a apresentacdo inicial dessas doencas. Essas manifestagdes podem
revelar-se de maneira leve e clinicamente silenciosa, mas também podem aumentar a
morbimortalidade dos pacientes. As principais estruturas afetadas sdo miocéardio, valvulas
cardiacas, pericardio, sistema condutor e vasculatura (PRASAD et al., 2015).

O risco de doenga cardiovascular (DCV) no LES é alto e a prevaléncia de placas
aterosclerdticas é elevada. Sabe-se que a aterosclerose pode desenvolver-se em 10% de
pacientes lUpicos por ano (ROMAN et al., 2007). O aumento da incidéncia de DCV em
pacientes com LES pode ser explicado por fatores de risco tradicionais que incluem hipertenséo,
dislipidemia, tabagismo e diabetes, e por fatores especificos da doenca IUpica como atividade
da doenca, uso prolongado de corticosteroides, inflamacéo cronica, doenca renal e outros.
Apesar disso, a importancia exata desses fatores no lipus eritematoso sistémico ainda ndo é
clara (FROSTEGARD, 2014; KNIGHT; KAPLAN, 2013). Entretanto, sabe-se que a disfuncéo
imune e endotelial é fundamental para a compreensdo da aterosclerose acelerada no LES,
condicdo comum em pacientes com doengas reumaticas submetidos a mecanismos
inflamatorios e autoimunes que promovem a formacdo acelerada da placa vascular
(BARTOLONI; SHOENFELD; GERLLI, 2011).
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A aterosclerose € um processo inflamatorio complexo caracterizado por interacbes de
componentes da imunidade inata e adaptativa, no qual o aumento do risco de aterosclerose
observada no LES é provavelmente devido a interagdo complexa de muitos mediadores
inflamatdrios e imunes (MCMAHON; HAHN, 2007). As células T, principalmente do subtipo
Th1l, sdo abundantes em lesbes ateroscleroticas, e podem desempenhar papel importante na
formagé&o da placa por meio da cascata de citocinas (Interferon-y, TNF-a e IL-1, por exemplo)
que € iniciada pela sua ativacido (FROSTEGARD et al., 1999).

Citocinas proinflamatdrias aumentam a expressdo das moléculas de adesdo que
estimulam a proliferacdo de masculo liso, migram para a lesdo e conduzem ao espessamento
da parede do vaso e migracdo de mondcitos. O processo aterosclerdtico progride com
acumulacdo de células mononucleares, proliferacao de células musculares lisas e formacao de
tecido fibroso a fim de promover ampliacdo e remodelacdo da lesdo (LIBBY; RIDKER;
HANSSON, 2011). TNF-o também promove aterosclerose por atuagdo em diferentes niveis.
Primeiramente, ele favorece o aumento da dislipidemia e resisténcia a insulina e induz estado
protrombotico. TNF-o também esta associado com ativagdo da cascata inflamatoria com
consequente regulacdo positiva de IL-1, interleucina 6 (IL-6), prostaglandinas e
mataloproteases, que potencialmente promovem o estado inflamatdrio e aterosclerose acelerada
(BARTOLONI; SHOENFELD; GERLLI, 2011).

Autoanticorpos e complexos imunes também desempenham papel na patogénese da
aterosclerose (MCMAHON; HAHN, 2007). Foi demonstrado que autoanticorpos contra
lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxLDL) sdo mais comuns em pacientes com LES que
apresentam histéria de DCV do que nos pacientes LES sem histérico de DCV ou individuos
controle saudaveis (SVENUNGSSON et al., 2001). Um estudo posterior, revelou relacdo dos
titulos de anticorpos contra oxLDL com atividade da doenca no LES (GOMEZ-ZUMAQUERO
et al.,, 2004). A sinalizacdo via TLR parece regular a formacdo de anticorpos em doencas
reumatoldgicas e participar do processo de aterosclerose. No LES, complexos imunes
endogenos formados por anticorpos anti-dsDNA e anti-RNA ativam células dendriticas
mediadas por TLR7 e TLR9 para liberar interferon do tipo alfa (INF-a). A liberacdo sistémica
dessa citocina promove ativacdo de macrdfagos e células espumosas nas placas ateroscleroticas.
Adicionalmente, células dendriticas presentes nessas placas podem ser ativadas pelo contato
direto com complexos imunes contendo DNA/RNA, o que induz o recrutamento local e
ativacdo de células inflamatorias, resultando em autoperpetuacdo do processo inflamatorio e
formagéo da placa (Figura 5) (HUANG; POPE, 2010).
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Figura 5 A conexdo entre autoimunidade e aterosclerose.

Fonte: HUANG, Q.; POPE, R. M. (2010) Toll-like receptor signaling: a potential link among
rheumatoid arthritis, systemic lupus, and atherosclerosis. Journal of leukocyte biology, v. 88,
p. 253-262.

A sindrome metabdlica (SM) constitui um conjunto de fatores de risco para DCV que
inclui obesidade central, dislipidemia, hipertensao e alteracdo do metabolismo da glicose. A
inflamacéo tem sido associada com ocorréncia de SM, e no Brasil, sua prevaléncia varia entre
20 e 32% (FESTA et al., 2000; FORD; GILES; DIETZ, 2002; PARKER; BRUCE, 2010;
TELLES et al., 2010). Um estudo prévio publicado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou
que pacientes com LES tém alta prevaléncia de SM o que contribui diretamente para aumento
do estado inflamatorio. Pacientes com LES e SM mostraram niveis elevados de proteina C
reativa (PCR) sugerindo que o aumento da sintese de citocinas proinflamatorias gerado pela
gordura abdominal poderia reforcar o processo inflamatdrio no LES. Além disso, encontrou-se
uma correlagdo positiva entre o escore SLEDAI (indice de atividade da doenca LUpus
Eritematoso Sistémica) e o indice de massa corporal (IMC) e a circunferéncia abdominal
(LOZOVOY et al., 2011). Um estudo posterior de nosso grupo demonstrou que pacientes com
LES ativo tém maior probabilidade de desenvolver hipertensdao do que individuos saudaveis e
pacientes com LES inativo. Observou-se ainda associagdo da hipertensdo com o perfil Th1/Th2
mostrado pelo aumento das proporgdes IL-12/1L-10, IFN-y/IL-10, e IFN-y/IL-4. Assim, esse
estudo concluiu que a predominancia da resposta Thl e aumento do estresse oxidativo sdo
fundamentais na fisiopatologia da hipertensdo em LES ativo mesmo sem insuficiéncia renal
(LOZOVOY etal., 2014).
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As moléculas de adesdo também promovem aterosclerose através do recrutamento de
leucdcitos para o espaco subendotelial e constituem elementos fundamentais na aceleracéo da
aterosclerose (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2010; MURDACA et al., 2012).

As moléculas de adesdo VCAM-1, ICAM-1, E-selectina e a citocina TNF-a estdo
associados com a aterosclerose subclinica em pacientes com LES independente do escore de
risco de Framingham o que fornece novos “insights” sobre mecanismos que podem contribuir
para a aterosclerose acelerada associada com a inflamagdo (RHO et al., 2008). O escore de
Framingham é uma formula de previsdo na populacdo em geral da probabilidade de doenca
coronariana e é calculado baseado nos resultados do “Framingham Heart Study . De acordo
com faixa etaria, sexo, valores de pressao arterial sistdlica, valores da razdo entre o colesterol
total e a fracdo HDL, presenca de tabagismo e diagnostico de diabetes é possivel estabelecer o
risco de infarto do miocardio e angina (PATHAN; NEGISHI, 2016).

Moléculas de adesédo sollveis também foram descritas como marcadores biohumorais
da extensdo e gravidade da aterosclerose (BLANKENBERG; BARBAUX; TIRET, 2003).
Nawawi e colaboradores (2003) observaram que ICAM-1 é melhor preditor de eventos
cardiovasculares futuros e que as concentracdes séricas de VCAM-1 e ICAM-1 aumentaram
moderadamente em doencas associadas com disfuncdo endotelial, evidéncia de que os niveis
de ICAM-1 parecem refletir a disfungdo endotelial sistémica de maneira eficaz quando
comparado a VCAM-1 (NAWAWI et al., 2003).

