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O envolvimento das Células Dendriticas no Lipus Eritematoso Sistémico

Resumo

O Lapus Eritematoso Sistémico (LES) resulta de um funcionamento incorreto do
sistema imunitario, afetando preferencialmente mulheres na sua idade fértil. O
desenvolvimento desta patologia é modulado por fatores genéticos, hormonais e ambientais,
apresentando ainda um vasto leque de sintomas e um decurso imprevisivel, o que torna o
diagnostico do LES dificil.

As células dendriticas (DCs) sao células imunitarias com um papel crucial na
imunidade dos individuos, e por isso, constituem alvos terapéuticos promissores para
doencgas autoimunes, como o LES. DCs imaturas, e por isso com um perfil tolerogénico,
possuem a capacidade de induzir tolerancia pelas células imunitarias, como linfocitos T CD4
e linfocitos B, reduzindo respostas inflamatorias aos auto-antigénios provenientes de células
apoptoticas. A presente monografia tem por objetivo apresentar estudos recentes focados
nestas células, especificamente em estratégias de terapia celular para o LES, uma doenga com

elevada morbilidade e mortalidade.

Abstract

The Systemic Lupus Erythematosus (SLE) results from a malfunction of the immune
system, mainly affecting women in their childbearing years. The development of this disease
is modulated by genetic, hormonal and environmental factors, still presenting a wide range of
symptoms and an unpredictable course, what makes a SLE diagnosis difficult.

Dendritic cells (DCs) are immune cells with a key role in immunity of individuals, and
therefore, are promising therapeutic targets for autoimmune diseases such as SLE. Immature
DCs and therefore with a tolerogenic profile, have the ability to induce tolerance by immune
cells, such as CD4 T-lymphocytes and B lymphocytes, reducing inflammatory responses to
autoantigens from apoptotic cells. This monograph aims to present recent studies focused
on these cells, specifically in cell therapy strategies for SLE, a disease with high morbidity and

mortality.




Abreviaturas

Ac — Anticorpos

Ag — Antigénio

ANA — Anticorpo Antinuclear

APC - Célula Apresentadora de
Antigénio

ATP — Adenosina Trifosfato

BAFF — B-cell activating factor

BlyS — B lymphocyte stimulator

CIC — Imunocomplexos Circulantes
DC — Células Dendriticas

DNA — Acido desoxirribonucleico

DsDNA - Acido desoxirribonucleico de
dupla cadeia

HMGBI| - Proteinas de grupo | de
elevada mobilidade

IC — Imunocomplexos

IFN — Interferao

Ig — Imunoglobulina

IL — Interleucina

LES — Lupus Eritematoso Sistémico
mDC — Células Dendriticas Mieloides

MHC - Complexo magjor de
histocompatibilidade

O envolvimento das Células Dendriticas no Lipus Eritematoso Sistémico

mRNA - Acido Ribonucleico mensageiro
NET - Neutrophil extracelular traps
NK — Natural Killer

PAMP —Padroes Moleculares Associados
a Agentes Patogénicos

pDC — Células Dendriticas plasmocitoides
RNA - Acido Ribonucleico

ssRNA — Acido Ribonucleico cadeia
simples

T.— Linfocitos T Citotoxicos

TGF — Fator de Transformacao de
Crescimento

T, —Linfocitos T auxiliares
TLR — Recetores Toll-like
TNF — Fator de Necrose Tumoral

TolDC - Células
Tolerogénicas

Dendriticas

Treg — Linfocitos T reguladores

UV - Ultravioleta
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Introducao

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga autoimune crénica caraterizada
por uma enorme variedade de sintomas, de diagnostico complexo e causada por inUmeros
fatores internos e externos ao individuo.

Linfécitos B, T e células dendriticas e as suas interacoes funcionais durante as
respostas imunoldgicas contribuem fortemente para a fisiopatologia do LES, apesar da
origem desta doenga ser ainda alvo de investigagao clinica e cientifica.

Esta patologia tem uma incidéncia estimada entre | a 10 casos por 100 000 pessoas
por ano e uma prevaléncia entre 20 a |50 casos em cada 100 000 individuos[I], sendo
crucial o estudo das células imunitarias envolvidas na fisiopatologia e dos mecanismos
celulares e moleculares subjacentes ao LES, por forma a identificar alvos terapéuticos
suscetiveis de manipulagao farmacoldgica e celular.

Atualmente existem alguns farmacos utilizados para o tratamento desta doenga,
contudo, nao existe ainda um tratamento universal que seja eficaz para a maioria dos
doentes, em parte devido ao facto do LES apresentar elevada heterogeneidade nos seus
sintomas e decurso. Deste modo, a terapéutica do LES é também sujeita a estudos
cientificos e clinicos.

