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PERES, RS. Eficacia terapéutica do Metotrexato na Artrite Reumatdide depende
da expressdo de células T reguladoras CD39? Dissertacdo de Mestrado —
Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, SP.

Introducdo: Artrite reumatéide (AR) € uma doenca autoimune caracterizada por uma
inflamacado crénica das articulacdes. A estratégia terapéutica mais utilizada na AR
consiste no uso de doses baixas de Metotrexato (MTX), um antagonista do folato, que
promove a manutencdo de altos niveis de adenosina (ADO) extracelular. No entanto,
uma parte consideravel dos pacientes é refrataria ao tratamento com MTX e o
mecanismo pelo qual este fendbmeno ocorre ainda ndo é estabelecido. Estudos
demonstram que células Tregs expressam em suas superficies as ectonucleotidases
CD39/ENTPD1 e CD73/ecto-5 'nucleotidase, enzimas que geram ADO através da
degradacdo de ATP. Estes achados, associados ao fato que a ADO possui potente
atividade imunomoduladora, sugere que a atividade antiinflamatéria do MTX esta
relacionada com os efeitos das Tregs. Objetivos: Investigar se 0s mecanismos de
refratariedade ao MTX em pacientes com AR podem estar relacionados com uma
deficiéncia na atividade bioquimica e funcdo supressora de células Tregs, focando
principalmente na expressdo das ectonucleotidases CD39 e CD73. Pacientes e
Métodos: No presente estudo, amostras do sangue periférico de pacientes com AR
(n= 89) e doadores saudaveis (n =16) foram coletadas. Por citometria de fluxo, as
populacdes leucocitarias de PBMC foram fenotipadas para a avaliacdo da expressao
das ectonucleotidases CD39 e CD73 nos diferentes tipos celulares. A atividade das
ectonucleotidases em células TCD4" na geracdo de ADO extracelular foi avaliada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e ensaios colorimétricos de Verde
Malaquita. Resultados: Citocinas inflamatérias IL-18 e TNF-a presentes no plasma e
a frequéncia de células TCD4" produtoras de IL-17 e IFN-y estavam significativamente
aumentadas em pacientes ndo responsivos ao MTX (UR-MTX; DAS28- 5,87+0,52;
média de idade- 54,7 anos) quando comparadas com pacientes responsivos (R-MTX;
DAS28- 2,23+0,57; média de idade- 52,6 anos) e individuos saudaveis (IS). Na
caracterizacdo fenotipica dos leucocitos de PBMC, ndo houve diferenga na
porcentagem de linfécitos TCD4", TCD8", células B e células dendriticas entre os
grupos analisados. No entanto, observamos um aumento significativo na porcentagem
de células Tregs (CD4"CD25" FoxP3") em pacientes R-MTX. De maneira interessante,
enquanto que a porcentagem de células Tregs expressando CD73 ndo estava

alterada, observou-se um aumento da frequéncia desta populacédo celular expressando
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CD39 em pacientes R-MTX. Adicionalmente, a ADO extracelular presente no
sobrenadante de células Tregs de pacientes UR-MTX estava reduzida quando
comparada aos outros grupos, visto que esse grupo de pacientes também apresenta
uma expressao reduzida de CD39 na superficie das Tregs. Conclusdo: Em conjunto
estes resultados demonstram que a refratariedade de pacientes ao MTX é associada
com o nuamero e fungbes das Tregs, especialmente na geracdo de ADO extracelular.
Esses achados podem gerar novas perpectivas em intervencdes terapéuticas para
tratamento da AR, proporcionando avangos na escolha de drogas rotineiramente
utilizadas para tratar a doenca.

Palavras-chave: artrite reumatoide, autoimunidade, Tregs, adenosina,

ectonucleotidases, Metotrexato.

13



ABSTRACT

14



PERES, RS. Therapeutic efficacy of Methotrexate in Rheumatoid Arthritis
depends of regulatory T cells CD39" expression? Thesis (Master) — Department of
Pharmacology of the School of Medicine of Ribeirao Preto — University of Sao Paulo,
Ribeirao Preto, SP.

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized by
chronic inflammation of the joints. The most commonly used therapeutic approach in
RA involves the use of low doses of Methotrexate (MTX), a folate antagonist which
promotes the maintenance of high levels of adenosine (ADO) extracellular. However, a
considerable part of patients is refractory to MTX treatment and the mechanism by
which this phenomenon occurs is not yet established. Studies have demonstrated that
cells expressing ectonucleotidases CD39/ENTPD1 e CD73/ecto-5 'nucleotidase on
their surface, enzymes that generate ADO through ATP degradation. These findings,
together with the fact that the ADO has potent immunomodulatory activity, suggest that
the anti-inflammatory activity of MTX is related to Tregs effects. Objectives: To
investigate if the mechanisms of resistance to MTX in RA patients might be related to a
deficiency in biochemical activity and suppressive function of Tregs cells, focusing
mainly on CD39 and CD73 expression. Patients and Methods: In this study, samples
of peripheral blood from RA patients (n = 89) and healthy donors (n = 16) were
collected. By flow cytometry, the leukocyte populations of PBMC were phenotyped for
the evaluation CD39 and CD73 expression on different cell types. The activity of
ectonucleotidases in CD4" T cells og extracellular ADO generation was assessed by
high performance liquid chromatography (HPLC) and colorimetric Malaquite Green
assays. Results: Inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a present on plasma and the
frequency of CD4" T cells producing IL-17 and IFN-y were significantly increased in
unresponsive patients (UR-MTX; DAS28- 5.87 = 0.52; mean age, 54.7 years)
compared with responsive patients (R-MTX; DAS28- 2.23 + 0.57, mean age, 52.6
years) and healthy subjects (IS). Phenotypic characterization of leukocytes on PBMC,
there was no difference in the percentage of CD4'T, CD8'T, B cells and dendritic cells
between groups. However, we observed a significant increase in the percentage of
Treg cells (CD4'CD25'FoxP3%) in R-MTX patients. Interestingly, while CD73
expression was found not changed, the percentage of Tregs cells expressing CD39
was increased in R-MTX patients. Additionally, the dosage of extracellular ADO in the
supernatant of Tregs cells from patients UR-MTX was lower compared to other groups,
since this group of patients presents a reduced CD39 expression on Tregs surface.

Conclusions: Together these results show that unresponsiveness to MTX is related to
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the number and function of Treg, especially in the generation of extracellular ADO.
These findings can generate new perspectives for therapeutic interventions to
attenuate the inflammatory process of RA and provide advances in the selection of
drugs routinely used to treat the disease.

LISTA DE ABREVIATURAS
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ACR: Colégio Americano de Reumatologia

ADO: adenosina

ADP: adenosina difosfato

AICAR: ribonucle6tido aminoimidazocarboxamida
AMP: adenosina monofosfato

AMPc: adenosina monofosfato ciclica

Anti-CCP: anticorpos contra protéinas citrulinadas
APC: célula apresentadora de antigeno

AR: artrite reumatoide

ATP: adenosina trifosfato

CIA: artrite induzida por colageno do tipo Il

DAS28: indice de atividade da doenca baseada em 28 articula¢des
DCs: células dendriticas

DMARD: droga anti reumatica modificadora da doenca
DNA: acido desoxirribonucléico

EAE: encefalomielite autoimune experimental

ELISA: ensaio imunoenziméatico

ENTP1: ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1
EULAR: Liga Européia contra Reumatismos

FoxP3: forkhead box P3

FR: fator reumatoide

g: grama (s)

h: hora

HPLC: cromatografia liquida de alta performance
ICAM-1: molécula de adesao intercelular 1

IEN: interferon

Ig: imunoglobulina

IL: interleucina

IL-1ra: antagonista do receptor de IL-1

IS: individuos saudaveis

Kg: kilograma (s)



L: litro (s)

LPS: lipopolissacarideo

mg: miligrama (s)

min: minuto (s)

Kg: micrograma (s)

pL: microlitro (s)

mL: mililitro (s)

MMP: metaloproteinases

MTX: Metotrexato

NO: oxido nitrico

NOS: éxido nitrico sintase

NSAID: antiinflamatoério néo esterioidal

OPD: ortofenilenodiamino

PBMC: células mononucleares do sangue periférico
PBS: tampéo salina fosfato

Pi: fosfato inorganico

RANTES: citocina regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T normais
R-MTX: responsivo ao tratamento com MTX

RNA: &cido ribonucléico

RNAmM: RNA mensageiro

ROS: espécies reativas de oxigénio

RT-PCR: transcriptase reversa- reacdo em cadeia da polimerase
TCR: receptor de células T

Th: T auxiliar (helper)

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

Tregs: células T reguladoras

UR-MTX: ndo responsivo ao tratamento com MTX

VHS: valor da velocidade de hemossedimentacgao
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1.1 Artrite reumatdide (AR)

A artrite reumatéide (AR) é uma doenca inflamatéria cronica de carater
autoimune que afeta cerca de 1-2% da populacdo mundial (Lubberts, 2008). Estudos
epidemiol6gicos demonstram que a incidéncia da doenca predomina entre 35-65 anos
e afeta trés vezes mais mulheres do que homens (Symmons et al., 1994). Em coorte
retrospectivo realizado em quatro hospitais universitarios do Estado de Sao Paulo, a
maioria dos pacientes em tratamento encontrava-se entre 30 e 60 anos, sendo a
relacdo entre mulher e homem de 5:1 (Louzada-Junior et al., 2007). Além de reduzir a
gualidade, a AR também leva a redugéo da expectativa de vida (Riise et al., 2001). Os
eventos cardiovasculares causados pela doenga aparecem como a principal causa de
morte (Wallberg-Jonsson et al., 1997; Dessein et al., 2005). A AR tem um alto impacto
socio-econbmico, pois com a progressdo da doenca, o0s pacientes afetados
desenvolvem restricdo para desenvolver as atividades diarias basicas e profissionais,
com impacto significativo na qualidade de vida do paciente, o que acarreta perdas

econdmicas individuais e ao sistema de saude (Silman, 2002; Kobayashi, 2008).