Batuca e colaboradores (2009) observaram que niveis aumentados de VCAM-1
correlacionam com baixos niveis de HDL e com atividade do LES, enguanto os niveis de
ICAM-1 néo refletiram atividade da doenca (BATUCA et al., 2009). Esses resultados podem
ser corroborados por estudos realizados na aorta de camundongos LdlIr’- que demonstraram que
a deficiéncia de VCAM-1 diminuiu a formacdo precoce de células espumosas, sugerindo o
papel crucial das moléculas de adesdo, como VCAM-1, na iniciacdo da aterosclerose
(CYBULSKY et al., 2001). Gustafsson e colaboradores (2012) encontraram que altos niveis
circulantes de VCAM-1 estavam associados com a mortalidade cardiovascular em estudo
coorte com pacientes ltpicos (GUSTAFSSON et al., 2012).

Skeoch e colaboradores (2014) realizaram de estudo coorte e verificaram niveis
aumentados de E-selectina em pacientes com LES quando comparados ao grupo controle e que
esse aumento foi independentemente associado com dano relacionado ao LES e com formagéo
de placa de carotida. Também observaram associagdo dos niveis de E-selectina com marcadores
de aterosclerose subclinica, talvez devido a ativacao endotelial cronica que pode contribuir para

a aterosclerose acelerada observada no LES (SKEOCH et al., 2014). Estudos tém sugerido que



31

a E-selectina pode ser o0 elo entre obesidade e comorbidades relacionadas (EL-MESALLAMY;
HAMDY; IBRAHIM, 2011), além de ser um potencial marcador de risco cardiovascular em
pacientes com LES (SKEOCH et al., 2014).

Pamuk e colaboradores (2014) descobriram associacédo de diferentes polimorfismos de
PECAM-1 com LES e alguns deles parecem ser protetores contra complicacfes ateroscleroticas
(PAMUK et al., 2014). Concentragdes plasmaticas elevadas do inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1) também foram documentados em numerosas desordens
cardiovasculares, especialmente a aterosclerose (MASSOT et al., 2014; VAUGHAN, 2005).

1.5. Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1)

PAI-1 ndo é uma MAC, entretanto ele € o principal inibidor da fibrindlise e contribui
para 0 aumento do risco cardiovascular em sobrepeso e individuos obesos, proporcionando
informacdes complementares se avaliado juntamente com as MACs (KOHLER; GRANT,
2000). Ele é uma proteina circulante sintetizada pelas plaquetas, hepatocitos, adipécitos, células
musculares lisas vasculares e vérias células epiteliais (HA; OH; LEE, 2009). Entretanto, o
tecido adiposo abdominal é a maior fonte de PAI-1 (BARNARD; PIETERS; DE LANGE,
2016) e seu nivel plasmético elevado é considerado marcador bioquimico da obesidade
(PHELAN; KERINS, 2014), e também componente da SM (ALESSI; JUHAN-VAGUE, 2008).

O plasminogénio é ativado em plasmina que degrada a fibrina, num processo conhecido
como fibrindlise (NICHOLL; ROZTOCIL; DAVIES, 2006). Durante a coagulacdo, a trombina
provoca a liberacdo de PAI-1 a partir das plaquetas, o que evita a degradacdo do coagulo.
Idealmente, PAI -1 é rigidamente controlado para equilibrar coagulagdo e fibrindlise (SAVOY;
VAN LIESHOUT; STEINER, 2016). Niveis elevados de PAI-1 que levam a fibrindlise
defeituosa desempenham um papel significativo na producéo de estado de hipercoagulabilidade
na SAAF primaria e secundéria (SINGH et al., 2013). Polimorfismo genéticos de PAI-1 tém
sido propostos como risco adicional de desenvolvimento de trombose arterial na SAAF, além
de se comportarem como preditores da alta atividade da NL (WANG et al., 2001).

Kwiecinski e colaboradores (2009) observaram niveis intratecais de PAI-1 aumentados
em pacientes com LES Neuropsiquiatrico (LESNP) indicando que a fibrinolise intratecal pode
estar prejudicada nesses pacientes. Além disso, demonstraram correlacdo significativa dos
niveis de PAI-1 com niveis da proteina triplete de neurofilamentos e proteina &cida fibrilar glial,
0 que sugere potencial papel da liberagéo intratecal de PAI-1 na patogénese do dano neuronal
e astrocitario em LESNP (KWIECINSKI et al., 2009).
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Somers e colaboradores (2005) relataram relacdo inversa entre niveis circulantes de
PAI-1 e funcédo endotelial em mulheres com menos de 55 anos de idade com LES. Esta relagéo
persistiu apds o controle de varios potenciais fatores confundidores, incluindo a idade, IMC e
atividade da doenca lupica (SOMERS et al., 2005). Desse modo, tem sido proposto que a
regulacéo positiva da expressdo de PAI-1 ap0s a injuria arterial favorece o desenvolvimento da
aterosclerose e que elevados niveis plasmaticos de PAI-1 estdo associados com complicacGes
da aterosclerose (FAY, 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

Os dados descritos na literatura demonstram aumento nos niveis de moléculas de adesao
em pacientes com a inflamacao cronica e disfuncdo endotelial, entre eles pacientes lupicos e
com DCV. Ademais, diversos trabalhos sugerem o envolvimento de diferentes moléculas de
adesdo no aparecimento de diferentes manifestacdes clinicas caracteristicas do LES. Entretanto,
ndo € do nosso conhecimento, até o presente momento, estudos que tenham avaliado
concomitantemente as moléculas de adesdo em pacientes com LES e a influéncia que diferentes
fatores, entre eles a presenca de SM, niveis de cortisol e anticorpos antinucleares, podem
exercer sobre o0s niveis séricos dessas moléculas. Diante deste cenario, ressalta-se a importancia
do estudo das moléculas de adesdo como possiveis biomarcadores laboratoriais para o

diagnostico de LES e 0 monitoramento da sua atividade.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar os niveis séricos de moléculas de adesdo em pacientes com LES e sua associacao
com o diagndstico e a atividade da doenca.

3.2.  Objetivos Especificos

. Comparar os niveis de moléculas de adesdo em pacientes com LES e individuos
saudaveis;
. Verificar o efeito do diagnostico, sexo, idade, etnia, IMC, hipertensdo, SM,

niveis de cortisol, ANA, DNA e uso de medicamentos nos niveis séricos de moléculas de adeséo
em pacientes com LES e individuos saudaveis;

o Determinar quais moléculas de adesdo estdo associados a presenca de LES;

o Propor um modelo de preditores para o diagnostico de LES utilizando as
moléculas de adesédo e outros parametros associados a doenca;

o Avaliar se as moléculas de adesdo podem predizer o escore SLEDAI,

. Propor modelos de preditores para o escore SLEDAI utilizando as moléculas de

adesdo e outros parametros associados a doenga.
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4, CASUISTICA E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE 01865212.0.0000.5231, Parecer
CEP/UEL n° 205.328, Anexo 1). Os individuos foram convidados a participar voluntariamente
da pesquisa e um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido dos individuos

envolvidos na pesquisa ou de seus responsaveis (Apéndice 1A e 1B).

4.2. Delineamento

Participaram deste estudo 219 individuos de ambos os sexos e com idade entre 18 e 69
anos, sendo 171 pacientes com LES selecionados do Ambulatério de Reumatologia do Hospital
Universitario de Londrina, Parana, Brasil e 48 individuos saudaveis selecionados entre
doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina. No grupo controle, 0s
critérios de exclusdo foram presenca de doencas cronicas infecciosas, doencas autoimunes,
cancer, doengas cardiacas, renais cronicos e insuficiéncia hepatica e utilizacdo de terapia para
reposicdo hormonal. Nos pacientes com LES, os critérios de exclusdo foram presenca de
doencas cronicas infecciosas, cancer e outras doencas autoimunes, além da utilizacao de terapia
para reposicdo hormonal. Informaces referentes a estilo de vida e histérico médico foram
obtidos a partir de avaliacdo clinica de cada paciente.