Durante a presente monografia irdao ser descritos os mecanismos envolvidos na
fisiopatologia da doenca, os fatores que predispoem a populagao para o lUpus, as estratégias
terapéuticas atualmente utilizadas e ainda novas abordagens promissoras para o seu

tratamento.
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O Sistema Imunitario

O sistema imunitario, ao contrario dos restantes sistemas do organismo humano, nao
tem uma unidade anatémica circunscrita e a sua principal fungao é a de manter a integridade
do organismo, promovendo a sua adaptagdo a estimulos externos. As células protagonistas
do sistema imunitario sao os globulos brancos ou leucocitos que se subdividem em linfocitos
(T e B), células natural killer (NK), neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, células dendriticas e
monocitos, que nos tecidos se diferenciam em macrofagos.

Quando o organismo humano é afetado por agentes externos, a imunidade inata,
constituida pelas barreiras fisico-quimicas externas, células fagocitarias (macrofagos,
neutrofilos, células NK e células dendriticas) e o sistema do complemento, é imediatamente
ativada. Esta vai atuar inicialmente e caso seja insuficiente no combate aos agentes
patogénicos, é a imunidade adaptativa, mediada pelos linfocitos, que ira atuar.

Existem dois grupos de linfocitos:

- Os linfocitos B diferenciam-se em plasmocitos, em resposta a antigénios (Ag) e estes
por sua vez produzem imunoglobulinas (Ig) ou anticorpos (Ac) especificos para esses
antigénios por forma a combater os agentes invasores. Apds a eliminagdo dos agentes
patogénicos, os linfocitos B reduzem a produgao de Ac, sendo que alguns se mantém ativos,
memorizando o antigénio em questao e proporcionando uma resposta mais rapida e eficaz
caso o organismo volte a ser infetado pelo mesmo Ag. A este mecanismo da-se o nome de
resposta imunitaria humoral.

- Os linfocitos T podem ser linfocitos T, (também conhecidos como células CD4) ou
auxiliares, que ao libertarem citocinas, além de regularem a diferenciagao, crescimento e
fungao de varias células, vao ainda ativar os linfocitos Tc (também conhecidos como células
CD8) ou citotoxicos que destroem as células infetadas. A este processo da-se o nome de
imunidade celular.

Durante as respostas inflamatorias, além do envolvimento das células anteriormente
referidas, ocorre também a ativagao dos mastocitos, que sao células produtoras de
histamina, responsaveis por vasodilatagio e aumento da permeabilidade dos capilares, com
consequente aumento do fluxo sanguineo e recrutamento de um maior numero de
leucocitos ao local. Assim, ha passagem de plasma para os tecidos e irritagao das

terminagoes nervosas sensitivas, traduzindo-se numa sensa¢ao dolorosa [2,3].
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Lapus Eritematoso Sistémico — uma doen¢a autoimune

Numa doenga autoimune, o sistema imunitario esta alterado e é incapaz de distinguir
as células e tecidos saudaveis do organismo de agentes externos, resultando na produgao de
anticorpos contra o proprio organismo — auto-anticorpos.

Especificamente, no caso do Lupus Eritematoso Sistémico sao produzidos auto-
anticorpos principalmente contra antigénios nucleares, embora também possam reconhecer
componentes citoplasmaticos e da membrana celular, levando a uma lesao tecidular
generalizada [4]. Assim, os principais sintomas associados a esta doenga devem-se a
acumulagao ou origem in situ de antigénios nucleares como histonas ou DNA de dupla
cadeia, alguns antigénios citoplasmaticos e correspondentes IgGs auto- reativas.

Os sintomas do LES incluem artrite, dor, febre,
dificuldade na locomogao, problemas de visao, inflamagao dos
rins (dos sintomas mais severos e alarmantes), pressao arterial
elevada, fotossensibilidade, fenédmeno de Reynaud, cansago,
perda de peso e lesdes na pele, como vermelhidao em forma
de “asa de borboleta”. Excetuando este ultimo, todos os outros
sintomas sao heterogéneos e similares noutras doencas, o que
tornam o diagnostico do LES ambiguo. Esta doenga pode

manifestar-se numa fase passiva, em que os sintomas sao menos

acentuados, ou numa outra mais ativa, em que estes sao

llustracdo 1[26] — lesGes cutaneas
carateristicas do LES.

bastante exacerbados [5,6,7].
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superior em afro-americanos, hispanicos e asiaticos, comparativamente aos caucasianos, pelo
que os sintomas também tendem a ser mais severos nestas ragas/etnias. Nestes casos, o
compromisso renal tende a ser muito mais comum do que nos europeus [8]. Além disto,
verificou-se uma maior predisposi¢ao para esta doenga na mulher quando comparada com o

homem, numa proporgao de 9:1, principalmente durante o seu periodo fértil [1].

Fatores para a predisposicao de LES

A origem do Lupus Eritematoso Sistémico ainda nao é totalmente conhecida, apesar
de se saber que existem varios fatores que contribuem para a patogénese desta doenga.

Fatores Genéticos:

Foi comprovado que a taxa de incidéncia da doenga é muito superior em gémeos
monozigoticos (25%) quando comparada com gémeos dizigoticos (2%). Contudo, verificou-
se que a2 mutagao num unico gene é um fator pouco significativo quando comparado com a
combinacao de varios genes e fatores ambientais.