A AR € uma poliartrite crénica e simétrica, ou seja, envolve uma variedade de
pequenas e grandes articulagdes, embora nas fases iniciais da doenc¢a apenas uma ou
poucas articulagbes possam ser atingidas, praticamente todas as articulacdes
periféricas podem ser afetadas, no entanto, as articulagbes mais comumente
envolvidas sdo as das maos, pés e joelhos, sendo as articulagbes interfalangeanas
distais geralmente poupadas (Smolen et al., 1995). A AR também pode afetar a coluna
vertebral, com acometimento da articulacdo atlanto-axial em pacientes que possuam a

enfermidade em atividade por longos periodos (Lodder et al., 2003).

Na maioria dos pacientes as manifestacdes clinicas da AR sdo bem definidas,
constituindo-se principalmente de alteracdes musculo-esqueléticas. Porém, alguns

pacientes sofrem das manifestacbes extra-articulares e, praticamente todos,
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experimentam algum sintoma geral inespecifico, tais como fadiga, astenia, hiporexia,

febre baixa e mialgias (Brasington, 2003).

1.2 Critérios para classificacdo diagndstica da AR

Até setembro de 2010, o diagnéstico de AR era feito utilizando-se os critérios
de classificacdo estabelecidos em 1987 pelo Colégio Americano de Reumatologia
(American College of Rheumatology — ACR) (Arnett et al., 1988). Esses critérios
(Tabela 1) servem como um guia, mas sdo insuficientes em algumas ocasifes, como
em casos oligoarticulares, com inflamagédo menos evidente, fator reumatéide negativo
e quando as alteracdes radiologicas ainda ndo se manifestaram. Os critérios

contemplam individuos com quadro clinico bem estabelecido e tipico para AR.
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Tabela 1. Critérios Revisados do American College of Rheumatology de 1987 para

Classificacéo de Artrite Reumatodide

Rigidez matinal Rigidez matinal da articulagdo, durando pelo menos 1 hora antes de

ocorrer a melhora maxima

Artrite de maos No minimo uma éarea articular edemaciada

Artrite simétrica Envolvimento simultaneo das mesmas areas articulares (como definido

acima) nos dois lados do corpo

Nodulos Nédulos subcutaneos sobre as proeminéncias 6sseas ou superficies

reumatodides extensoras ou em regides justa-articulares

Fator reumat6ide Demonstracdo de quantidades anormais de fator reumatdide sérico por
sérico qualquer método que tenha sido positivo em menos de cinco por cento

dos controles normais

Alteracbes Alteracdes radiogréficas tipicas de artrite reumatoide em raio-X pdstero-
radiograficas anterior de maos e punhos, que podem incluir erosdées ou
descalcificacao 0ssea inequivoca localizada ou mais acentuada em area

adjacente as articulacdes envolvidas

Para fins de classificacdo, pode-se dizer que um paciente apresenta artrite reumatoide se tiver
no minimo 4 dos critérios acima. Os primeiros quatro devem estar presentes por no minimo 6

semanas.

Em significativa parcela dos individuos que desenvolvem sintomas articulares
inflamatorios ndo é possivel o diagnostico nos primeiros trés meses de doenca. Nesse
sentido, as sociedades internacionais de maior importancia na reumatologia (EULAR —
European League Against Rheumatism e ACR) elaboraram novos critérios para o
diagnostico de AR, visando diminuir o tempo para o diagnéstico e a rapida instituicao

da terapéutica (Tabela 2).
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Tabela 2. Novos critérios para diagnéstico de AR (EULAR/ACR, 2009)

Envolvimento articular

1 articulagdo média ou grande 0
2 a 10 articulagbes médias ou grandes 1
1 a 3 pequenas articulag@es 2
4 a 10 pequenas articulacdes 3
Mais que 10 pequenas articulacdes 5
Sorologia

FR ou anti-CCP negativo 0
FR ou anti-CCP baixos titulos (ndo maior que 3 vezes limite superior) 1
FR ou anti-CCP altos titulos 3

Duragdo da sinovite

Menor que 6 semanas 0

Maior que 6 semanas 1

Reagentes de fase aguda

VHS ou Proteina C-reativa nao elevados 0

VHS ou Proteina C-reativa elevados 1

Diagnostico de AR definido por resultado maior ou igual a 6 pontos

O fator reumatdide (FR) consiste no autoanticorpo classico da AR, que é
caracterizado pelas classes IgM, IgA ou IgG contra a porcdo Fc de uma IgG humana,
sendo a classe IgM a que se detecta sorologicamente com maior frequéncia (Burek &
Rose, 1995). O FR reage com os anticorpos produzidos nas articulagbes sinoviais,
produzindo imunocomplexos que promovem a ativacdo do complemento e posterior

dano tecidual. Embora a presenca de FR em pacientes com AR esteja relacionada a
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maior atividade da doenca, outras doencas, como lUpus eritematoso, sindrome de
Sjogren, hepatite cronica ativa, hanseniase e algumas infec¢des parasitarias, podem
mostrar positividade para esse anticorpo, porém em titulos baixos (Habash-Bseiso et
al., 2005; Harty & Veale, 2010). Em adicdo, o tabagismo tem sido sugerido como um

importante fator externo associado com altos titulos de FR (Heliovaara et al., 1993).

Outro autoanticorpo importante no diagnéstico da AR é o direcionado contra
peptideos citrulinados (anti-CCP). A citrulinizagdo ocorre por meio de reacdes
bioquimicas envolvidas com a modificacdo poés-traducional de determinada proteina,
na qual um residuo de arginina é convertido em citrulina. Esse processo é catalisado
pela enzima peptidil arginina deiminase (PAD) e neutraliza o carater fortemente basico
da arginina. Os anticorpos anti-CCP sdo produzidos localmente por células B
presentes na membrana sinovial inflamada e no liquido sinovial de pacientes com AR
(Kinloch et al., 2008; Reparon—Schuijt et al.,, 2001) e sdo capazes de reagir com
diversos peptidios citrulinados (Alessandri et al., 2008). Embora a maioria dos
pacientes anti-CCP positivos também apresentem fator reumatéide positivo, o0s
anticorpos anti-CCP sdo mais especificos para o diagndstico e parecem ser melhores
preditores de pior progndéstico. Entre 50 a 80% dos pacientes com AR apresentam
positividade para FR, anti-CCP, ou ambos (Bridges Jr & Davidson, 2005; Masson-
Bassieri et al., 2001; Vossenaar et al., 2004). Individuos com AR e que apresentam FR
e anti-CCP positivos diferem dos individuos com autoanticorpos ausentes, pois
apresentam doenca mais grave, com maior indice de destruicdo articular e pior
resposta a terapia convencional (Kastibom et al., 2004; Forslindt et al., 2004). A
sensibilidade dos anticorpos anti-CCP € a mesma tanto em pacientes com AR inicial

guanto em pacientes com a doenca estabelecida.

1.3 DAS28 (indice de Atividade da Doenca)

27



Com objetivo de simplificar a classificacdo da atividade da doenca, critérios de
classificacdo da atividade foram criados pelo Colégio Americano de Reumatologia e
pela Liga Européia contra o Reumatismo (EULAR), como o escore clinico DAS28,
indice  baseado em 28  articulagbes  (ombros, cotovelos, punhos,
metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais e joelhos, bilateralmente),
calculado através da avaliagdo de quatro parametros clinicos: 1-ndmero de
articulagbes dolorosas (NAD28), 2-numero de articulagdes edemaciadas (NAE28), 3-
valor da velocidade de hemossedimentacado (VHS), 4- avaliacdo global de salde pelo
paciente (AGS) — obtida por uma escala visual analégica (EVA). A seguinte férmula é

empregada para este célculo:

0.56 x V(NAD28) + 0.28 x ¥ (NAE28) + 0.70 X 10g,a(VHS) + 0.014 X AGS|

Com os valores obtidos através da formula, a atividade da doenca é designada
do seguinte modo: <2,6-remissdo, <3,2-baixa, <5,1-moderada,>5,1-alta. Assim, a
utilizacdo destes critérios, como o DAS28, possibilitou a otimizagdo do tratamento da
doenca, visto que avaliacdes periodicas da resposta clinica dos pacientes sao
necessarias para a determinagdo da estratégia terapéutica indicada. Além disso, em
virtude da natureza da AR, nenhum parametro clinico ou laboratorial, isoladamente, é
capaz de traduzir, de forma satisfatoria, o nivel de atividade da doenca em um

determinado momento.

Atualmente, o DAS28 é um dos indices mais utilizados na determinacéo da
atividade da AR, pois além de proporcionar uma avaliagcdo satisfatdria da atividade da
doenca, sua praticidade na determinacdo dos parametros clinicos também propicia

uma avaliacdo mais rapida pelos reumatologistas.