O diagnostico do LES foi realizado a partir dos critérios revisados do Colégio
Americano de Reumatologia (CAR) 1997 (HOCHBERG, 1997) e a atividade da doenca foi
determinada através da utilizacdo do escore SLEDAI. O SLEDAI € um indice global que inclui
24 critérios clinicos e laboratoriais especificos, e a atividade da doenca pode variar de 0 a 105
pontos (BOMBARDIER et al., 1992).

4.3. Medidas Antropométricas e Determinacao da Pressdo Arterial

O peso corporal foi avaliado com aproximacdo de 0,1 kg utilizando uma balanca
eletrbnica e com os individuos vestindo roupas leves, sem sapatos e no periodo da manha; a
altura foi medida com precisdo de 0,1 cm, utilizando-se um estadidmetro. O IMC foi calculado

como peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado. A circunferéncia abdominal (CA) foi
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medida com uma fita suave na regido entre a ultima costela e a crista iliaca, sempre com 0s
individuos na posi¢do em pé. Trés medidas da pressdo arterial foram registradas com intervalo
de um minuto entre elas depois do individuo se sentar. A média destas medic6es foi utilizada
na analise (PICKERING et al., 2005). A hipertenséo foi considerada diagnosticada quando a
pressdo arterial foi >140/90 mmHg ou quando os pacientes estavam em uso de medicagéo anti-
hipertensiva.

4.4. Exames Laboratoriais

Apo6s jejum de 12h, foram coletadas amostras em tubo de coleta a vacuo sem
anticoagulante e com anticoagulante EDTA. O material foi encaminhado imediatamente ao
laboratdrio para registro, processamento e armazenamento das amostras. Plasma e soro foram
obtidos apos centrifugacdo (10 min 2500 rpm) e armazenados em freezer -80°C até o momento
das analises quando as amostras ndo eram analisadas no mesmo dia. Todos 0s pacientes e
controles e suas respectivas amostras foram identificados por nimero e letra para garantir o

anonimato e confidencialidade dos individuos e dos resultados obtidos.

4.4.1. Marcadores Bioquimicos

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

Sindrome Metabdlica (SM) foi definida quando um individuo apresentou trés ou mais
das seguintes medidas: obesidade abdominal com circunferéncia abdominal >102 c¢cm para
homens, e >88 cm para mulheres; niveis de triglicerideos >150 mg/dL; colesterol HDL menor
que 40 mg/dL para homens e menor que 50 mg/dL para mulheres; glicose em jejum >100 mg/dL
ou uso de hipoglicemiantes; e/ou PAS >130 mmHg ¢ PAD >85 mmHg ou uso de anti-
hipertensivos, de acordo com o0s critérios propostos pela “American Heart Association”
(GRUNDY et al., 2005).

4.4.2. Marcadores Imunoldgicos

Os niveis de cortisol foram avaliados por imunoensaio em microparticula com

quimiluminescéncia (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). A determinagao
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de ANA e dos titulos de anti-dsDNA foram realizadas por imunofluorescéncia indireta (IFI)
(ANA-HEp 2, Viro-Immun-Labor-Diagnostika, GmbH, Oberursel, Germany; Nova Lite® ds-
DNA Crithidia luciliae, Inova Diagnostics, GmbH, Saint Ingbert, Germany).

4.4.3. Moléculas de Adesao

Os niveis de PECAM-1, ICAM-1, VCAM-1, E-Selectina, P-Selectina, e o PAI-1 foram
determinados pelo kit Human Magnetic Adhesion 6-Plex Panel (Novex Life Technologies,

Frederick, United States of America) para plataforma Luminex®.

4.5. Analise Estatistica

Anélises de tabelas de contingéncia (X?-teste) foram utilizadas para examinar
associacOes entre dois conjuntos de varidveis categoricas. A analise de variancia (ANOVA) foi
realizada para verificar diferencas entre grupos em variaveis continuas. Transformacdes
logaritmicas foram usadas para normalizar a distribuicdo dos dados das moléculas de adeséo.
Anélises de regressdo logistica binéaria (stepwise automaético) foram empregadas para
determinar as varidveis explanatérias significativas incluindo diagndstico, sindrome
metabolica, idade, sendo LES como variavel dependente e controles como grupo referéncia.
Utilizou-se andlise multivariada modelo linear geral (GLM) para delinear os efeitos
multivariados de variaveis explanatorias (por exemplo, diagnostico, IMC, sindrome metabdlica,
idade, sexo) sobre as varidveis dependentes, incluindo as 6 moléculas de adesdo. Testes de
efeitos entre sujeitos foram posteriormente utilizados para verificar efeitos univariados das
varidveis explanatorias estatisticamente significativas. Andlises de regressdo (stepwise
automatico) foram utilizadas para determinar variaveis explanatorias significativas, incluindo
moléculas de adesdo, ANA, titulos de DNA e SM prevendo SLEDAI. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o IBM SPSS para Windows, versdo 22. Os testes foram

bicaudais e nivel alfa de 0,05 indicaram resultados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um artigo cientifico
intitulado: “Increased Adhesion Molecule Levels in Systemic Lupus Erythematosus:
Relationships with Severity of Iliness, Autoimmunity, Metabolic Syndrome and Cortisol
Levels” e submetido a revista Rheumatology, com fator de impacto 4,524,
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ABSTRACT

Objectives: To verify disorders in adhesion molecules in systemic lupus erythematosus (SLE)
and to assess whether cortisol, nuclear autoantibody (ANA) titers and the metabolic syndrome
(MetS) are associated with adhesion molecules in SLE.

Methods: 48 healthy individuals and 171 SLE patients were enrolled. Disease activity was
determined by SLEDAI (SLE Disease Activity Index) score. Adhesion molecules and cortisol
levels were evaluated.

Results: Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1), vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1), E-selectin, P-selectin, and plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-
1) were significantly higher in SLE patients. These significant differences were not influenced
by drug treatment. Mycophenolate treatment significantly decreased intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) and increased E-selectin levels. Binary logistic regression analysis
showed that PECAM-1 and PAI-1 predicted SLE with a sensitivity of 86.5% and a specificity
of 81.3%. ANA was significantly and positively associated with PECAM-1, VCAM-1, E-
selectin, and PAI-1, whereas cortisol was negatively associated with PCAM-1 and ICAM-1.
There were significant associations between MetS and E-selectin and PAI-1. 18.2% of the
variance in SLEDAI score was explained by increased PECAM-1 values and DNA titers and
the MetS.

Conclusions: Our data confirm that adhesion molecules play a role in the pathophysiology of
SLE and show that increased adhesion molecule levels, especially PECAM-1, can be used as
an external validating criterion for the diagnosis SLE. MetS, ANA, and cortisol modulate the
adhesion molecule concentrations but do not explain their increased levels in SLE. Increased

levels of adhesion molecules must be considered a new drug target in SLE.
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Introduction

Cell adhesion molecules (CAMs) enable leukocyte adhesion and rolling along
endothelial cells surfaces and control migration of leukocytes into inflamed tissues. With the
aid of chemokines and chemoattractants, these molecules facilitate leucocyte-endothelial cell
interactions and the transmigration of inflammatory cells to sites of inflammation thereby acting
as markers of endothelial activation and dysfunction [1]. Previous studies showed increased
levels of adhesion molecules in systemic lupus erythematosus (SLE) patients [2]. Elevated
adhesion molecules levels have also been associated with disease activity [3] and its
characteristic phenotypes [4], including cutaneous manifestations [5], neurological disorders
[6] and lupus nephritis (LN) [7]. Adhesion molecules have been studied as potential biomarkers
for SLE with respect to its activity and clinical manifestations [8].