Estudos realizados mostraram ocorrer incapacidade da metilagio do DNA em
individuos com LES, facto que contribui para a expressio aumentada de proteinas
inflamatorias. Foi demonstrado que farmacos como hidralazina ou procainamida, assim como
herbicidas, conservantes, tintas, plasticos e tabaco, estio associados ao LES por também
induzirem hipometilagao do DNA.

Por fim, também a hipometilagio do DNA aumenta a taxa de apoptose das células
mononucleares do sangue periférico, evento potenciador de reagdes autoimunes [I].

Fatores ambientais e hormonais:

A razao da enorme discrepancia verificada para a predisposicao do LES entre
mulheres e homens é um assunto ainda em discussao e o papel das hormonas sexuais na
contribuicao da patogénese do lUpus ainda permanece por esclarecer. Contudo, verificou-se
que mulheres com lUpus apresentam niveis de estrogénios anormalmente elevados quando
comparados com androgénios, devido a um aumento na atividade da enzima que converte
androgénios em estrogénios - a aromatase. Estudos in vitro demonstraram um aumento da
produgao de citocinas inflamatorias, especialmente interferao o (IFN-0), provenientes das
células dendriticas (DCs), linfécitos T e B expostos aos estrogénios. Por este motivo, o risco
de desenvolvimento de LES é também elevado durante a gravidez, devido ao aumento das
hormonas sexuais circulantes. Na fase pos-parto, ha niveis elevados de prolactina que

estimulam também o sistema imunitario, particularmente as células B [I]. Além disto,
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verificou-se que mulheres que se encontram ja no periodo da menopausa, mas que recebem
terapia de substituicio hormonal, mostram elevado risco de desenvolver LES
comparativamente as que nao efetuam este tratamento [9].

Agentes externos:

A presenca de agentes exdgenos ao organismo ira contribuir para a exacerbagao de
reagoes inflamatérias e consequentemente para um agravamento dos sintomas. Virus,
bactérias, agentes quimicos e radiagoes UV (fator ambiental crucial no desenvolvimento do
lGpus)[9], ao estimularem também a resposta inflamatoria, originam a produgao de Ac com

aumento da probabilidade de ocorrerem reagoes autoimunes [1].

Intervenientes na fisiopatologia do LES

Apesar de se saber que a etiologia de LES é multifatorial, sio os processos
inflamatorios, as alteragoes genéticas e epigenéticas e as respostas do sistema imunitario
adaptativo e inato que assumem a responsabilidade maior no desenvolvimento desta
patologia [10].

Assim, referem-se os eventos celulares e moleculares que mais se destacam na

génese do lupus:

v' CELULAS DENDRITICAS

Sao células apresentadoras de antigénios (APC) profissionais e como tal, responsaveis
também por alteragdes funcionais e fenotipicas carateristicas do LES.

Na sua fase matura, estas células apresentam um papel fundamental na apresentagao de
antigénios, como microrganismos, |Cs (imunocomplexos), células derivadas do sistema
imune inato e adaptativo e células mortas ou detritos destas, as células imunitarias, por
forma a ser ativada uma resposta imunoldgica eficaz contra esses antigénios. Apos o
reconhecimento, captacao e processamento de antigénios, as DCs migram para os orgaos
linféides secundarios, apresentando os Ags acoplados a moléculas do MHC (complexo major
de histocompatibilidade) as células T ai residentes.

Quando as DCs reconhecem auto-antigénios, irdao entio ser as responsaveis pela
apresentacao destes aos linfocitos T, desencadeando-se uma resposta autoimune [6,12,15,

16].
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v' ANTICORPOS ANTINUCLEARES

Os anticorpos antinucleares (ANA), tal como o préprio nome indica, vao reconhecer
antigénios do nucleo celular, como o DNA de dupla cadeia e ribonucleoproteinas. Os Ac
anti-DNA fazem parte de um grupo especifico de anticorpos que se podem ligar a DNA de
cadeia simples ou dupla, ou ambas, e podem ser IgM, anticorpos naturais presentes em
individuos saos, ou IgG com maior afinidade para o DNA. Estes ultimos, ao se ligarem ao
DNA de dupla cadeia libertado sob a forma de nucleossomas pelas células em apoptose,
formam complexos imunes circulantes — CICs - que |hes conferem a sua patogenia. Como
resultado, para além da inflamagao causada, os CICs tendem a depositar-se em tecidos apos

a exposi¢ao a antigénios nucleares provenientes da apoptose [9,1 I].

v LINFOCITOS T

Verificou-se que péptidos de determinadas histonas conseguem estimular linfocitos T,
para produzir citocinas, que por sua vez levam a proliferagao de linfocitos B, bem como a
producao de Ac especificos para estes epitopos provenientes dos nucleossomas. Assim, a
interagao das células B e T estimulada pela presenga de auto-antigénios leva a reagoes
autoimunes e, consequentemente, ao desenvolvimento do LES.