1.4 Patogénese da AR

A AR é uma doenca inflamatéria crbnica consequente de uma resposta imune

exacerbada contra antigenos de tecidos proprios (Rose, 1993). Em outras palavras, o
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sistema imunologico ataca moléculas do proprio organismo, hdo as reconhecendo
como préprias, mas sim como corpos estranhos ou patdgenos (autoantigenos). A AR é
caracterizada por intenso infiltrado inflamatério presente na membrana sinovial
identificado por um afluxo transendotelial e/ou locais de ativagéo de uma variedade de
células mononucleares, como células T, células B, células plasmaticas, células
dendriticas, macréfagos, mastdcitos, bem como pela formacdo de novos vasos. O
infiltrado leucitario pode ser difuso ou, comumente, formado por estruturas do tipo
folicular-linféide. A camada de revestimento torna-se hiperplasica (espessura de >20
células) e a membrana sinovial se expande formando vilosidades, por¢cdo chamada de
“pannus”. Com o avango da doencga, ha uma destruigcdo gradual do tecido cartilaginoso
e 0sseo (Goldring, 2003), que ocorre principalmente devido a ativacdo da populagéo
celular de osteoclastos, 0s quais provocam danos teciduais através da liberacao de
enzimas degradativas, como metaloproteinases, serino proteases e agrecanases

(Firestein, 2003; Harris et al., 1990).

Na AR ainda ndo ha um consenso de qual autoantigeno seria critico para o
desenvolvimento do processo autoimune, porém trabalhos afirmam que a
autoimunidade presente na AR esta relacionada ao reconhecimento especifico de
proteinas citrulinadas, visto que autoanticorpos contra essas proteinas estao presentes
em aproximamente 70% dos pacientes com AR (Nishimura et al., 2007). Com base em
outros estudos clinicos e também em modelos experimentais de AR, outros
autoantigenos também sado sugeridos como desencadeadores ou participantes do
processo autoimune presente na AR, como o colageno tipo Il, fator reumatoide e a
proteina de cartilagem GP39 (Trentham et al., 1993; Rantapda-Dahlqvis et al., 2003;

Baeten et al., 2007).

z

Para o desencadeamento deste fendmeno autoimune, é proposta a
necessidade de uma interacdo complexa entre fatores ambientais e genéticos de

susceptibilidade a doenca. Vérios loci genéticos tem sido propostos por ter
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associacdes com a susceptibilidade e gravidade da AR. A associacdo da prevaléncia
da doenga com os alelos HLA-DR4 e HLA-DRB1 é bem estabelecida (Fugger &
Svejgaard, 2000). Polimorfismos em outros loci, que codificam as proteinas PTPN22,
PADI4, CTLA-4, citocinas, como TNF-a, IL-1B, IL-10 e IL-18, e outros receptores,
como o receptor de hidrocarbonetos arila (Ahr), recentemente descrito pelo nosso
grupo, tém sido relacionados com desenvolvimento e/ou prognéstico da doenca (van
der Helm-van et al.,, 2005; Mclnnes & Schett, 2007; Talbot et al., manuscrito em
preparacdo). Além disso, foi demonstrada uma forte associacdo entre os alelos HLA-
DRB1 e o desenvolvimento de autoanticorpos contra antigenos de proteinas

citrulinadas (Imboden, 2009).

Inameros fatores ambientais tém sido apontados como fatores de risco para o
desenvolvimento da AR, dentre eles se destaca o tabagismo (Hoovestol & Mikuls,
2011). De fato, trabalhos na literatura mostram que a exposi¢cdo de individuos aos
poluentes presentes na fumaga do cigarro acelera processos de citrulinizagdo de
proteinas (Makrygiannakis et al.,, 2008). Além disso, estudos epidemiolégicos
descrevem que o risco de desenvolvimento de AR em individuos fumantes é maior do
gue pessoas que ndo fumam, sendo mais prevalente em homens (Heliovaara et al.,
1993; Stolt et al., 2003). Porém, os possiveis mecanismos pelo quais estes compostos
podem estar ativando o sistema imunoldgico e induzindo doengas autoimunes ainda
ndo esta totalmente descrito. Adicionalmente, algumas infec¢bes virais e bacterianas
também sdo descritas como fatores de risco para o surgimento da doenga, como em
individuos acometidos pela infeccdo da bactéria Porphyromonas gingivalis, agente
etioldgico da doenca periodontal em humanos que foi descrita também recentemente
pelo nosso grupo de pesquisa (Dissick et al., 2010; Aquino et al., manuscrito em

preparacéao).

Em contrapartida, alguns fatores ambientais também tém sido associados

com um papel protetor para o desenvolvimento da AR. Niveis hormonais exacerbados
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relacionados com a utilizacdo de métodos contraceptivos orais determinam um risco
menor de manifestacdo de AR, observado em mulheres que fazem uso continuo de
pilulas anticoncepcionais (Doran et al.,, 2004), e ainda é sugerida a associacdo da
menopausa com 0 aparecimento da doenca, reforcando os dados de prevaléncia da
AR em mulheres nesta etapa da vida (Pikwer et al., 2009). O consumo de alcool com
moderacao também é observado como um fator protetor na AR, porém ainda ndo ha
uma explicagdo biolégica plausivel para compreender o efeito do alcool na doenga

(Jonsson et al., 2007).

1.4.1- Papel das citocinas na AR

Encontra-se bem aceito na literatura que citocinas inflamatdérias, como TNF-a,
IL-18 e IL-6, promovem a inducdo da expressao de outras citocinas, de quimiocinas e
enzimas degradativas responsaveis pelas lesdes articulares verificadas na AR (Arend
& Dayer, 1995). Mais especificamente a IL-13, promove a amplificacdo do processo
inflamatério pela indugdo da producdo de IL-6 (Tan, 1999), RANKL e quimiocinas
como MCP-1 (CCL2) e IL-8 (Goldring et al., 2002; deMarco et al., 1990), além de ativar
condrécitos por vias dependentes de MAP quinases (Geng et al., 1996). Em modelos
murinos de artrite induzida por coldgeno do tipo 2 ou proteoglicana, o uso do
antagonista do receptor de IL-1 leva a uma diminui¢éo do infiltrado celular inflamatério,
principalmente de polimorfonucleares, e confere protecdo contra lesdo articular (Arner
et al., 1995; Kim et al., 2003; Joosten et al., 2008; Dinarello, 2000). Dados estes que

confirmam o papel das citocinas nos mecanismos inflamatérios carateristicos da AR.

O TNF-a é outra citocina participante nos processos inflamatérios envolvidos
na AR, esta citocina promove a migragéo de leucdcitos para o sitio inflamatério devido
a sua capacidade de induzir o aumento da expressdo de moléculas de adesdo em
células do sistema imune e endoteliais, além de induzir aumento da permeabilidade

vascular facilitando a saida de leucdcitos da circulacdo (Sasaki et al., 2003). Além
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disso, trabalhos descrevem a importancia do TNF-a na indugao da producao de outras
citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-1B e fatores quimiotaticos (IL-8, MCP-1) por
células presentes no foco inflamatério (van den Berg et al.,, 1999; Mckay, 2000;
Zwerina et al, 2007; Mueller et.al., 2010). Adicionalmente, dados clinicos em pacientes
com AR revelam niveis elevados de TNF-a nas articulagbes combinados também com
um aumento nos niveis séricos quando comparados com individuos saudaveis (Choy

et al., 2001).

A IL-6 é também uma citocina importante nos fenbmenos de leséo articular, a
qual pode ter sua producgdo induzida pelo TNF-a e IL-1B, sendo capaz de ativar
macréfagos e osteoclastos (Axmann et al., 2009; Mussachio et al., 2009). Além do
mais, dados da literatura mostram que camundongos deficientes para a IL-6 tém
menor susceptibilidade para o desenvolvimento de doengas autoimunes experimentais
como encefalomielite autoimune experimental (EAE) e artrite induzida por colageno

(CIA) (Okuda, 1998; Alonzi, 1998).

O papel das citocinas na AR ndo se restringe a lesao articular, mas esta
também relacionado com o processo de geracdo da resposta autoimune. Estudos
demonstram que o desequilibrio de citocinas pro6 e antiinflamatérias possuem um papel
central no desencadeamento do fendbmeno autoimune da AR. A tendéncia pronunciada
para exacerbacdo espontdnea e remissdo da AR sugere que haja um balango entre
fatores regulatérios positivos e negativos (Petri, 1989). Dois tipos de linfécitos T CD4"
tém sido associados com este balanco da resposta imune: os linfécitos Thl7
(auxiliadores, pro inflamatorios) e os linfécitos “T reguladores” (Tregs, supressores)

(Boissier et al., 2008).

1.4.2- Linfécitos Th1l7 na AR

As células T helper CD4" produtoras de IL-17, denominadas Th17 (Infante-

Duarte et al., 2000), constituem a principal populacdo celular envolvida com o
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desencadeamento da inflamacdo e a quebra da autotolerancia presente na AR. A
descoberta dos linfocitos Th17 veio com o achado de que camundongos deficientes da
subunidade p40 de IL-12 séo resistentes a inducdo de doencgas autoimunes érgao-
especificas, como a EAE (Cua et al., 2003), uma doenca até entdo considerada como
dependente de resposta imune celular de padrdo Thl. Visto que a IL-12 é necesséria
para a diferenciacdo de células Thl, este dado foi considerado contraditério. No
entanto, a subunidade p40 da IL-12 é compartilhada por outra citocina, a IL-23. As
duas sao heterodiméricas, sendo que a IL-12 é constituida das subunidades p40 e
p35, enquanto a IL-23 das subunidades p40 e p19. Considerando que a IL-23 € uma
importante citoina que sinaliza para a producao de IL-17, a auséncia de IL-17 poderia
explicar a maior resisténcia a EAE em animais deficientes de p40. Adicionalmente,
camundongos deficientes de p19 ndo produzem IL-17 e s&o resistentes a inducao de
EAE e AR induzida por colageno (Cua et al.,, 2003; Langrish et al., 2005). Estes
resultados mostraram que as células Thl ndo eram as responsaveis pela inducdo da
doenca, no entanto, a produgdo de IL-17 foi essencial para o desencadeamento de

EAE. Esta populacdo de células produtoras de IL-17 passou a ser chamada de Th17.