Aberrations in cell adhesive interactions have been reported in SLE, and these are often
accompanied by vascular changes and cellular infiltration of tissues [9]. Multifactorial
components are involved in the elevation of local expression as well as in levels of serum
soluble adhesion molecules, however, chronic inflammation and endothelial dysfunction are
key components [10,11]. Additionally, cortisol levels, nuclear autoantibody (ANA) and
metabolic syndrome (MetS) could further influence adhesion molecules levels.

SLE patients have diminished hypothalamic-pituitary-adrenal axis responsiveness,
causing a tendency towards lower cortisol levels. This relative hypoactivity may be a result of
chronic inflammation, or it may be a premorbid dysfunction that is important in the etiology of
rheumatic diseases [12]. Cortisol is associated with anti-inflammatory and immunosuppressive
effects and it possibly inhibits IL-1, TNF-a, Thl-type responses (IFN-y, IL-2) and induces a
Th2-type immune response (cytokines 1L-4, IL-10, and IL-13) [13]. In addition, cortisol could

also be involved in the inhibition of the expression of adhesion molecules [14].
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MetS is generally defined as a complex disorder represented by a combination of risk
factors that lead to an increased coronary heart disease risk, other types of atherosclerotic
cardiovascular diseases, and type two diabetes (T2D) [15]. Several components of MetS have
been associated with endothelial dysfunction and increased adhesion molecules levels [16]. We
previously reported that SLE patients have a high prevalence of MetS, which directly
contributes to increased inflammatory potential. In addition, a correlation of SLE Disease
Activity Index (SLEDAI) score with body mass index (BMI) and waist circumference was
found [17].

SLE has been associated with accelerated atherosclerosis attributable to a combination
of predisposing factors, including antiphospholipid antibodies, chronic glucocorticoid therapy,
nonsteroidal anti-inflammatory drug treatment, vitamin D deficiency and chronically elevated
inflammatory markers [18]. SLE has been considered an independent risk factor for endothelial
dysfunction, suggesting it is probably not associated with the occurrence of classic Framingham
risk factors [19]. Endothelial activation precedes atherosclerosis, while circulating levels of
adhesion molecules may be increased in SLE patients [18,20]. Several studies emphasize the
importance of adhesion molecules in cardiovascular events frequently observed in patients with
SLE [21,22].

Given the important role of the adhesion molecules in the pathophysiology of SLE and
disease activity, it is crucial to elucidate the possible components that could modulate these
levels and profiles, which would be associated with the pathophysiology of the disease. It is of
large clinical interest to determine models of laboratory biomarkers that can predict the
diagnosis of SLE and monitor disease activity. Thus, the aim of the present study was to
evaluate adhesion molecules in SLE and disease activity, and how MetS, cortisol levels, and
ANA could influence their levels. Finally, effective predictive models for the diagnosis of SLE

and its activity were proposed.
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Subjects and Methods
Subjects

The patients with SLE (171), of both sexes, aged from 18 to 69 years, were recruited at
the Rheumatology Ambulatory of the University Hospital of Londrina, Parana, Brazil to
participate in this cross-sectional study. SLE was diagnosed using the American College of
Rheumatology (ACR) criteria (1997)[23] and disease activity was determined using SLEDAI
score. SLE patients were divided into two groups with inactive disease (SLEDAI < 6) and active
disease (SLEDAI > 6)[24]. The patients were paired by sex, age, ethnicity, BMI and smoking.
The control group was constituted by 48 individuals selected among healthy blood donors.
MetS was defined following the American Heart Association criteria [25].

Information about lifestyle and medical history were obtained at clinical evaluation.
None of the participants in the study presented heart, thyroid, hepatic, gastrointestinal,
oncological or other autoimmune diseases, and none had a clinically evident infection or was
receiving estrogen replacement therapy. This clinical investigation was fully anonymized and
all participants gave written informed consent that was conducted according to the principles
expressed in the Declaration of Helsinki. The study protocol was fully approved by the Ethical
Committee of the University of Londrina (Parand, Brazil) (CAAE 01865212.0.0000.5231,
CEP/UEL 205.328). All mandatory laboratory health and safety procedures have been

complied.

Anthropometric measurements
Body weight was assessed to the nearest 0.1 kg using electronic scales with individuals
wearing light clothing and no shoes. Body height was assessed to the nearest 0.1 cm by using a

stadiometer. BMI was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. The waist
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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 >140/90 mmHg or use of antihypertensive

medications were the considered criteria to define hypertension [26].

Biochemical and Immunological biomarkers

After fasting for 12h, the patients underwent the following laboratory blood analysis:
cortisol levels were evaluated by chemiluminescence microparticle immunoassay (Architect,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). ANAs and antibodies anti-double stranded DNA
(anti-dsDNA) were quantified using indirect immunofluorescence with HEp2 cells as substrate
(IFI-ANA-HEp 2-1gG, Viro-Immun-Labor-Diagnostika, GmbH, Oberursel, Germany and
Nova Lite® ds DNA Crithidia luciliae, Inova Diagnostics, GmbH, Saint Ingbert, Germany,

respectively) and were considered significant when titers >1:160 e >20 1U/mL, respectively.

Adhesion Molecules and Plasminogen Activator Inhibitor Type-1 (PAI-1)

Levels of platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1), vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), E-selectin, P-
selectin, and PAI-1 were determined by Human Magnetic Adhesion 6-Plex Panel (Novex Life

Technologies, Frederick, United States of America) for Luminex® platform.

Statistical Analysis

Analyses of variance (ANOVA) were used to check between-group differences in
continuous variables. Analyses of contingency tables (X?-test) were used to examine the
associations between two sets of categorical variables. Binary logistic regression analyses
(automatic stepwise) were employed to determine the significant explanatory variables

including diagnosis, the MetS, age, explaining SLE as dependent variable and controls as the
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reference group. We used multivariate general linear model (GLM) analysis to delineate the
multivariate effects of explanatory variables (e.g. diagnosis, BMI, the MetS, age, sex) on
dependent variables, including the six adhesion molecules. Tests for between-subject effects
were subsequently used to check the univariate effects of the statistically significant explanatory
variables. We used (automatic stepwise) regression analyses to determine the significant
explanatory variables, including adhesion molecules, ANA, DNA titers and the MetS predicting
the SLEDALI. Ln transformations were used to normalize the data distribution of the adhesion
molecules. All statistical analyses were performed using IBM SPSS windows version 22. Tests

were 2-tailed and an alpha level of 0.05 indicated statistically significant results.

Results

Table 1 shows the demographic, clinical and biological data in SLE patients versus
controls. There were no significant differences in age and sex between the two study groups.
BMI and waist circumference were significantly higher in SLE patients than in controls, while
there were significantly more SLE patients with MetS than controls. There were significantly
more non-Caucasians than Caucasians in the SLE study group. Therefore, we have adjusted our
results for age, sex, BMI (or the MetS) and ethnicity. The SLEDAI score was significantly
higher in SLE patients than controls. ANA and the DNA titers were significantly higher in
patients than controls. Cortisol was significantly lower in SLE patients.

Table 2 shows the results of multivariate GLM analysis with the six adhesion molecules
as dependent variables (all in Ln transformation) and diagnosis (SLE versus controls) as a
primary explanatory variable while adjusting for other possible explanatory variables such as
age, sex, ethnicity and BMI. We found that diagnosis, BMI, and age had significant multivariate
effects on the adhesion molecules, while sex and ethnicity were not significant. Tests of

between-subject effects showed that diagnosis was associated with all adhesion molecules,



47

except ICAM-1. Table 3 shows the marginal mean values (with SE) of the adhesion molecules
obtained after this GLM analysis in patients with SLE and controls. PECAM-1, VCAM-1, E-
selectin, P-selectin, and PAI-1 were significantly higher in SLE patients than in controls. Age
was significantly and positively related to VCAM-1 and P-selectin, while BMI was
significantly and positively associated with E-selectin.