Além dos linfocitos T, também linfocitos T, (células T reguladoras), estao envolvidas

reg
neste processo. Estas células tém a capacidade de regular a atividade dos linfocitos T, e B,
conseguindo reduzir as respostas inflamatorias. Anomalias nestas células sao também

determinantes no desenvolvimento de reagoes autoimunes [9,11].

v LINFOCITOS B

O LES é uma doenga dependente das células B, uma vez que sao estas as responsaveis
pela producio de anticorpos, nomeadamente Ac anti-dsDNA. A sua superficie, as células B
possuem recetores FcyRIIb inibitdrios, que regulam a sua ativagao e controlam a sua
tolerancia. A deficiéncia destes recetores leva a ativagao destas células imunitarias que, para
além de produzirem citocinas inflamatorias, vao processar e apresentar antigénios,
inclusivamente os que contém material nuclear circulante (Ag-IgG ICs), através de moléculas

MHC-II as células T, desencadeando-se respostas autoimunes [12].
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v' TLR — RECETORES TOLL-LIKE

Estes recetores existem a superficie de APCs e permitem o reconhecimento de
microrganismos. TLRI, TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 e TLR9 sio recetores que também
reconhecem elementos enddgenos, como proteinas de grupo | de elevada mobilidade
(HMGBI), proteinas de choque térmico (HSP60-70), proteina surfactante A, fibronectina,
fibrinogénio, lactoferrina, soro amildide A, fragmentos de acido hialurénico, sulfato de
heparano, mMRNA, ssRNA, e ICs contendo cromatina. Tal como acontece com agentes
patogénicos, o reconhecimento destes elementos endodgenos por parte dos recetores TLR

ira desencadear reacoes inflamatorias contra moléculas/estruturas do proprio organismo

[12].
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llustragao 2['l — A: uma quebra nos mecanismos de controlo da tolerancia central ou periférica podem
levar a expansao e diferenciagdo de linfocitos T auto-reativos que por sua vez ativam linfocitos B auto
reativos; B: linfécitos B podem ser ativados, pelo mecanismo classico, pelos linfécitos T ou
alternativamente, através da ligagées com imunocomplexos com auto-DNA/RNA e TLRs. Além disto,
BAFF/Blys estdo envolvidas na patogénese do LES uma vez que afetam a sobrevivéncia dos linfocitos B de
memoria bem como a sua maturagao e tipo de imunoglobulinas. BAFF/Blys sao estimuladas por IFN-y, IL-
10 e CD40 produzidos em condig¢oes inflamatérias (TLRs — recetores Toll-like, BAFF — fator de ativagao

celular, Blys — estimulador de linfocitos B).

Apoptose

As células que terminam o seu ciclo de vida sio uma fonte de antigénios nucleares e
como tal, quando apresentados ao sistema imune num contexto patoldgico, levam a uma
resposta inflamatoria e autoimune.

Ha dois processos pelos quais as células podem morrer:

I) Necrose: A morte celular deve-se ao facto da célula ja se encontrar no seu término
de vida ou a algum estimulo externo, como um agente patogénico, isquémia, radiagoes

10




O envolvimento das Células Dendriticas no Lipus Eritematoso Sistémico

ou citocinas, levando a um fenémeno violento, repentino, desorganizado e patoldgico.
Ocorre desintegracao celular e libertagao de componentes intracelulares para o meio
extracelular, como HMGBI, acido hialurénico e acido drico. Consequentemente, ha
secregao de Ac com afinidade para ligar ao DNA nuclear.

2) Apoptose: a morte é programada pela propria célula sendo posteriormente
removida por células fagocitarias. Além disto, sao desencadeadas reagoes enzimaticas
que levam a desorganizagao autolitica, como resultado da clivagem de proteinas,
enzimas e DNA, nao havendo libertagio de componentes apoptoticos para o meio

extracelular [9].

Alteracoes ha apoptose e resposta autoimune

A apoptose € um mecanismo fundamental no equilibrio dos orgaos, principalmente
naqueles que possuem elevado turnover celular. Este processo consegue equilibrar a extensao
da divisao celular com a sua morte e por isso contribui para a renovagao celular do
organismo humano. Contudo, também é suscetivel a desregulagio, com consequéncias
graves ao nivel do sistema imunitario.

Quando ocorre apoptose, as células sinalizam através de varios mediadores, como
ATP, lisofosfatildilcolina, esfingosina-|-fosfato e fractalcina, responsaveis pelo recrutamento
de macrofagos. Estes iniciam a fagocitose das células apoptéticas devido a alteragdes no
glicocalix da membrana celular. Durante a fagocitose ocorre libertagao de citocinas anti-
inflamatorias e imunoreguladoras, nomeadamente o fator de transformacao de crescimento
beta (TGF-B) e interleucina 10 (IL-10). A ligagao destas a recetores CD36 localizados nos
monocitos, macrofagos, células dendriticas e células epiteliais microvasculares contribui para

um efeito inibidor das reacdoes inflamatoérias.

o Alteragao na via da 12/50 lipoxigenase

Os macréfagos residentes conseguem estimular a expressao de 12/50 lipoxigenase,
que ao recaptar células apoptéticas reduz a producao de citocinas proé-inflamatoérias, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1 e IL-12. Esta enzima é também responsavel por
impedir que estas células sejam captadas por mondcitos inflamatérios Ly6Chi, sendo que
estes sao percursores de macroéfagos inflamatérios e células dendriticas mieldides (mDC).
Conclui-se assim, que a perda da actividade desta enzima resulta num processo anormal de

fagocitose que culminara com uma reagao autoimune.
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o Necrose Secundaria

Muitas vezes podem ocorrer erros na fagocitose de células apoptéticas, levando a
que estas progridam para um processo denominado necrose secundaria, ocorrendo
libertagdo de antigénios nucleares e citoplasmaticos para o meio extracelular, tal como
acontece na necrose, sendo expostos auto-antigénios envolvidos na etiologia de reagoes
autoimunes.