Com base em trabalhos publicados nos ultimos anos, € demonstrado que
células Thl7 desempenham um papel critico na patogénese e perpetuacdo de
diversas doencgas autoimunes, dentre elas destacamos a AR, encefalite autoimune
experimental (EAE), vasculite autoimune, psoriase, colite, entre outras (Bettelli et al.,
2008). Com relacdo a AR, evidéncias suportam que altos niveis de IL-17 séo
encontrados na sindvia de pacientes artriticos (Hwang et al., 2005; Kotake et al, 1999).
Patologicamente esta citocina pode ativar e amplificar todos o0s mecanismos
relacionados com a injaria tecidual os quais tem sido descritos na AR. Em particular, a
IL-17 pode aumentar e/ou sinergizar com os mediadores inflamatérios presentes no
local da inflamacgéo, tais como: IL-6, IL-1B e TNF-a (Chabaud et al., 1998; Katz et al.,

2001; Le Grand et al., 2001); pro-oxidantes como 6xido nitrico (Lubberts et al., 2000)
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além de promover a injuria da matriz extracelular através da ativacdo de
metaloproteinases (MMP) e da inibicdo dos componentes envolvidos no reparo
tecidual como proteoglicanos e colageno (Jovanovic et al.,, 2001; 2000). A IL-17
também estimula fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais e macrofagos a
produzirem quimiocinas RANTES, GM-CSF, IL-1, IL-6, ICAM-1, PGE,,
metaloproteinases, NOS-2, dentre outros mediadores que também estdo envolvidos
com a migracao neutrofilica. Além disso, a IL-17 induz a expressado de RANKL, o qual
€ crucial para diferenciacdo de osteoclastos funcionais resultando em reabsorcéo
0ssea. Assim, intervencdes farmacolégicas que reduzam ou bloqueiam a producéo
e/ou liberacdo de IL-17 pode apresentar um alvo com potencial efeito terapéutico para

o tratamento da AR.

Com relacdo a AR, os linfécitos T representam a maior propor¢édo das células
inflamatérias presentes no tecido sinovial e inimeras evidéncias suportam que a
ativagdo e migragdo de linfocitos Thl7 para o compartimento articular séo
supostamente fundamentais para os danos teciduais desta condi¢do inflamatoria
(Bettelli et al., 2008). Dessa forma, estudos nos quais utilizam fatores sollveis e/ou
mecanismos celulares que bloqueiam ou suprimem seletivamente as células efetoras,
principalmente células Th17, podem representar um particular interesse numa tentativa
de conter as lesBes teciduais observadas em diversas doencas autoimunes, aqui

representadas pela AR.

Além dos linfécitos T, os linfécitos B também desempenham um papel
importante na iniciacdo e perpetuacado do processo inflamatério presente na AR (Wang
et al., 2011). Na membrana sinovial inflamada de pacientes acometidos ha numerosas
células B, organizadas em pseudofoliculos nodulares, similares a centros germinativos
(Weyand et al., 2003), envolvidas na apresentacéo de antigenos para células T e com
a producdo de anticorpos contra autoantigenos, como anticorpos anti-CCP e o fator

reumatdide (Nozaki et al.,, 2010), que contribuem diretamente e indiretamente na
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patogénese da AR através da formacdo de imunocomplexos e fixacdo do

complemento na articulacao (Steiner, 2007).
1.4.3- Células Tregs na AR

As células T reguladoras (Tregs) sao células capazes de suprimir a resposta de
células inflamatérias, controlando desta forma, processos inflamatérios. As Tregs
naturais constituem uma populacdo homogénea derivada do timo (Suri-Payer et al.,
1998), que necessitam da ativacao via TCR para se tornarem supressoras (Piccirilo et
al., 2003; Thornton et al., 2000). Uma vez ativadas, suas funcdes supressoras sao
dependentes do contato célula-célula e/ou de fatores sollveis como TGF- e IL-10 e
independem de antigeno (Piccirilo et al., 2003; Thornton et al., 2000; Dieckman et al.,
2000; Levings et al., 2002), embora haja evidéncias de regula¢gdo antigeno especifica
(Nishimura et al., 2004; Tanchot et al., 2004; Belkaid et al., 2005). As citocinas que
compartilham o receptor a, tais como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, sdo necessarias para
o desenvolvimento timico das Tregs, sendo que a IL-2 é essencial para sua
sobrevivéncia e manutengdo nos sitios periféricos (Powrie, 2004). E importante
ressaltar que a IL-6 inibe o desenvolvimento de Tregs em detrimento de Th17 (Wan et
al., 2005; Kleinschek et al., 2007), que por sua vez tem sua acdo controlada

negativamente por IL-25 e IL-27 (Kleinschek et al., 2007).

Os outros subtipos de células com funcao reguladora diferenciam-se a partir de
células T convencionais e tém caracteristicas fenotipicas distintas das Tregs naturais.
As Trl e Th3 séo diferenciadas a partir de linfocitos T “naives” e dependem de IL-10 e
TGF-B, respectivamente (Mills, 2004). As Tregs naturais também podem exercer suas
atividades supressoras de modo indireto (Mills, 2004), induzindo a diferenciagdo de
células Tregs especificas a um antigeno. Como a presenca de TGF-f e IL-10 é comum
nas populagfes de Tregs, a caracterizacdo de marcadores fenotipicos é a ferramenta

mais apropriada para distinguir tais populagées.
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Véarias moléculas de superficie tais como CD103, GITR, CD62L, CD45R0 e
CD45RB"" s&o utilizadas para caracterizar as células Tregs naturais (Ostroukhova et
al., 2005). A molécula CTLA-4 é expressa has Tregs e sua interacdo com CD80 ou
CD86 resulta em inducédo de atividade supressora. De fato, a populacdo de células
CD4"CD25'CTLA-4" apresenta forte atividade reguladora in vitro e o bloqueio de
CTLA-4 reduz sua atividade (Birebent et al., 2004; Manzotti et al., 2006; Read et al.,
2000; Takahashi et al., 2000; Tang et al., 2004). Quando ocorre a interacdo CTLA-4
com CD80 e/ou CD86 em células dendriticas (DC) ha ativacdo da enzima indoleamina
2,3-dioxigenase (IDO), secrecdo de imunossupressores, bloqueio da resposta
proliferativa e inibicdo da producdo de citocinas por células T efetoras (Munn et al.,
2005). Outra molécula presente na superficie das Tregs, o receptor induzido por
glicocorticoide (GITR), da familia do TNFR, regula a producdo de citocinas e a
proliferac&o celular (Ronchetti et al., 2002), sendo que seu bloqueio impede a atividade
reguladora (Shimizu et al., 2004). E possivel que a expressdo de GITR possa
influenciar também a hiporresponsividade de células TCD4'CD25. Outra molécula
associada a funcdo de Tregs € a que resulta da expressdo do gene FoxP3, o qual
codifica um fator de transcricao pertencente a familia FOX (“forkhead box”), necessario
no ambiente timico durante o desenvolvimento e diferenciacéo da populacdo de Tregs
naturais (Coffer et al., 2004). A expressdo de FoxP3 ndo se restringe as Tregs (Vieira
et al, 2004), visto que células TCD4"'CD25’, na presenca de TGF-B podem expressa-lo,
tornando-as funcionalmente similares as Tregs. No entanto, a expressao de Foxp3 em
células TCD4'CD25 é cerca de 100 vezes menor que a das Tregs naturais (Chen et
al., 2003; Fontenot et al., 2003; Hori et al.,, 2003). Dessa forma, a inducédo e
concomitante transferéncia de Tregs poderiam prevenir uma diversidade de doencas
autoimunes incluindo a diabetes, colite, EAE e AR (Salomon et al., 2000; Wu et al.,

2002).
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Dentro deste contexto, Kelchtermans et al. (2009) purificaram células Tregs,
expandiram in vitro com anti-CD3 e anti-CD28 e as injetaram em animais DBA/1J
imunizados com colageno tipo Il. Os autores demonstram que a transferéncia de Tregs
a animais DBA1/J previne o desenvolvimento da CIA, acompanhada de uma
diminuicdo dos niveis de TNF-a e IL-6. A diferenciacdo de osteoclastos em cultura de
células de baco é significantemente reduzida na presenca das células Tregs pré-
estimuladas. A expressao das citocinas que sao inibidoras da osteoclastogénese, tais
como, GM-CSF, IFN-y, IL-5 e IL-10 apresentam valores elevados na presenca das
células Tregs. Além disso, as células do bago de animais colocadas em cultura com
células Tregs mostram uma capacidade reduzida de se diferenciarem em osteoclastos
maduros, sugerindo que as células Tregs revertem a capacidade de
osteoclastogénese in vivo e dessa forma podem prevenir o desenvolvimento da AR,

mas também de outras doencas autoimunes descritas (Salomon et al., 2000; Wu et al.,

2002; Read, et al., 2000).

Diversos estudos tém demonstrado que células Tregs CD4'CD25"" estéo
presentes na sindvia inflamada de pacientes artriticos e sua funcao supressora €
normal in vitro. Entretanto, alguns trabalhos demonstram que essas células
apresentam um defeito da sua capacidade em suprimir a proliferacdo de células T
efetoras presentes no compartimento articular. Ainda, a transferéncia adotiva de
células Tregs falha em curar doencas autoimunes bem estabelecidas, indicando que
dentro de certas condi¢des inflamatdrias crénicas as Tregs sao incapazes de exercer
sua funcdo. Embora pouco seja sabido se a deficiéncia dos mecanismos supressores
das Tregs é um dos fatores preponderantes para a patogénese da AR, estratégias
farmacologicas que reforcam a funcdo supressora e/ou inducdo de Tregs pode

representar um alvo terapéutico para o tratamento da doenca.