We have also adjusted our results for possible effects of drug treatments and
hypertension by entering these variables as additional explanatory variables in the above
multivariate GLM analysis. 95 of the SLE patients were treated with antimalarial medications,
55 with immunosuppressive, 20 with statins, 32 with mycophenolate, and 97 with prednisolone
(5 mg — 60 mg). Table 2 shows that there were no significant effects of treatment with
antimalarial medications, immunosuppressive, statins and prednisolone on the adhesion
molecules, while the effects of SLE remained highly significant. We found a multivariate effect
of mycophenolate on the adhesion molecules. Tests of between-subject effects showed a
significant effect of mycophenolate treatment on ICAM-1 (decreased) and E-selectin
(increased). Entering hypertension as an additional variable showed that there was no
significant multivariate effect of hypertension on the adhesion molecules and that the effects of
diagnosis remained significant.

We have also examined the effects of diagnosis and MetS (entered instead of BMI) on
the adhesion molecules, while adjusting for age, sex and ethnicity. Table 2 shows that also MetS
had a significant multivariate effect on the six adhesion molecules while the effects of SLE
remained significant. Test of between-subject effects showed that MetS had significant effects
on E-selectin and PAI-1 (all higher in subjects with the MetS).

Table 4 shows the results of logistic regression analyses with SLE as dependent variable
and control as the reference group and the five significantly different adhesion molecules as

explanatory variables. All five adhesion molecules were positively associated with SLE with



48

Nagelkerke values between 0.251 — 0.572. An automatic stepwise binary logistic regression
analysis showed that two variables were positively and significantly associated with SLE, i.e.
PECAM-1 and PAI-1. Using these two variables, 85.1% of all cases were correctly classified
with a sensitivity of 86.5% and a specificity of 81.3% (Nagelkerke = 0.642). Entry of MetS in
the same analysis showed that the latter was significantly and positively associated with SLE
while the effects of PECAM-1 and PAI-1 remained significant (X?=113.80, df=3, p<0.001;
88.9% of all cases were correctly classified with a sensitivity of 88.6% and a specificity of

89.6%; Nagelkerke = 0.699).

Table 5 shows the outcome of 5 different (automatic stepwise) regression analyses with
the SLEDAI score as dependent variable and the six adhesion molecules (regression #1) with
ANA (regression #2), DNA titers (regression #3) or with MetS (regression #4) as explanatory
variables. Regression #1 (automatic stepwise) showed that 10.7% of the variance in the
SLEDAI was explained by the regression on PECAM-1 (positively associated). Forced entry
of ANA (regression #2) showed that PECAM-1 is more important in predicting the SLEDAI
and that ANA is not significant in predicting SLE after considering the effects of PECAM-1.
Introducing DNA titers in the analysis (regression #3) showed that PECAM-1 together with
DNA titers explained 14.1% of the variance in the SLEDAI scores. Regression #4 reveals that
PECAM-1 and MetS have significant effects on the SLEDAI. Regression #5 shows that 18.2%
of the variance in the SLEDAI is explained by the regression on PECAM-1, DNA titers, and
MetS.

Table 6 shows the associations between the adhesion molecules and other biomarkers
of SLE, such as ANA, DNA titers, and cortisol levels. Multivariate GLM analysis #1 shows
that ANA had a significant multivariate effect on the adhesion molecules. Between-subject
effects revealed that ANA was significantly and positively associated with PECAM-1, VCAM-

1, E-selectin, and PAI-1. GLM analysis #2 shows that there was no significant association
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between the adhesion molecules and DNA titers. GLM analysis #3 indicates that cortisol was

significantly and negatively associated with PECAM-1 and ICAM-1.

Discussion

We simultaneously analyzed adhesion molecules PECAM-1, ICAM-1, VCAM-1, E-
Selectin, P-Selectin, and PAI-1 levels in SLE patients to study their contributions for the
prediction of SLE diagnosis and disease activity. Increased levels of all adhesion molecules,
except ICAM-1, were significantly associated with SLE. Using PECAM-1 and PAI-1 levels
(with or without the inclusion of the MetS) we were able to establish a model predicting
increased risk towards SLE: these markers correctly classified SLE (sensitivity 88.6%) and
healthy samples (specificity 89.6%). SLE was associated with higher PECAM-1, VCAM-1, E-
Selectin, P-Selectin, and PAI-1 levels. Previous studies have reported an up-regulation of
VCAM-1 [20,27], E-selectin [20,28], P-Selectin [20,27], and PAI-1 [29] in patients with SLE.

Our results show that BMI was positively associated with E-selectin and that MetS had
significant effects on E-selectin, and PAI-1 levels. These findings are in agreement with several
other studies that have consistently found associations between E-selectin, increased body
weight, obesity, glucose and lipid metabolism and MetS [30-32]. Investigators have suggested
that E-selectin levels may be regulated by the proinflammatory adipocytokine TNF-a and also
by adiponectin, an adipocytokine with anti-inflammatory, anti-diabetogenic and anti-
atherogenic properties. These adipocytokines would have the property to inhibit each other’s
production in adipose tissue [31,32]. Unlike E-selectin, which is associated with increased total
fat volume, but not with regional fat distribution [31], abdominal fat is a great source of PAI-1
[33]. Thus, high plasma levels of this molecule are expected in lupus patients with MetS, since
PAI-1 is considered an obesity biochemical marker, and central obesity is a component of MetS

[34].
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We found that attenuated cortisol levels were negatively associated with PECAM-1 and
ICAM-1. Cortisol has important immunomodulatory actions, including exerting a negative
feedback on proinflammatory cytokines and increasing IL-10 production, thereby having anti-
inflammatory and negative immune-regulatory effects [35]. Since cytokines induce adhesion
molecules on the vascular endothelium, the inverse association between cortisol and adhesion
molecules was expected.

Aging contributes to endothelial dysfunction due to increased inflammation and
oxidative stress [36]. As expected, age was positively related to VCAM-1 and P-selectin, and
these findings corroborate those from Skeoch and colleagues (2014), who also found a positive
association between age and adhesion molecules VCAM-1 and P-selectin [2].

PECAM-1 actively mediates leukocyte transendothelial migration and may mobilize to
the luminal surface, thus creating an adhesive haptotactic gradient that guides luminal
leukocytes to the junctions [37,38]. We found significant differences in serum levels of
PECAM-1 in patients with SLE compared to control group and PECAM-1 was the most
important adhesion molecule to predict SLEDAI.

In the present study, a significant effect of MetS on SLEDAI score was found,
suggesting that improving metabolic health by modulating MetS components may be important
in the treatment of active SLE.

Thus, a model predicting the SLEDAI score was established based on the levels of
PECAM-1 and DNA titers and the MetS. Importantly, PECAM-1 was the most significant
predictor variable, while ANA did not have a significant effect on the SLEDAI score after
considering the strong effects of PECAM-1. The percentage of SLEDAI score predicted
increased only marginally when DNA titers and MetS were introduced in the regressions. This
shows that increased PECAM-1 was the most important biomarker for SLE diagnosis and

severity of illness as well. The pro inflammatory activity of PECAM-1 mainly occurs at the
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final stage of leukocyte recruitment, favoring endothelial junction dilation and promoting
leukocyte migration mediated by chemokines, which lead the leukocytes through integrin
activation to the inflammatory sites [39]. Muller and colleagues (2003) consider PECAM-1 as
the essential molecule responsible for leukocyte migration through vascular endothelium via
intercellular junction [37].