Contudo, nao é apenas este o motivo pelo qual a necrose secundaria desempenha
um papel relevante no desenvolvimento de doengas autoimunes, nomeadamente:

a) As células que entram em necrose secundaria libertam DAMPs (danger-associated
molecular patterns) que levam a estimulagdo de citocinas inflamatorias, e como tal a
respostas inflamatorias;

b) A eliminagao de células que entram em necrose secundaria, através da ativagao de
recetores Fcy especificos para Ac e localizados a superficie de células, vai também ativar
o processo inflamatorio;

c) Proteases de cisteina clivam auto-antigénios, originando epitopos criticos que induzirao
respostas autoimunes;

d) A persisténcia de auto-antigénios no ambiente celular leva a uma continua apresentagao

destes, culminado em reagoes autoimunes.

o Deficiéncia no complemento

O complemento tem um papel fundamental no controlo das reagoes inflamatorias,
uma vez que ao opsonizar diretamente as células mortas, facilita o processo de remogao de
componentes apoptoticos evitando a sua deposicao e circulagao. Qualquer anomalia ou
defeito nas proteinas envolvidas no mecanismo classico do complemento (Clq, C2 ou C4)
contribui para que permane¢am no meio extracelular auto-antigénios e consecutivamente

ocorram reagdes autoimunes.

o Macrofagos com atividade deficiente
Para ocorrer a fagocitose propriamente dita pelos macrofagos € necessario que estas
células sejam ativadas através de recetores tirosina. O bloqueio destes recetores esta assim

relacionado com uma deficiéncia na atividade fagocitaria induzindo respostas autoimunes.
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llustracdo 3! — Centro germinativo de um ganglio linfatico.
Uma remogio ineficaz das células apoptéticas é um fator critico na
etiologia do LES. Quando os macroéfagos sio ineficientes na
eliminagdo de células mortas no centro germinativo do ganglio
linfatico, os restos apoptoticos acumulam-se e sdo apresentados aos
linfécitos B auto-reativos. Estes linfocitos B diferenciam-se em
plasmécitos que permanecem no plasma e vao produzir anticorpos.

o IgM natural insuficiente

Anticorpos IgM sao produzidos normalmente apds a exposi¢ao a um agente externo
ou patogénico, apresentando especificidade para determinados Ags. As IgM naturais
conseguem impedir a ligacgao de IgG-anti DNA de dupla cadeia aos auto-antigénios
provenientes de células apoptéticas. Assim, niveis diminuidos de IgM aumentam bastante a
probabilidade de desenvolvimento de doencgas autoimunes, uma vez que as IgG se mostram
disponiveis para ligarem auto-antigénios.

Também as IgM naturais anti-DNA de dupla cadeia podem prevenir a ligagio de
linfocitos B auto-reativos a auto-antigénios, evitando o desenvolvimento de respostas
autoimunes.

Estudos realizados demonstraram que doentes com lUpus apresentam elevadas
quantidades de IgG anti-DNA de dupla cadeia quando comparadas com IgM, concluindo que

a reducao dos niveis desta imunoglobulina contribui para o desenvolvimento de LES.

o Deficiéncia em DNase |

Durante a apoptose, apesar da manutencao da integridade da membrana celular
carateristica deste fenédmeno, ha desorganizagao a nivel interno, marcada pela destruturagao
do material genético. Este evento é promovido por uma endonuclease — a DNase | — e
posteriormente pela DNase Il e proteinas auxiliares. Esta pré-digestao é suficiente para
promover a captagao de células em apoptose pelos macrofagos, processo fundamental no
impedimento da livre circulagao de restos apoptoticos.

Além da DNase |, também a proteina Clq do complemento assume um papel fulcral

na degradagao da cromatina das células em apoptose, na medida em que afasta as proteinas
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ligadas ao DNA, facilitando o acesso da DNase | e evitando o bloqueio desta enzima pela
actina existente no citoesqueleto da célula. Também é a Clq que ira promover a remogao
da cromatina degradada pelas células com atividade fagocitaria [6].