1.5 Estratégias terapéuticas para AR
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As estratégias farmacoldgicas convencionais para o tratamento da AR utilizam
combinacbes de anti-inflamatérios néo estereoidais (NSAIDs), analgésicos,
glicocorticéides e de drogas anti-reumaticas modificadoras da doenca (DMARDS),
como o Metotrexato (MTX). Recentemente, a implementacdo de inibidores e/ou
blogueadores da atuacdo de citocinas e moléculas envolvidas na patogénese da AR
(agentes bioldgicos) trouxe novas opcdes e perspectivas para o tratamento da AR. Os
agentes biolégicos atualmente aprovados para uso clinico sdo inimeros. O primeiro
modificador de resposta biolégica aprovado para AR foi o anankira, um antagonista do
receptor de IL-1 (Fleischmann et al., 2003; Bresnihan et al., 2004). A administragéo
didria de anankira por via subcutédnea possui eficacia razoavel quando utilizado
individualmente ou em combinagdo com MTX. O anankira deixou de ser comumente
administrado com o advento dos inibidores de TNF no tratamento da AR, visto que
gquando comparados, os inibidores de TNF possuem uma maior eficacia terapéutica,
um regime posologico mais conveniente e uma farmacocinética mais favoravel no

tratamento da AR (Verbsky et al., 2004).

Sobre os inibidores de TNF, o primeiro a ser introduzido para tratamento da AR
foi o infliximabe, seguido posteriormente pelo etanercepte e adalimumabe. O
infliximabe e o adalimumabe sdo anticorpos monoclonais diretos contra o TNF-a
enquanto que o etanercepte € uma constru¢do recombinante de dois receptores de
TNF (receptores p75) ligados a por¢céo Fc de uma IgG1, dando origem a uma molécula
“imunoglobulina-like”. Ensaios clinicos com estes trés agentes bioldgicos mostram alta
eficacia em pacientes com AR que nao responderam a terapia com as DMARDs
classicas (Moreland et al., 1999), além do que, a administragédo dos inibidores de TNF
também é aprovada em varios paises para tratamento de espondilite anquilosante,
artrite psoriasica e doenca de Crohn (Keller et al., 2003; Mease et al., 2005; Richter et

al., 20086).
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A eficacia terapéutica aos inibidores do TNF € deficiente em aproximadamente
40% dos individuos submetidos a este tratamento, e por isso, outros agentes
biolégicos ganharam espaco para o tratamento da AR (Bansard et al., 2009). Dois
deles surgiram ha cerca de 7 anos, o rituximabe e o abatacepte (Cohen et al., 2005;
Genovese et al., 2005). O rituximabe é um anticorpo monoclonal contra um antigeno, o
CD20, molécula presente na superficie de linfécitos B e pré-B, onde exerce seu efeito
causando lise celular por mecanismos dependentes da ativacdo do complemento e de
citoxicidade celular mediada por anticorpos (Edwards et al., 2004). A administracdo de
rituximabe também é aprovada para tratamento de neoplasias relacionadas a células
do sistema imune, como nos casos de linfoma nao-Hodgkin e linfoma difuso de células

B (Fan & Leong, 2007).

O abatacepte é uma proteina recombinante composta pelo dominio extracelular
humano de CTLA-4 ligado a por¢cdo Fc de uma IgG1 humana. A funcionalidade e o
efeito imunossupressor do abatacepte sdo decorrentes da competicdo pela ligagéo
entre o CD28 das células T e o CD80/86 presentes nas células apresentadoras de
antigeno (APC), um importante sinal co-estimulatorio para a ativagdo de linfécitos T
(Kremer et al., 2003). O abatacepte é indicado em pacientes que tiveram uma resposta

inadequada ao MTX e pelo menos um dos inibidores de TNF (Kremer, 2005).

Recentes avancos no entendimento da patogénese da AR resultaram em
novas alternativas de tratamento para a doenca. O agente biolégico mais
recentemente introduzido para o controle da inflamacdo presente na AR é o
tocilizumabe, que consiste em um anticorpo monoclonal humanizado contra o receptor
de IL-6 (Tak & Kalden, 2011). Os resultados clinicos com a administragdo intravenosa
de tocilizumabe s&o animadores. Estudos demonstram que em pacientes n&o
responsivos ao MTX e outros agentes biologicos, a administracdo de tocilizumabe

mostrou-se efetiva na prevencdo dos danos articulares provocados, apesar desses
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pacientes estarem mais susceptiveis a infec¢des bacterianas e virais (Kremer et al.,

2011).

Apesar das varias opc¢des de drogas citadas para o tratamento da AR, devido
sua eficacia satisfatéria por longos periodos de tratamento, baixo custo e efeitos
colaterais moderados, a utilizacdo do Metotrexato (MTX) padréo ouro em baixas doses
(10-20 mg/semana) ainda compreende atualmente a terapia de primeira linha para

pacientes com AR, principalmente para os recém diagnosticados (Curtis et al., 2011).

O MTX é um classico antagonista do acido félico. Sua agéo esta envolvida com
a inibicdo da via relacionada a sintese de novo de purinas e pirimidinas, formacéo de
poliaminas, transmetiliacdo de DNA, RNA, fosfolipideos e proteinas (Seitz, 1999). Com
base nesses mecanismos, a administracdo de MTX em humanos no inicio dos anos 50
era somente destinada para o combate de neoplasias devido aos seus efeitos anti-
proliferativos (Black & Livingston, 1990). Ha cerca de 30 anos, estudos mostraram a
eficacia da utilizagdo do MTX em baixas concentragbes para o tratamento de
desordens inflamatérias, como a AR (Weinblatt et al., 1985). Os mecanismos
antiinflamatoérios do MTX pelos quais controlam a inflamagdo na AR ainda ndo sao
totalmente estabelecidos, porém achados mostram a atuacdo do MTX na inducdo de
apoptose em células inflamatdrias, reducéo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias,
promocao de alteracdes intracelulares nos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e na manutencdo de elevados niveis de adenosina no compartimento

extracelular (Cutolo et al., 2001).

Mecanismos envolvendo a interagdo Fas/FasL séo relacionados com o efeito
do MTX na inducdo de apoptose de células inflamatorias (Friesen et al., 1996).
Estudos in vitro com leuc6citos humanos demonstram a capacidade do MTX em
promover o aumento da expressao do receptor Fas (CD95) em mondcitos incubados

com MTX (Seitz et al.,, 1998). Recentemente, trabalhos descrevem que o MTX
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aumenta a sensibilidade das células a apoptose por uma via dependente da
sinalizagdo por JNK, na qual esta ativada em pacientes com AR submetidos ao MTX,
visto que niveis de jun estdo aumentados em leucécitos humanos incubados com MTX
(Spurlock et al., 2011). Curiosamente, a sinalizagédo por JNK é induzida por ROS, cujos
niveis também se alteram quando ocorre a incubacdo com MTX (Spurlock et al.,

2011).

A relacdo do efeito do MTX com a inibicAo da produgcdo e na atuacdo de
citocinas pré-inflamatorias no sitio inflamatério, como IL-1B e IL-17, também é sugerida
como um dos mecanismos antiinflamatorios de atenuagdo da AR (Connolly et al.,
1988). O MTX interfere diretamente com a ligacdo da IL-13 ao seu receptor e,
portanto, inibe a resposta celular da citocina (Brody et al., 1993). Adicionalmente, o
tratamento com MTX gera um tipo menos inflamat6rio de mondcitos circulantes em
pacientes com AR, pois sdo capazes de produzir altos niveis do antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1ra) e paralelamente, possuem secrecdo de IL-1B e IL-8 reduzida
(Seitz et al., 1996). Estudos recentes in vitro mostram que o MTX também atua na
supressdo dos efeitos inflamatérios mediados por células Thl7, padrdo de células
critico na patogénese da AR, visto que a producao da citocina IL-17 por leucdcitos
humanos estimulados com anti-CD3 e anti-CD28 e incubados com MTX esta reduzida

tanto de pacientes com AR quanto em doadores saudaveis (Li et al., 2011).

Trabalhos também propdem que a eficacia terapéutica observada com a
administracao de baixas doses de MTX, é decorrente de sua capacidade em manter e
aumentar os niveis de adenosina extracelular (Cronstein et al, 1993; Morabito et al,
1998). Para que ocorra este fenbmeno, o farmaco promove acumulo de AICAR
(ribonucledtido aminoimidazocarboxamida), composto envolvido na biossintese de
do AICAR gera AICAR-secundario, metabdlito responsavel pela inibicdo direta da

adenosina deaminase (ADA), enzima que converte adenosina em inosina, permitindo
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entdo, o aumento dos niveis de adenosina no citoplasma. Uma vez aumentada, a
adenosina é transportada para o compartimento extracelular por transportadores de
nucleosideos e desempenha suas fung¢des por interagir com receptores purinérgicos
de tipo 2 ( Al, A2a, A2b e A3) expressos na membrana de leucécitos. Ainda, a
adenosina também pode sofrer acdo da adenosina kinase, refosforilando-a e
convertendo-a em ATP que também pode ser transportado para o compartimento
extracelular. No espaco extracelular, o ATP sofre acdo de duas ectonucleotidases, a
ATP difosfoidrolase (CD39) que hidrolisa 0 ATP em ADP e AMP e posteriormente o

AMP é degradado pela 5’nucleotidase (CD73) gerando adenosina (Figura 1).