The present study also demonstrated that ANA was significantly and positively
associated with PECAM-1, VCAM-1, E-selectin, and PAI-1. Anti-dsDNA is among the
laboratory parameters included in the SLEDAI score and there is a substantial percentage of
patients who are persistently negative for anti-dsDNA, thus halting proper monitoring of the
disease activity [40]. Other studies have demonstrated a correlation between disease activity,
anti-dsDNA, and other adhesion molecules. A correlation of VCAM-1 with SLEDAI and
significant positive correlation with anti-dsDNA has been previously demonstrated [41]. These
findings are consistent with the hypothesis that immune complex formation and upregulation
of adhesion molecules are involved in SLE pathogenesis. Finally, the presence of MetS
increased the predictive power of the model because this phenomenon may contribute directly
to the inflammatory state in SLE [42].

Mycophenolate is known to induce apoptosis of antigen-activated T cell clones, reduce
the production of antibodies to inhibit the expression of adhesion molecules and reduce the
influx of leukocytes and monocytes to inflammatory sites [43]. Accordingly, we found a
multivariate effect of mycophenolate on the adhesion molecules. In addition, different studies
have independently shown that mycophenolate increases [44] or has no effect on ICAM-1 [45].
Nevertheless, we found decreased ICAM-1 levels. The decreased ICAM-1 levels after drug
treatment may be explained by the inhibitory action of mycophenolate on adhesion molecule
synthesis [46]. Decreased expression of ICAM-1 due to mycophenolate has been previously

found in rodent models [46] and umbilical veins [47].
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The present study also demonstrated increased levels of E-selectin caused by
mycophenolate, but several studies suggested this medication may reduce the endothelial
expression of E-selectin [45,48]. These findings could be supported by those of Hauser and
colleagues (1997) who found elevated E-selectin expression after mycophenolate. The authors
demonstrated that pretreatment of cultured endothelial cells (EC) with mycophenolate increases
magnitude and duration of TNFa-induced expression of E-selectin, but not of ICAM-1 [49].
Transcription of E-selectin is induced and consequently increased when endothelial cells are
exposed to inflammatory cytokines, such as interleukin-1p (IL-1B) or TNF-a and this increase
appear to result from the increased stability of mMRNAs encoding E-selectin [49].

To the best of our knowledge, this is the first in vivo human study to demonstrate that:
(a) cortisol is inversely associated with PECAM-1 and ICAM-1; (b) PECAM-1 is associated
with SLE disease activity as assessed using the SLEDALI; and (c) ANA was significantly and
positively associated with PECAM-1, VCAM-1, E-selectin, and PAI-1. This study does not
claim to replace useful conventional parameters in diagnosis and monitoring of lupus disease.
However, these markers are not always sensitive or specific enough to detect ongoing disease
activity and related clinical manifestations. Therefore, the aim of this study was to propose
models to improve the SLE patient monitoring as well as to verify the precocious response to
treatment.

In conclusion, our data demonstrated that increased levels of adhesion molecules are
associated with SLE diagnosis and age, BMI, ANA, DNA titers, cortisol levels, MetS and use
of mycophenolate could influence their concentration. We also propose a model predicting SLE
diagnosis, based on PECAM-1 and PAI-1 and MetS and a model predicting the SLEDAI score,
based on PECAM-1 and DNA titers and MetS. These results show that increased levels of

adhesion molecules, especially PECAM-1, are a new drug target in SLE.
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Table 1. Socio-demographic variables and biomarker data in patients with Systemic
Lupus Erythematosus (SLE) and healthy controls.

Variables SLE FIx?IKW df p
Age (years) 39.9(13.5) 0.16 1/171 0.687
Sex (Female/Male) 120/6 2.37 1 0.124
AL 77149 15.32 1 <0.001
caucasian

BMI (kg/m?) 27.6(6.3) 13.23 1/167 <0.001
Waist Circumference 92.7(14.3) 6.82 1/161 0.010
Met S (Yes/No) 63/60 29.46 1 <0.001
Hypertension (Yes/No) 52/71 18.39 1 <0.001
SLEDAI 4.5(4.4) KW - <0.001
ANA 1258(2217) KW - <0.001
DNA titer 31.1(130.9) KW - <0.001
Cortisol (pg/dL) 7.5(4.9) 19.13 1/132 <0.001

Data are shown as mean (+SD). F/x?/KW: values of ANOVA (F), analysis of contingency tables
(x?) a Kruskal-Wallis tests. BMI: body mass index; MetS: Metabolic Syndrome; SLEDAI:
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; ANA: antinuclear antibodies; DNA:

deoxyribonucleic acid.
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Table 2. Results of multivariate General Linear Model (GLM) analysis with the adhesion
molecules as dependent variables and diagnosis, sex, ethnicity, age and body mass index
(BMI) as explanatory variables.

Dependent Independent
Type tests variables variables F df b
SLE 20.58 6/157  <0.001
o All 6 adhesion Sex 123 6/157  0.2%%
Multivariate molecules Ethnicity 0.52 6/157 0.791
Age 3.32 6/157 0.004
BMI 2.85 6/157 0.012
PECAM-1 SLE 88.25 1/162 <0.001
ICAM-1 SLE 1.15 1/162 0.286
VCAM-1 SLE 35.58 1/162 <0.001
Between-subject E-SELECTIN SLE 39.57 1/162  <0.001
offects P-SELECTIN SLE 48.72 1/162 <0.001
PAI-1 SLE 30.06 1/162  <0.001
VCAM-1 Age (+) 8.29 1/162 0.005
P-SELECTIN Age (+) 4.85 1/162 0.029
E-SELECTIN BMI (+) 10.46 1/162 0.001
Multivariate All 6 adhesion _SLE _ 10.36 6/156  <0.001
molecules Antimalarials 0.95 6/156 0.465
Multivariate All 6 adhesion SLE _ 17.47 6/156  <0.001
molecules Immunosupressives 0.74 6/156 0.617
Multivariate All 6 adhesion SL_E 19.82 6/156  <0.001
molecules Statins 1.29 6/156 0.267
Multivariate All 6 adhesion SLE 18.50 6/156  <0.001
molecules Mycophenolate 3.49 6/156 0.003
Between-subject ICAM-1 Mycophenolate (-) 4.10 1/161 0.045
effects E-SELECTIN  Mycophenolate (+) 6.48 1/161 0.012
Multivariate All 6 adhesion SL.E 18.51 6/134  <0.001
molecules Prednisone 1.32 6/134 0.255
Multivariate All 6 adhesion SLE _ 16.05 6/147  <0.001
molecules Hypertension 2.04 6/147 0.064
All 6 adhesion SLE 18.07 6/154  <0.001
. molecules MetS 5.62 6/154  <0.001
Multivariate
E-SELECTIN MetS 22.98 1/159 <0.001
PAI-1 MetS 3.39 1/159 0.027

All adhesion molecules are processed in Ln transformation. PECAM-1.: platelet endothelial cell
adhesion molecule 1; ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1; VCAM-1: vascular cell
adhesion molecule 1; PAI-1: plasminogen activator inhibitor type-1; SLE: Systemic Lupus
Erythematosus; BMI: body mass index; MetS: Metabolic Syndrome.
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Table 3. Estimated marginal mean (SE) values of the 6 adhesion molecules obtained by
the multivariate General Linear Model (GLM) analysis shown in table 2 (with ethnicity,
sex, age, BMI and metabolic syndrome as covariables).