Foram testados soros de murganhos controlo contra soros de murganhos hibridos,
cuja concentragao em DNase era extremamente baixa comparativamente aos primeiros,
verificando-se que nestes se desenvolveram anticorpos anti-DNA. Além disso, outro estudo
demonstrou que fragmentos de DNA, nomeadamente no intervalo de pares de base 35-45,
obtidos a partir de soro de doentes com LES sao protegidos da agao da DNase | e

permanecem assim ligados ao anticorpo, formando um IC anti-DNA-DNA-DNase-resistente

[13].

o NETosis

Os neutrdfilos sao a subpopulagao de leucocitos mais abundante na circulagao
sanguinea, e em doentes com l|Upus apresentam nao sé um fendtipo como uma fungao
anormal, libertando quantidades elevadas de NET — neutrophil extracelular traps. Os NET sao
agregados de proteinas antimicrobianas e enzimas granulares conjugadas com DNA e as suas
histonas. Estes complexos, para além de contribuirem para a formagao de auto-antigénios,
sao também citotoxicos para as células endoteliais, levando a lesoes vasculares. Estes auto-
antigénios, conseguem ativar linfocitos B auto-reativos, contribuindo para o desenvolvimento
de reagoes autoimunes[6,11]. De facto, a HMGBI (proteina produzida durante o processo
de ativagao celular e apoptose, que estabiliza o nucleossoma e apresenta elevada atividade
pro-inflamatdria) apresenta a importante fungao de libertagao de citocinas. Para além disto,
estudos in vitro comprovaram que esta proteina aumenta a formagao de NET, através da
mediagcao dos receptores TLR4, contribuindo para processos inflamatorios e lesao tecidular
[14].

Adicionalmente, ICs derivados de NET vao estimular pDCs a libertar IFN-o que ao
atuar nos neutrdfilos induz exposigao externa de péptido antimicrobiano de catelicidina
(LL37) e péptidos de neutrofilos humanos (HNP), promovendo a formagao de novos NETs,
num ciclo continuo.

Assim, torna-se imprescindivel a remogao destes NETs, funcao esta perfeitamente
desempenhada pela DNase |, que mais uma vez se torna crucial no impedimento de
respostas autoimunes.

Estudos realizados demonstraram que além das elevadas concentragoes de ANA
ocorre ainda acumulagao de NETs nos rins e pele em doentes com LES [I,6,11].
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Células Dendriticas

As DCs assumem um papel de exceléncia na manutencao da homeostasia da
imunidade, tanto na ativagao de reagoes imunitarias como na indugdo da tolerancia das
células T através de mecanismos de estimulagao/repressio de recetores existentes a sua
superficie[12,15]. As células dendriticas, especializadas na captura e apresentagio de
antigénios, dependendo do seu estado de maturagao, sao assim consideradas uma ponte
entre a imunidade inata e a adaptativa [16].

Quando se dirigem até aos orgaos linféides secundarios para apresentar os antigénios
as células T, as DCs sofrem um processo de maturagao fenotipica e funcional que lhes
confere imunogenicidade e que é acompanhado por diversos eventos celulares e
moleculares:

I. Aumento da expressao de moléculas MHC;

2. Expressao a superficie de moléculas estimuladoras — CD80, CD86 e CD40
(que juntamente com as anteriores vao ativar as células T naive);

3. Libertagao de citocinas inflamatorias — IL-6 e TNF-q;

4. Expressao de inibidores de recetores PD-L| (programmed death ligand 1),
sendo que estes recetores sao os responsaveis pela inibicao da ativagao das

células T e desenvolvimento de T,

Enquanto isto, as células dendriticas imaturas capturam antigénios provenientes de
células em morte celular mas nao ativam as células T, dizendo-se por isso imunotolerantes.

As DCs reconhecem padroes moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPs)
através de recetores membranares e citosolicos — recetores de reconhecimento de padroes
(PRRs), como recetores NOD-like e Toll-like (TLRs), que Ihes permitem exercer o seu papel
de apresentagao de antigénios. Estes recetores, para além de reconhecerem antigénios
externos ligam-se também a auto-antigénios, como DNA, proteinas de choque térmico,
HMGBI| e componentes da matriz extracelular. Todas estas observagoes vém fundamentar a
importancia do processo de maturagao das DCs na reduzida tolerancia das células T em

individuos com LES [6,12,15,16].
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llustracdo 4 [27] — células dendriticas de doentes com LES sao ativadas por
estimulos, como o CDA40, citocinas inflamatérias, e CIC com acidos
nucleicos. As DCs ativadas produzem quantidades elevadas de citocinas proé-
inflamatoérias (como IL-6 e TNF-a) que amplificam a resposta imunitaria. O
material apoptético nao € reconhecido como anti-inflamatério e contribui

para a ativagdo das DCs

Tipos de DCs

As DCs podem diferenciar-se por duas vias distintas gerando diferente tipos de DCs,
com fungdes e carateristicas fenotipicas dispares. Assim, existem as células dendriticas
mieldides, mDCS, geradas pela via mieléide como sao exemplo as células de Langerhans; e as
células dendriticas plasmocitdides, que predominam no sangue periférico e 6rgaos linféide

secundarios [I I,16].