Intracelular Extracelular
T MTX ATP
AICAR J_ A ATP
AICAR transformilase cD39
v
Formil AICAR ADP 4
A ADP
CD39
v v
—>IMP AMP L
A A AMP
1 AICAside co73
o v I}
Inosina < o Adenosina € » Adenosina
L
Hipoxantina

Figura 1 — Mecanismo de acdo do MTX na manutencéo dos niveis elevados de adenosina. AICAR,
5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleosideo; IMP, monofosfato de inosina; AMPDA, AMP deaminase;
ADA, adenosina deaminase; AICAside, aminoimidazol carboxamidoribonucleosideo; AK, adenosina
kinase; CD39, ATP difosfoidrolase ; CD73, ecto-5"nucleotidase.Adaptado de Crostein, 2005.
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Recentes estudos demonstram que células Tregs expressam altos niveis de
CD39 e CD73 em sua superficie e que estes marcadores estao funcionalmente ativos
e possuem acdo como indutores da adenosina pericelular (Kobie, 2006). A expressao
coordenada dessas ectoenzimas em Tregs e do receptor de adenosina A2a nos
linfécitos T efetores geram sinais imunossupressores, indicando a fungéo inibidora das
Tregs. Confirmando o papel das ectonucleotidases, Tregs provenientes de
camundongos CD39" apresentam uma perda da sua propriedade supressiva in vitro e

falham para bloquear a rejeicdo do aloencherto in vivo (Deaglio et al., 2007).

A degradacdo do ATP pelas ectonucleotidases presentes na superficie de
células Tregs também afeta as fungBes de células dendriticas (DCs). Trabalhos
demonstram que a exposi¢éo de DCs ao ATP induz a maturagéo, seguida do aumento
da expressdo de MHC-Il, moléculas coestimuladoras, moléculas de adesdo e da
secrec¢do de IL-12 (Schnur et al., 2000). O ATP liberado pela flora comensal induz as
células dendriticas presentes na lamina prépria a liberar citocinas como IL-6 e IL-23 e
TGF-B e, dessa forma, polarizar linfécitos T “naives” para o perfil Th17, que tem como
conseqiéncia, a inducdo da colite em camundongos (Atarashi et al., 2008). A pré-
exposicdo de Tregs ao ATP reduz a maturacdo de DCs e essa interacdo permite com
gue as Tregs migrem para tecidos inflamados para exercer suas fungdes. Ainda, os
efeitos imunomodulatérios da remocéo do ATP em DCs sado amplificados pela geragéo
de adenosina. A adenosina induz nestas células uma alteracdo da producédo de
citocinas de um perfil pro-inflamatério para antiinflamatério, com niveis reduzidos da
producéo de IL-12, IL-6 e IFN-a e o aumento da producgéo de IL-10. Consistente com o
fato que as DCs sao células altamente especializadas na apresentacéo de antigenos e
estdo na interface da resposta imune inata e adaptativa, é plausivel sugerir que os
efeitos imunomoduladores das células CD4'CD39" interfira diretamente na remoc&o

do ATP extracelular, e de uma maneira indireta, pela geragéo de adenosina, na funcéo
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de DCs em polarizar linfécitos TCD4" naive para Thl7, e dessa forma prevenir os

danos tissulares induzidos na AR.

Uma vez liberada, a adenosina exerce suas atividades atuando principalmente
nos leucdcitos do infiltrado inflamatério e/ou em tecidos injuriados. A adenosina pode
proteger o endotélio dos polimorfonucleares por inibir a expressédo de B2 integrinas
(Thiel et al., 1996), adesédo (Cronstein et al., 1990), producéo dos radicais de oxigénio
(Cronstein et al., 1985), degranulagédo (Richter, 1992) e producédo de TNF-a (Thiel &
Chouker, 1995). Trabalhos demonstram que os linfécitos T expressam o receptor A2a
(A2aR), o qual é capaz de bloquear a proliferacdo celular, liberagdo de granulos
citotoxicos, expressdo de FasL e a secrecdo de citocinas, principalmente IFN-y
(Koshiba et al., 1997; Lappas et al., 2005). A interacdo entre adenosina com o receptor
A2a suprime e atenua doencas inflamatérias intestinais, como colite, ileite e doenca de
Chron. A administracdo do agonista suprime a resposta inflamatoria por inibir a
proliferacdo de células CD45RB™" e a liberacdo de citocinas no tecido inflamado,
atenuando o quadro clinico e a gravidade observados nestas doencas (Naganuma et

al., 2006; Deaglio et al., 2007).

Embora uma parte dos pacientes com AR seja responsiva ao tratamento com
MTX, cerca de 30-40% dos individuos ndo respondem ao tratamento (Bansard et al.,
2009). Esse fato faz com outras medidas terapéuticas sejam aplicadas para o controle
da AR, como a administracdo de agentes biol6gicos, que consiste um tratamento de

custos mais elevados (Fan & Leong, 2007).

Os mecanismos de refratariedade ao MTX ainda ndo estdo bem estabelecidos,
porém estudos recentes mostram evidéncias que podem estar participando destes
mecanismos. A eficacia terapéutica do MTX pode estar relacionada com a atividade
das ectonucleotidases na geracdo de adenosina extracelular. De fato, em um estudo

de Montesinos et al. (2007) o papel das ectonucleotidases é demonstrado como
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essencial para acdo do MTX, visto que em camundongos deficientes destas
ectoenzimas, o MTX ndo exerce seus efeitos antiinflamatoérios em modelo de
inflamacao induzido por carragenina. Além disso, a influéncia das células Tregs neste
fenbmeno é um assunto a ser investigado, visto que esta populacao celular exibe uma

alta expressao destas enzimas na sua superficie.

Polimorfismos no gene do receptor de adenosina A2a foram associados com a
nao responsividade ao MTX ou com a manifestacdo de efeitos colaterais mais graves
causados pela droga (Hider et al, 2008; Grabar et al, 2010). Estes polimorfismos
diminuem a expressdo do receptor na superficie de células mononucleares, podendo
acarretar em um comprometimento dos efeitos antiinflamatérios provocados pela atuacéo
da adenosina nas células alvo. Além disso, alguns autores defendem a existéncia de que
ocorram fendmenos, ainda ndo estudados, envolvidos com a cascata sinalizacdo dos
receptores de adenosina presentes has células inflamatérias, que culminam em uma nao
responsividade ao estimulo com adenosina. A néo responsividade dos receptores em
células dendriticas (DCs), por exemplo, pode desencadear mecanismos de escape destas
células ativadas cronicamente na cavidade articular a imunovigilancia induzida pelas
Tregs, e consequientemente, ocasionar a geracao de células T ativadas refratarias a

supressédo mediada pela adenosina (Bansard et al., 2009).

Outros polimorfismos sdo associados com a eficacia terapéutica do MTX, que
incluem polimorfismos em genes de enzimas envolvidas na via metabdlica do MTX na
inibicio da sintese de novo de purinas, como no gene da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (Wesoly et al., 2006; Wessels et al., 2006). Porém
esses dados sao contraditérios na literatura, visto que autores de um grupo japonés e
dois estudos indianos néo relatam associacdo de polimorfismo desta enzima com a

eficacia da droga (Kumagai et al., 2003; Aggarwal et al., 2006; Ghodke et al., 2008).
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Estudos epidemiolégicos com base em dados demograficos e habitos sociais
mostram associacdes com a eficacia terapéutica do MTX. Dados mostram que
pacientes acometidos por AR e que fumam sado menos propensos a responder as
terapias com MTX e inibidores de TNF (Saevarsdottir et al., 2011). Em adicao,
pacientes pertencentes ao sexo feminino e que desenvolvem a doenca antes dos 40
anos também sdo relatados por apresentarem uma pior resposta ao MTX

(Saevarsdottir et al., 2011).

Alguns achados também sustentam o fato de que niveis reduzidos de
anticorpos anti-CCP estdo relacionados com uma melhor resposta clinica a terapia
com MTX (Braun-Moscovici et al., 2006; Bobbio-Pallavicini et al., 2007). Porém, no
momento, ainda ndo ha biomarcadores descritos para serem utilizados na pratica
clinica de rotina como preditivos de resposta ao MTX. Com base nestes
acontecimentos, sdo necessarias novas investigagdes com o propoésito de elucidar os
mecanismos de refratariedade ao MTX na AR, visto que estes dados podem
proporcionar beneficios relevantes para a pratica clinica. Assim, dentro deste contexto,
o entendimento dos fenémenos patrticipantes na refratariedade ao MTX associado com
a identificacdo de biomarcadores preditivos de resposta clinica proporcionard aos
pacientes acometidos pela doenca uma exposicdo desnecesséria a droga, € uma

consequente reducao da aplicacéo de tratamentos ineficazes contra a doenca.

Assim, com base nessas informacdes, no presente estudo demonstramos um
mecanismo de refratariedade ao tratamento com MTX na AR baseado no ndmero de
células Tregs circulantes e na contribuicdo deste subtipo leucocitario para a geragao
de adenosina extracelular pelas ectonucleotidases CD39 e CD73 presentes na
superficie. Adicionalmente, mostramos que o0 numero de células Tregs do sangue
periférico expressando a ectonucleotidase CD39 bem como os niveis de expressao
deste marcador por célula estdo alterados entre os grupos de pacientes responsivos

ou ndo ao MTX. O conjunto dos dados apresentados neste trabalho possibilita
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identificar a causa pela qual a eficacia do MTX é comprometida em pacientes com AR,
e ainda, gera novas perspectivas no desenvolvimento de intervengdes terapéuticas

relacionadas & manipulagdo de células Tregs e da ectoenzima CD39 como alvos

potenciais para o controle do processo inflamatdrio.
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2- OBJETIVOS
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Baseado nos estudos acima relatados, o presente estudo teve por objetivo
investigar os mecanismos de refratariedade de pacientes artriticos ao MTX, com

enfoque na atividade bioquimica e funcao supressora de células Tregs.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar a atividade da doenca em pacientes R-MTX e UR-MTX baseada
na quantificacao de citocinas no plasma e pelo padrao de ativacao de células

TCD4" oriundas do sangue periférico.