Variables Controls SLE
PECAM-1 (pg/mL) 27657 (2742) 42165 (2088)
ICAM-1 (pg/mL) 307578 (434609) 551985 (330876)
VCAM-1 (pg/mL) 632196 (103084) 977995 (78480)
E-SELECTIN (pg/mL) 117343 (27023) 200452 (20573)
P-SELECTIN (pg/mL) 132944 (19652) 200334 (14962)
PAI-1 (pg/mL) 99921 (26985) 156020 (20545)

PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ICAM-1: intercellular adhesion
molecule 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; PAI-1: plasminogen activator
inhibitor type-1.
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Table 4. Results of binary logistic regression analysis with SLE as dependent variable (and
control as reference group), adhesion molecules and metabolic syndrome as explanatory

variable.
. Odds

Independent variables Wald df p Ratio 95% CI Nagelkerke
PECAM-1 3644 1 <0.001 1.29 1.19-1.40 0.572
ICAM-1 21.07 1 <0.001 1.00 1.00-1.00 0.267
VCAM-1 2754 1 <0.001 1.25 1.15-1.36 0.379
E-SELECTIN 30.10 1 <0.001 1.03 1.02-1.03 0.362
P-SELECTIN 1546 1 <0.001 1.02 1.01-1.03 0.251
PECAM-1 + 3041 1 <0.001 1.26 1.16-1.36 0.642
PAI-1t 929 1 0.002 1.02 1.01-1.03 '
PECAM-1 + 2656 1 <0.001 1.25 1.15-1.36
PAI-1 + 965 1 0.002 1.02 1.01-1.02 0.699
MetS? 9.22 1 0.002 9.61 2.23-41.42

PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ICAM-1: intercellular adhesion
molecule 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; PAI-1: plasminogen activator
inhibitor type-1; MetS: Metabolic Syndrome.
185.1% of all cases were correctly classified with a sensitivity of 86.5% and specificity of

81.3%

288.9% of all cases were correctly classified with a sensitivity of 88.6% and specificity of

89.6%



64

Table 5. Results of (stepwise automatic) univariate regression analyses with the SLEDAI
score as dependent variable.

Explanatory variables (t and p value) F df P R?(%)
(1) PECAM-1 (t=+4.48, p<0.001) 20.07 1/168 <0.001 10.7%
(2) PECAM-1 (t=+p3:-i(3)765r350-001); ANA(E+L9L 1501 21167 <0001 12.6%

(3)  PECAM-1 (t=+4.18, p<0.001); DNA titers :
(242.79, p=0.006) 1402 2171 <0001 14.1%

(9 PECAM-L(=1348 p=0001): MetS (=260, 1450 gr16n <001 149%
(5)  PECAM-L (t=+5.10, p=0.002); DNA titers :
(t=+2.63, p=0.009; MetS (t=+2.70, p=0.008) 1238 3167 <0.001 18.2%

(1) Stepwise automatic

(2) With forced entry of ANA

(3-5) With entry of DNA titers or/and Metabolic Syndrome presence (MetS)

PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ANA: antinuclear antibodies; DNA:
deoxyribonucleic acid; MetS: Metabolic Syndrome.
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Table 6. Results of multivariate General Linear Model (GLM) analyses with the adhesion
molecules as dependent variables and antinuclear antibodies (ANA), deoxyribonucleic
acid (DNA) titers and plasma cortisol as explanatory variables.

Dependent Independent
Type tests variables variables F df P
All 6 adhesion
Multivariate (1) molecules ANA 340  6/153  0.004
PECAM-1 ANA 11.13 1/158 0.001
Between-subject VCAM-1 ANA 11.58 1/158 0.001
effects E-SELECTIN ANA 9.26 1/158 0.003
PAI-1 ANA 5.21 1/158 0.024
Multivariate (2) All 6 adhesion DNA titers 088  6/157  0.509
molecules
All 6 adhesion
Multivariate (3) molecules Cortisol 2.88 6/117 0.012
Between-subject PECAM-1 Cortisol (-) 5.87 1/122 0.017
effects ICAM-1 Cortisol (-) 4.09 1/122 0.045

PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ICAM-1: intercellular adhesion
molecule 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; PAI-1: plasminogen activator
inhibitor type-1; ANA: antinuclear antibodies; DNA: acid.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo permite as seguintes conclusdes:

o Pacientes com LES apresentaram aumento nos niveis séricos das MACs
(VCAM-1, PECAM-1, E-Selectina, P-Selectina) e do PAI-1 quando comparados ao grupo
controle;

. O diagnostico de LES, a idade, o IMC, o uso de micofenolato, a presenca de SM,
apresenca de ANA, os titulos de DNA e os niveis de cortisol podem influenciar os niveis séricos
de moléculas de adesdo. Os niveis de VCAM-1, PECAM-1, E-Selectina, P-Selectina, e do PAI-
1 foram positivamente associados a presenca de LES. O aumento da idade influenciou
positivamente os niveis de VCAM-1 e P-Selectina, enquanto o IMC provocou efeito semelhante
sobre E-Selectina. O uso de micofenolato afetou negativamente os niveis de ICAM-1 e
positivamente os niveis de E-Selectina. A presenca de SM afetou os niveis de E-Selectina e, de
PAI-1, enquanto ANA influenciou os niveis de PECAM-1, VCAM-1, E-Selectina e, de PAI-1.
Por fim, os niveis de cortisol influenciaram negativamente os niveis de PECAM-1 e ICAM-1;

o Foi proposto um modelo de preditores para o diagnéstico de LES utilizando-se
niveis de PECAM-1, PAI-1 e a presenca de SM, e este foi capaz de classificar corretamente
88.9% de todos os casos com sensibilidade de 88.6% e especificidade de 89.6%;

. Foi proposto um modelo de preditores para o escore SLEDAI no qual utilizou-
se os niveis de PECAM-1, titulos de anti-dsDNA e presenca de SM, e este foi capaz de explicar

18.2% da variagéo observada no escore SLEDALI.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados demonstraram que niveis séricos de moléculas de adesdo foram
associados com o diagnostico de LES e a atividade da doenca, sendo influenciados pela idade,
IMC, ANA, titulos de anti-dsDNA, niveis de cortisol, presenca de SM e uso de micofenolato
podem influenciar suas concentra¢cdes. Algumas moléculas de adesdo podem ser utilizadas
como preditores da doenca e de sua atividade.

Futuros estudos sdo necessarios para melhorar a compreenséo sobre a fisiopatologia do
LES e permitir a implementacdo de MACs para 0 monitoramento da resposta ao tratamento e

deteccdo precoce de manifestacdes clinicas do LES, além de propor novos alvos terapéuticos.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:

“Associacido entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lupus Eritematoso
Sistémico em pacientes atendidos no Ambulatdrio do Hospital de Clinicas da

Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “Associa¢io entre polimorfismos
genéticos e a susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES) 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 ¢ “determinar se existe
associacdo entre fatores genéticos do individuo e a chance de desenvolver LES e se existe
associacao com o quadro clinico da doenga”. A sua participacao ¢ 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 20 mL de sangue periférico para realizacdo de exames laboratoriais
relacionados ao LES, e uma entrevista para vocé fornecer informacdes sobre estilos de vida
como dieta e exercicios fisicos. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente
voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar ou mesmo desistir a qualquer momento sem
que isto acarrete qualquer dnus ou prejuizo a sua pessoa. Informamaos, ainda que as informacdes
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 cddigos com letra e nimero garantindo
o0 absoluto sigilo e confidencialidade dos resultados. Apds sua utilizacdo, as amostras serao
armazenadas em freezer sob a responsabilidade do pesquisador responsavel para outros estudos

genéticos relacionados ao LES.

A participacdo no projeto ndo apresenta riscos ao (a) senhor (a) 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 doenca ou a chance de um

individuo previamente com a doenca em desenvolver quadros clinicos mais graves como a NL.
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Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua participacao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
qguando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa.

Caso vocé tenha diavidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contatar:
Professora Dra. Andrea Name Colado Simao, no Setor de Imunologia Clinica do
Laboratério de Anélises 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
33712490.
Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente

preenchida e assinada entregue a VOCé.

Londrina, de de 2012.

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

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita

acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):
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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APENDICE B
Ficha de avaliacdo dos pacientes.
FICHA DE AVALIAC;AO - PROJETO LES

NOME: PRONTUARIO:
DATA NASC: CAUCASIANO ()

NAO CAUC ()
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

Escore SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

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

SLE Daily Activity Index: Data Collection Sheet

83

SLEDAI
Seore Desu::rip!lor Datdinition
B
Saizures Facan onsel. Exclude metabolic, infectious or drug causes.