As mDCs

As células dendriticas mieloides sao as que apresentam maior capacidade APC e
expressam preferencialmente recetores TLR2, 3, 4, 5, 6 e 8. A ativagao destes leva a elevada
expressao de TNF-q, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-10. Assim, facilmente reconhecem PAMPs, como
pepetidoglicanos (TLR2) e lipopolissacarideos (TLR4) [16]. Verifica-se que para além da
expressao aumentada de CD86 e CD40, ocorre ainda estimulagao de recetores Fcy, que sao
expressos em varias células APCs e células nao imunitarias. Estes recetores vao reconhecer
e ligar ICs, promovendo a maturagao e ativagao celular que confere imunogenicidade as
DCs, com consequente ativacao de células T especificas de antigénio. Este processo ocorre
através da via ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activating motifs). Esta via é ainda regulada
negativamente por ativagdo do mecanismo ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif), através da ligagao aos recetores FcyRIIb, apenas expressos por APCs. Contudo, num
estudo comparativo entre doentes com LES e individuos saudaveis, demonstrou-se que nos

primeiros ha maior expressao de recetores FCy e menor dos FcyRIlb, resultando num
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desequilibrio da imunidade que é garantida pelas DCs, com consequente ativagao e expansao

das células T auto-reativas [12,15].

As pDCs

Ao contrario das anteriores, as células dendriticas plasmocitoides apresentam
reduzida capacidade APC, nao tendo a fungao de ativar linfocitos T, uma vez que produzem
uma quantidade pouco significativa de moléculas MHC-Il e niveis quase indetetaveis de
CDs8eé.

Por outro lado, sio especializadas na detecao de acidos nucleicos, levando a
respostas imunitarias contra este tipo de antigénios, pois possuem recetores citoplasmaticos
capazes de reconhecer RNA (através de TLRs 7 e 8) e DNA (através de TLR9) [16]. Ao
transportarem auto-DNA, reconhecido pelos recetores TLR-9, produzem IFN-a que induz a
ativagao das células B contra antigénios especificos, o que é observado pela elevada
quantidade de IgGs circulantes em doentes com LES. Além disto, quando ativadas por CpG
(sequéncia de citosina e guanina) reduzem a fungdo dos linfocitos T, enquanto induzem a
expansao de T,l7 pela secrecao de IL-6, TGF-} e IFN-a, levando a uma produgao
exacerbada de citocinas pro-inflamatoérias [12,15].

A elevada concentragao de IFN-o em doentes com LES esta nao sé relacionada com
a doenca propriamente dita como também com a sua severidade, verificando-se uma relagao
direta entre as reagoes verificadas nas articulagoes, na pele, a leucopenia e febre,
carateristicas desta doenga, com a concentragao sanguinea de IFN-o. A capacidade de
producao desta citocina em conjunto com a sua presenca nos o6rgaos afetados, demonstra a
importancia das pDCs no desenvolvimento do lupus[17].

As pDCs estao diretamente relacionadas com a perda de tolerdancia por parte das
células imunitarias e consecutivamente com a resposta autoimune observada na doenga de

lapus [15].
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llustracdo 501 - PerturbagSes na remogiao de ICs devido a alteragdes do complemento e
aumento da apoptose levam a formagio de ICs com auto-DNA/RNA ricos em CpG,
hipometilados e oxidados. Estes ICs podem ligar-se a outras moléculas como HMGBI (libertada
por células mortas) ou a péptidos antimicrobianos LL37, formando estruturas indutoras da
ativagdo de pDCs por diversos mecanismos (FcyRIIA e/ou TLRs). Em individuos com LES, a
atividade de IFN-a estda aumentada devido a alteragdes genéticas, que podem ser detetadas

através da técnica de microarrays.

Terapéutica Convencional

Como ja descrito anteriormente, o diagndstico do lipus é complexo pela sua

heterogeneidade, nao s6 ao nivel da sintomatologia, como também no seu decurso e

severidade.

A estratégia mais utilizada para combater esta patologia recorre aos anti-

inflamatorios nao esteroides (AINEs), farmacos antimalaricos e glucocorticdides orais,

acrescentando muitas vezes farmacos imunossupressores e citotoxicos. E importante referir

que a agao das radiagoes UV assume um papel preponderante na exacerbagao desta doenga

e uma vez que estes doentes apresentam elevada fotossensibilidade, o uso de protetor solar

é imprescindivel para a prevencao de lesoes cutaneas [I1,18].

Os glucocorticoides, como a prednisolona, sao usados para reduzir a exacerbagao da

doenga, uma vez que tém propriedades anti-inflamatorias. Contudo, é de salientar os

diversos efeitos secundarios que este grupo farmacologico apresenta [19].
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A hidroxicloroquina, farmaco antimalarico, mostrou prevenir a exacerbagao dos
sintomas do lupus bem como aumentar o tempo de vida dos doentes. Estes farmacos atuam
por diversos mecanismos, contudo, é de destacar o facto de interferirem com a expressao
de moléculas MHC-Il e consequentemente com a apresentagao de antigénios. Além disto,
modulam a produgao de citocinas proé-inflamatodrias, a expressiao de recetores TLR-9 e
evitam a formagao de ROS (espécies de oxigénio reativas) pelos leucocitos, ou seja,
apresentam uma atividade antioxidante. Além disto, evitam a reabsor¢do de cartilagem
mediada pela agao das citocinas [20].