2. Fenotipar os leucécitos do sangue periférico de pacientes R-MTX e UR-MTX
principalmente as células CD4"CD25'FOXP3*(Tregs) quanto a expressdo das

ectonucleotidases CD39 e CD73;

3. Determinar a atividade das ectonucleotidases e a geracdo de adenosina por

células TCD4" circulantes de pacientes com AR.
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3- MATERIAL E METODOS

50



3.1. Pacientes e individuos controles

No estudo, o sangue periférico (15 mL) foi coletado por puncdo venosa de
pacientes (n= 89) diagnosticados com AR, classificados de acordo com os critérios do
Colégio Americano de Reumatologia (Arnett FC et al. 1988). Os pacientes foram
provenientes do ambulatério de doencas reuméaticas da Disciplina de Reumatologia
do Hospital das Clinicas-FMRP-USP e foram divididos em dois grupos, de acordo
com a resposta a terapéutica ao metotrexato. Pacientes refratarios ao MTX (UR-MTX)
foram aqueles pacientes que estavam utilizando MTX na dose minima de 15
mg/semana, por pelo menos trés meses, e que ainda apresentavam doenga ativa.
Doenca ativa passa a ser definida pelo indice de atividade da doenca — DAS28
(Disease Activity Score- 28 joints). Valores do DAS28 superiores a 4,0 sao definidores
de doenca ativa. Os pacientes também nado deveriam utilizar doses de prednisona
superiores a 10 mg/dia. Os pacientes respondedores ao MTX (R-MTX) foram aqueles
com DASZ28 inferior a 3,0, em uso de MTX ha mais de trés meses e prednisona com
dose inferior a 10 mg/dia. Em ambos 0s grupos, 0s pacientes poderiam estar
utiizando como combinacdo de terapéutica para AR, somente difosfato de
Cloroquina, 250 mg/dia. Nenhuma outra medica¢cdo modificadora do curso da doenga
(DMCD), como leflunomida, sulfassalazina, ciclosporina e agentes biolégicos (Anti-
TNF, moléculas coestimuladoras e anti-CD20) foi permitida o seu uso ho momento da
coleta das amostras. Todos os pacientes foram avaliados previamente a coleta por
um médico reumatologista, que se incumbiu de classificar os pacientes como
refratarios ou ndo ao MTX e avaliou os critérios de inclusé@o e excluséo do estudo. No

anexo 1 esta o protocolo clinico para coleta de dados.

Como controle, amostras do sangue periférico de individuos sadios (IS, n = 16)
pareados por sexo e idade foram coletadas. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMRP. Os pacientes incluidos no estudo

continuaram em seguimento no ambulatério a que pertencem e o0s procedimentos
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adotados para esta investigacdo clinica ndo interferiu, nem atrasou o tratamento dos
mesmos. Estes pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Caso
0 paciente ndo possuisse condicdes clinicas suficientes para assinar o termo, 0 mesmo
foi obtido a partir da autorizagdo de seu representante legal. Foram excluidos os
pacientes, por meio de sua propria vontade ou de seu representante legal que nao
manifestaram interesse em participar do estudo. As caracteristicas clinicas dos grupos
de pacientes com AR sdo mostradas abaixo (Tabela 3) bem como a classificacdo da

atividade da doenca baseada no escore clinico DAS28 (Figura 2).
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes com AR

Caracterisitcas

clinicas Pacientes R-MTX (n=35) Pacientes UR-MTX(n=54)
Media de idade (anos) 52,6 54,7

Mulheres (%0) 88.8 84,9

RF-positivo (%) 67.4 71,5
aCCP-positivo (%) 60,2 63,5

DAS28 (media + EPM) 2.23+0,57 5.87+£0.52

Usode MTX (%) 100 100

Tabagismo (%) 20 36

PCR (meédia + EPM) 1,04+ 0,68 1,59+0.23

RF, fator reumatoide; aCCP, anticorpos anti-peptideos citrulinados; DAS2S, disease activity
score;; MTX, Metotrexato, R-MTX responsivo ao MTX;, UR-MTX, ndo-responsivoao MTX;
PCR, proteina C reativa

escore DAS28

Figura 2 — indice de atividade da doenca nos grupos de pacientes com AR. Score clinico
DAS28 de pacientes responsivos (R-MTX) ou ndo ao tratamento com Metotrexato (UR-MTX).
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3.2. Obtencéo de leucocitos do sangue periférico dos pacientes

As células monucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas de
pacientes refratarios ou ndo ao MTX e individuos sadios. ApGs a coleta, o sangue foi
diluido em igual volume de PBS, aplicado em gradiente de Percoll (Sigma-Aldrich) e
centrifugado a 650 x g por 30 min, a temperatura ambiente. A interface obtida,
contendo o PBMC foi coletada, centrifugada por 10 min a 400 x g e lavadas duas
vezes. ApOs esse procedimento, o sedimento foi ressuspenso em 3 mL de meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado e os leucécitos

foram quantificados em camara de Neubauer.

3.3. Fenotipagem celular por citometria de fluxo

Para a caracterizacédo fenotipica das células, bem como caracterizacdo das
populacdes de células T reguladoras, foi avaliada a expressdo dos seguintes
marcadores: CD3, CD4, CD8, CD19, CD25, CD39, CD73, CD26, CD15, CD11b,
CD11c e FoxP3. Brevemente, as células foram lavadas, ressuspensas em 100ul de
PBS e incubadas com 1,5 ug de anticorpos monoclonais especificos para os
marcadores determinados acima, conjugados com FITC, PE, PE-Cy5, PE-Cy7, APC
ou Pacific Blue (BD Bioesciences e eBioscience, San Diego, CA, EUA), e foram
incubados por 30 minutos a 4°C. Apés incubagdo com os anticorpos, as amostras
foram lavadas 2 vezes com PBS, e centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. Na
marcagao intracelular de FoxP3, foi utilizado o kit Human FoxP3 buffer (BD
Biosciences), e posteriormente, as células foram fixadas com 1% formol diluido em
PBS e adquiridas no aparelho FACSCanto Il (BD Biosciences). As analises foram
feitas usando os softwares “FACSdiva” (BD Biosciences) e “Flow Jo” (TreeStar,

Ashland, OR, EUA).
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3.4. Avaliacado da producdo de citocinas intracelulares

Para a quantificacdo de citocinas intracelulares, 1x10° células de PBMC
foram previamente cultivadas por 12 horas na presenca de a-CD3 (5ug/mL) e a-CD28
(5png/mL). Posteriormente, as células foram incubadas com Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) por 20 minutos, lavadas em PBS a 400 x g por 10 min a 4°C, e
incubadas com os anticorpos monoclonais especificos (BD Biosciences) para IL-10,
IL-17 e IFN-y diluidos em Permwash 1X por 30 min, para posteriormente serem
lavadas novamente em PBS e adquiridas no aparelho FACSCanto Il (BD

Biosciences).
3.5. Dosagens de citocinas por ELISA

Placas de 96 pocos foram recobertas e incubadas com anticorpo purificado
anti-IL-17, anti-MIP-1-8, anti-TNF-a, anti-IL-1-f, diluido em tampéao fosfato de célcio
durante 12h, a 4°C. ApGs o tempo de incubacéo, as placas foram lavadas com PBS
contendo 5% de Tween 20 e bloqueadas durante 1h, a temperatura ambiente, com
PBS contendo 1% de BSA. Posteriormente, as placas foram lavadas, incubadas com
o plasma de sangue periférico de pacientes artriticos, com osteoartrite e individuos
normais, durante 12 horas, a 4°C. As curvas padrédo das interleucinas recombinates
foram feitas a partir de diluicbes seriadas (base 2) da concentracéo de 10.000 pg/ml.
Apl6s o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e incubadas durante 1h, a
temperatura ambiente com o anticorpo a-interleucina biotinilado, diluido na
concentracdo final de 1ug/ml em PBS contendo 1% de BSA e 0,5% de Tween 20. As
placas foram lavadas e incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente, com
avidina peroxidase diluida 1:5000 em PBS contendo 1% de BSA e 0,5% de Tween
20. Ap6s nova lavagem, as placas foram relevadas com substrato OPD (o-fenileno
diamino) diluido em tamp&o diluente préprio. A reacdo foi bloqueada com acido

sulfarico e, em seguida, feita a leitura em 490nm.
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3.6 Extracdo de RNA e avaliagdo da expressdo dos receptores A2a e A2b por

RT-PCR

A extracdo do RNA foi realizada utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e kit para extracdo de RNA (Promega, Madison, WI, EUA), de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Brevemente, 1mL de Trizol foi adicionado
nas amostras, sendo posteriormente agitadas por 30 segundos na presenca 200 pul de
cloroformio (Sigma) para cada 1 mL da suspensdo. ApoOs, os tubos foram
centrifugados a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para
um tubo novo, onde se acrescentou etanol 70% em proporc¢des iguais & amostra
(v:v), agitada delicadamente e transferida para uma coluna de afinidade para RNA.
ApOs varias lavagens, por rapidas centrifugagfes por 15 segundos a 8000 x g cada,
com diferentes tampdes especificos, as amostras de RNA foram eluidas da coluna
com 60 ul de agua deionizada e livre de RNAse, sendo armazenadas a —70° C, até a
confeccdo do DNA complementar (cDNA). Uma aliquota de 3uL foi diluida e utilizada
para determinagdo da concentracdo de RNA total, através de leitura em
espectrofotdbmetro em filtro de 260 nm. A fita de DNA complementar (cDNA) foi
sintetizada através de transcrigdo reversa (RT-PCR) com oligo d(T)16 (Invitrogen), e
utilizada para a quantificacdo da expresséo dos genes de interesse (A2aR e A2bR) e
do gene de expressao constitutiva (HPRT-1) por PCR em tempo real utilizando Syber
green como reporter da amplificagdo. Amostras de RNA sem a transcricdo reversa
foram utilizadas para verificar a auséncia de DNAg nas amostras. Foram utilizados

iniciadores previamente estabelecidos no laboratério.