8 ‘Paychosis Altered ability 1o funclion in normal activity dus to severe disturbance in the
perception of reality. Include hallucinations, incoharence, marked loose
assooiations, impaverished thoughl content, marked illogical thinking, bizarre,
disorganized or catatonic behavior. Exclude uremia and drug causas.

2 Qrganic brain syndrome Alterad menal lunction with impaired arientation, memory, or other inteliectual
function, with rapid cnset and fluctuating clinical featuras. Inclede clouding of
consciousness with reduced capacity 10 focus, and inability to sustain aftantion
te envircnment, plus at least 2 of the following: perceptual disturbance,
incoherent speech, insomnia of daytime drowsiness of increased or decreased
psyvchomator activity, Exclude metabolic, infection or dug causes.

E Vizual disturbance Retinal changes of SLE. Include cyloid badies, retinal hemorrhages, sarcus
exudate or hemorhages in the choroid or optic neurifis, Exelude hypertension,
infection or drug causes.

B Cranial nerve disordar Mew onset of sensory or motor neurapathy involving cranial Renes.

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

B CVA MWew anset of cersbrovascular accident(s). Excluds arteriosclerosis.

B Yazculitiz Ulzeration, gangrene, lander finger nodules, pariungual infraction, splinter
hemaorthiages, of biopey or angiogram prool of vasculitis.

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 elevatad creatine
phosphokinase/aldolase or electromyogram changas or a biopsy showing
rrgosilis.

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

4 Hemaluria =5 rad blood cells high power field. Exclude stoneg, infection or other cause.

4 Profeinuria =05 am/@4 hours. New onset ar recant increase of more than 0.5 griviad hours.,

4 Pyuriz =& white blood cellsfhigh powsr fieid. Exclude infection.

2 Mew rash Mew ensat of recurrence of inflammatery type rash.

2 Alopecia Mew cnset or recurrence af abnormal. patchy or diffuse loss of hair.

2 Mucasal ulcers Mew onset or recurrance of sral of nasal ulcerations,

2 Pleurisy Pleuritic chesi pain with pleural rut o effusion, or pleural thickening.

2 Pericarditis Pericardial pain wilh at least 1 of the following: rub, effusion or electrocardiogram
ar achocardiegram confirmation,

2 Low complement Decrease in CHE0, T3 or 54 below tha lower imil of normal for testing laberatary.

2 Increased DNA binding =25% binding by Farr assay or above normal rangs for lesting laboratary.

1 Fewver =38, Exclude infectious cause.

! Thrombocytopenia < 100,000 plateletsimm?,

1 Leukopenia <3,000 white bipod cellsimm®. Exclude drug causas.

TOTAL SLEDAI SCORE:

Reprinted, with parmission, from Bombardier C{72]
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da Universidade Estadual

de Londrina.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA - UEL/ HOSPITAL %" o e
REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Andréa Name Colado Simao

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 01865212.0.0000.5231

Instituigcdo 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
predisposigcao ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Assim, a hipdtese levantada neste projeto é de que
individuos que apresentam polimorfismo genético nos genes que codificam a Proteina C Reativa, o HLAe 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 associagcdo 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.

Avaliagdo 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

Telefone: (43)3371-2490 E-mail: cep268@uel.br
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REGIONAL DO NORTE DO

doenca em desenvolver quadros clinicos mais graves como a nefrite lipica. 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 gendétipo ou um conjunto de haplétipos associado ao LES poderdo 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 monitorizacdo clinica

destes individuos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O Projeto esta bem estruturado e & relevante para o avancgo das investigagbes sobre LES.

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

Encaminhar relatério ao final do estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nao ha.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:
Prezada Pesquisadora,

Favor retirar seu parecer de aprovacgad junto ao CEP/UEL.

Enderego: AVENIDA ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA CEP: 86.038-440

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-2490 E-mail: cep268@uel.br
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LONDRINA, 04 de Margo de 2013

Qe

Assinador por:
Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
(Coordenador)

Enderego: AVENIDA ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA

CEP: 86.038-440

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-2490

E-mail: cep268@uel.br
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ANEXO C

InstrucOes para autores da revista Rheumatology.

Quick Submission Guide for Rheumatology Manuscripts

The guide is a brief summary of the requirements for submission to Rheumatology. For
more detailed information and exact word count, please read the Journal’s instructions to
authors.

Any material for consideration in Rheumatology should be submitted through
http://mc.manuscriptcentral.com/rheumatology. Online submission requires the full
names and e-mail addresses of all the authors.

Article types

Original articles: up to 3500 words, 6 tables/figures, up to 50 references
Concise reports: up to 2000 words, 1-2 tables/figures, up to 20 references
Reviews: up to 4000 words, 6 tables/figures, no limit on references
Editorials: up to 1000 words, 1 tableffigure, up to10 references

Letters: up to 800 words, 1 tableffigure, up to 8 references

Format

All papers must be written in English on
A4 paper, single column. Prepare your
manuscript, including tables, using a
word processing program and save it as
a .doc or .rif file.

Title page

Include the title of the manuscript, the
full names and affiliations of all the
authors (indicated by superscript
numbers next to each author's name in
numerical order) and the postal and e-
mail addresses of the corresponding
author. Include up to 10 key words that
reflect the content of the article.

Abstract

For original articles, provide a structured
abstract of no more than 250 words,
organised into the headings Objectives,
Methods, Results and Conclusions.
Reviews have unstructured abstracts
and letters and editorials have no
abstract.

References

References in the text should be given
as numbers within square brackets,
placed in line with the text and in order
of appearance (Vancouver style). They
should be listed in numerical order at
the end of the paper.

Ethical approval

Manuscripts in which experiments on
patients or healthy volunteers, patients'
case histories or use of genetic material
are reported should state that (1) the
subjects' written consent was obtained
according to the Declaration of Helsinki
(most recently at the General Assembly
in October 2008), and (2) the study has
been approved by local ethics
committee/institutional review board or
that it conforms to standards currently
applied in the country of origin; the
name of the authorizing body should be
stated in the paper. This information
should be added to the methods section

Patient Consent

For papers in which detailed patient
information (e.g. case reports) is given,
a signed Rheumatology patient consent
form will need to be filled out and a
statement that consent was obtained will
need to be inserted in the manuscript.
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Clinical trials

Rheumatology requires the registration
of all clinical trials in line with ICMJE and
WHO guidelines. The trial registration
number should be stated at the end of
the abstract in the format:

Trial registration: [name of the trial
registry, registry URL, trial registration
number].

Figures and tables

All figures and tables must be
referenced in the text and numbered
consecutively in the order that they
appear in the text. Each figure/table
must have a legend beginning with a
brief title (no more than 10-15 words)
that reflects its content. Figures should
be at least 70 mm wide and 1200 dpi
[dots per inch] for line drawings or 300
dpi for images and colour figures.

Key messages

Include up to 3 key messages for
original articles, concise reports and
reviews (1 for case reports and letters
other). Each key message should be a
maximum of 15 words.

Acknowledgements

Contributors who do not meet the
criteria for authorship should be
included in this section. Anyone
acknowledged in this section must have
agreed to their inclusion in the paper.

Conflict of interest statement

Papers must contain a disclosure
statement indicating any potential
financial conflicts of interest any of the
authors may have. If none of the authors
have any conflicts, insert a statement
that the authors declare no conflicts of
interest. See the Journal’s conflict of
interest policy for more information.

Funding

Details of all funding sources for the
work in question should be given in a
separate section entitled 'Funding'. Any
role a sponsor played should be detailed
in the statement. See the Journal’s
funding policy for more information.

Statistics

Statistical methods must be detailed and
should conform to the statistical
quidelines published in Rheumatology
2009; 48: 462-3.

Revised papers

Please submit your revised paper online
via the author centre in Manuscript
Central by clicking ‘Manuscripts with
Decisions’. To create a revised version
of this manuscript, click ‘create a
revision’ under the action column. A
detailed list of author responses to
reviewers’ comments must be provided
along with a highlighted copy of the
revised manuscript that shows all the
changes.