A talidomida mostrou-se também muito eficaz, dadas as suas carateristicas
imunomoduladoras. Contudo, é um farmaco que deve ser usado com muita precaucao
devido ao seu efeito teratogénico [21].

Imunossupressores, como ciclofosfamida, aziotropina e metrotrexato interferem com
a sintese dos acidos nucleicos dos linfocitos B, pelo que sao amplamente usados em reagoes
mais severas da doenga [22]. Contudo, é de ressalvar as potenciais infegdes oportunistas
que se podem verificar devido a imunossupressao provocada [I 1].

Um outro farmaco direcionado para esta doenga e relativamente recente € o
Belimubab - o Benlysta®, da GlaxoSmithKline, aprovado em 2013 pela Food and Drus
Administration (FDA). Este é um anticorpo monoclonal com afinidade para o BAFF (fator de
ativagao de linfocitos B)[23], inativando-o sem afetar outras moléculas da familia do TNF
[I'1]. Além disto, bloqueia a agao de BLyS, uma proteina essencial para aumentar o tempo de
sobrevivéncia dos linfocitos B. Assim, este farmaco constitui uma opgao bastante eficaz na

reducio da resposta inflamatoria e suas consequéncias [24].

Perspectivas Terapéuticas baseadas em Células Dendriticas

O facto do LES se manifestar de diferentes formas, em conjunto com a predisposi¢ao
genética e epigenética, bem como o seu complexo mecanismo fisiopatoldgico, dificultam o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas [| |]. Diversas terapias celulares tém sido
descritas para o tratamento de LES, sendo dado enfoque especifico as células dendriticas. Tal
como referido anteriormente, estas células assumem um papel de exceléncia na regulagao
do sistema imunitario, e como tal constituem um alvo promissor no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o LES. As células dendriticas podem ser
maturas/imunogénicas ou imaturas/tolerogénicas. Desta forma, as DCs imaturas irao

promover tolerancia especifica para os antigénios, acarretando um beneficio adicional na
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terapéutica. Deste modo, o carregamento destas células com antigénios, como
nucleossomas e histonas, mostrou induzir tolerancia em células T CD4 e indiretamente em
linfécitos B [15].

DCs provenientes de individuos com LES e diferenciados na presenga de IL-4 e do
fator de estimulagao de colonizagao de granulocitos e macrofagos (GM-CSF) demonstraram
responder fracamente a moléculas como o TNF-a e lipopolissacarideo (LPS), apresentando
uma maturagao celular comum a dos individuos saudaveis[|5]. Posteriormente, foi avaliada a
capacidade de indugao de tolerancia das DCs. Para o efeito, as DCs foram cultivadas na
presenca de IL-10 verificando-se que estas mantiveram a sua capacidade de induzir
tolerancia, o que foi comprovado pela reduzida taxa de proliferagao de linfécitos T. No final
deste estudo, pode verificar-se que a capacidade de indugao de tolerancia de DCs de
individuos com LES tratadas com IL-10 foi igual a de DCs obtidas a partir de individuos
saudaveis, concluindo-se que a perda de tolerancia verificada no lipus deriva nao de um
defeito intrinseco das DCs destes individuos, mas sim do ambiente inflamatorio carateristico
da doenga. Assim, é expectavel que a manipulagao destas células constitua uma potencial
abordagem na terapéutica do LES [15,23].

Outro estudo enfatizou a importancia das DCs na terapia do LES, administrando
péptidos derivados de histonas nucleossomicas indutores de células dendriticas tolerogénicas
(tolDCs). A administragao destes péptidos a murganhos hibridos com um péptido indutor de
ldpus (SNFI) desencadeou uma resposta benéfica, nomeadamente com melhoria da
sintomatologia e com redugao dos niveis de ANA. Este mecanismo parece estar relacionado
com um aumento da produgcao TGF- e com uma diminuicao de IL-17 pelos linfocitos T.
Concomitantemente, verificou-se também um aumento de células T, que, como ja

referenciado, controlam a atividade dos linfécitos B e T, [12].
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e TGF-f induzem tolDCs que produzem
elevadas  quantidades de citocinas  anti-

inflamatorias.
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Conclusao

Enquanto profissional de salde, o farmacéutico devera conhecer em profundidade os
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na etiologia do Lupus Eritematoso Sistémico,
a diversidade de manifestagoes subjacentes a esta patologia e as estratégias terapéuticas
disponiveis no mercado. Existem alguns farmacos de eleigao na terapia do lupus, tendo em
conta as manifestagdes clinicas do doente. Contudo, nao existem atualmente farmacos
capazes de induzirem a remissao total da doenga.

Os farmacos biologicos, como anticorpos, apresentam alguns resultados promissores.
Por outro lado, a terapia celular baseada em células dendriticas, atualmente em estudo, tem
demonstrado resultados experimentais positivos, nomeadamente na indugao de melhorias
sintomatoldgicas da doenga bem como na potencial remissao desta.

Assim, torna-se crucial que a industria farmacéutica continue a investir na
investigacdo de novas estratégias terapéuticas que poderao contribuir para avan¢os no
tratamento/cura do LES, uma doenga com valores de incidéncia e prevaléncia cada vez mais

relevantes.
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