A2aR: 5'-CCA TGC TGG GCT GGA ACA-3 e 5-GAA GCG GCA GTA. ACA CGA

ACG-3

A2bR: 5'-CTA TGC TTA CCG GAA CCG AGG-3'e 5-ACC ATG CCC GGC CGA ATA

ATA-3'
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HPRT-1: 5-GCA GTA CAG CCC CAA AAT GGC-3' e 5-GGT CCT TTT CAC CAG

CAA GCT-3
3.7 Separacdo das sub-populacfes de células T

Células do sangue periférico de pacientes refratarios ou ndo ao MTX foram
purificadas utilizando-se CD4 MACS MultiSort beads, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Seguida a separacdo, as células TCD4" foram lavadas em PBS gelado
acrescido de 0,5% de BSA mais 3 mM de EDTA, e marcadas com beads anti-CD25 (3 ml
por 10’ células). Desta forma, obtemos diferentes populacdes celulares, TCD4*CD25 (T

efetoras) ou TCD4"CD25" (Tregs).

3.8.1. Andlise da atividade ATPase das células CD4°'CD39" por Cromatografia
Liguida de Alta Performance (HPLC).

Para a quantificac&o de adenosina, um total de 5 x 10° células T efetoras e
Tregs isoladas de pacientes com AR e individuos saudaveis foram incubadas com
RPMI-1640 contendo 1mM de ADP (Sigma-Aldrich) em placa de cultura de 48 pocos
(Costar) a 37° C. Ap6s 1h, 500 mL de cada sobrenadante da cultura foi coletado e
adicionado em tubos contendo 1 mL de acetonitrila, e imediatamente vortexados por
1 min e centrifugados 450 x g durante 5 min a 4° C, para extrair proteinas e
estabilizar adenosina. Em seguida, o sobrenadante coletado foi seco sob fluxo de ar e
o pellet foi ressuspenso em 200 mL de fase movel (0,1% de acetonitrila, 5,4% de
metanol e 94,5% de tampéo fosfato 0,25 M, pH 6,3). Finalmente, as amostras foram
vortexadas por 20s e 100 ul de cada amostra foi utilizada para analise
cromatografica. Os procedimentos cromatograficos foram realizados por HPLC
(Shimadsu SPD 10-A, Kyoto, Japdo) equipado com uma coluna HP Altima (C18).
Padrbes de adenosina foram usados para confirmar o tempo de retencédo e execucao

necessarios. Adenosina foi quantificada comparando o tempo de retencdo com as
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concentracdes pré-estabelecidas dos padrbes. Nas condi¢ces utilizadas, o limite de

deteccdo foi de 1 ng/mL e o limite de quantificacdo foi de 200 ng/mL.

3.8.2. Andlise da atividade ATPase das células CD4'CD39" pelo de ensaio de

verde malaquita.

Os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia descrita por
Chan e colaboradores, 1986. Brevemente, em placa de 48 pocos (Nunc), 5 x 10°
células isoladas (células T efetoras ou Tregs) de pacientes com AR e individuos
saudaveis (IS) foram incubadas com RPMI 1640 contendo 1mM ADP (Sigma-Aldrich)
a 37 ° C. Ap6s 1h, 200 uL de solucdo de verde foi adicionado aos pogos contendo as
amostras. Apés 1h de incubacdo a temperatura ambiente, a densidade oéptica foi
medida em 650 nm e a quantidade de fosfato inorganico liberado foi calculada a partir
de uma curva padrdo preparada simultaneamente de fosfato padrdao (1-10 pm -

KoPO,).

Solucdo de verde malaquita: uma parte da solucdo de molibdato de aménio (4,29)
dissolvido em 100 mL de HCI 4M + trés partes de verde malaquita (0,045%)

dissolvida em H,0.
3.9. Andlise estatistica

As analises entre as amostras foram realizadas com a utilizacdo da analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo de teste “t” ndo paramétrico. Para todas as
andlises, valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente significantes. A
andlise estatistica e os graficos foram feitos usando o programa GraphPad prism

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4- RESULTADOS
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1- Caracterizacdo dos grupos de pacientes com AR quanto a presenca
de citocinas no sangue periférico e o padrdo de ativacdo de células
TCD4"

Apbs a classificacdo dos pacientes baseados no DAS28, conforme descrito em
Material e Métodos (item 3.1.), primeiramente, mensuramos as citocinas pré e
antiinflamatorias presentes no sangue periférico de pacientes R-MTX ou UR-MTX. Para
este fim, o plasma proveniente dos pacientes foi coletado e a producéo de citocinas foi
avaliada por ELISA, conforme descrito em Material e Métodos. Como controles foram
utilizadas amostras de individuos saudaveis (IS) pareados por sexo e idade.

Com os resultados obtidos, verificamos um aumento significativo na producdo das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-18 (Figura 3A e 3B, respectivamente) em
pacientes UR-MTX quando comparados com R-MTX. De maneira interessante, néo
houve diferenca nos niveis dessas citocinas nas amostras de pacientes R-MTX
comparados aos grupos controle (IS). Outras citocinas, como IL-17, MIP-18 e TGF-§3,
foram avaliadas, porém ndo houve diferenca significativa na producao destas citocinas

entre os grupos avaliados. (Figura 3C, 3D e 3E, respectivamente).
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Figura 3 — Quantificacdo de citocinas no plasma de pacientes com AR. O plasma de
pacientes R-MTX (e)(n=12),UR-MTX (#) (n=20) e individuos sadios (IS) (circulo aberto) (n=4)
foram coletados para mensuracgao dos niveis de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-17 (C), MIP-1B (D) e
TGF-B (E) por ELISA. Os valores acima foram expressos como média + EPM e representativo
de um experimento. *P < 0.05 comparado ao grupo R-MTX.

61



Posteriormente, fizemos uma avaliagdo do padrdo de resposta baseado na
producdo de citocinas intracelulares desencadeado pela ativacdo de células TCD4".
Para atender a esse propdsito, as células ndo aderentes de pacientes responsivos ou
ndo ao MTX foram submetidas a estimulacdo policlonal com anti-CD3 (5ug/mL) e anti-
CD28 (5ug/mL) por 12h. Em seguida, as células foram recuperadas, processadas e
analisadas por citometria de fluxo, conforme detalhado em Material e Métodos. Para
caracterizar o fenétipo de ativacdo, as células CD3'CD4" foram selecionadas e
analisadas entdo, quanto a frequéncia de positividade para as citocinas IL-17, IFN-y e

IL-10.

Nossos dados demonstraram que pacientes R-MTX apresentaram um aumento
da freqtiéncia de células TCD4" produtoras da citocina IL-10 (Figura 4A) em relacéo
aos pacientes UR-MTX. Enquanto que de maneira interessante, observou-se em
pacientes UR-MTX um aumento na porcentagem de células TCD4" produtoras das
citocinas proé inflamatérias IL-17 e IFN-y (Figura 4B e 4C, respectivamente), células
envolvidas na patogénese da doenca (Li et al, 2010; Nistala et al, 2010), quando
comparadas aos grupos R-MTX e individuos saudaveis (IS). Ressaltamos que nédo
houve diferenga significativa na producdo de todas as citocinas analisadas entre os
grupos R-MTX e IS. Com base nesses dados, podemos inferir que o aumento da
atividade da doenca de pacientes UR-MTX verificado pelo escore clinico DAS28 esta
relacionado a um aumento de citocinas proé-inflamatérias sistémicas no plasma e

também por uma resposta inflamatéria mais acentuada de padrdo Thl e Thl7.
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Figura 4- Ativacdo de linfécitos CD4" de pacientes artriticos. Células de PBMC de
individuos sadios (IS), pacientes responsivos (R-MTX) e de ndo responsivos (UR-MTX) foram
estimuladas com a-CD3 (5ug/ml) e a-CD28 (5ug/ml) por 12h. As moléculas de superficie e
citocinas intracelulares foram marcadas com anticorpos especificos para CD4, CD3, IL-10, IL-
17, IFN-y conjugados com FITC- ou PE- ou PERCP. Os gréficos de barras representam a
média + EPM da porcentagem de células CD4'IL-10" (A), CD4'IL-17" (B) e CD4'IFN-y" (C),
sendo este representativo de dois experimentos independentes (n = 5) P <0.05 comparado ao
grupo IS. *P < 0.05 comparado ao grupo R-MTX.
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2- Fenotipagem dos leucécitos em pacientes artriticos R-MTX e UR-MTX

A fim de avaliar o feno6tipo dos leucdcitos dos pacientes responsivo ou ndo ao MTX,
células mononucleares isoladas do sangue periférico foram marcadas com anticorpos de
superficie especificos e analisadas por citometria de fluxo. Para selecionar as
populacbes de interesse, foram utilizados os parametros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), sendo selecionadas as populagbes de linfécitos T e B (“‘gate” de
linfécito - G1) e mondcitos e células dendriticas (“gate” — G2).

De acordo com a figura 5, as freqiiéncias de linfécitos TCD3" (Figura 5A), TCD8"
(CD3'CD8") (Figura 5C), células B (CD19") (Figura 5E) e células dendriticas
(CD11b*CD11c") (Figura 5F) foram similares entre os grupos UR-MTX e R-MTX. Em
relacdo a populacdo de células dentriticas, foi verificado um aumento na porcentagem
dessas células em pacientes responsivos (R-MTX) ou ndo responsivos (UR-MTX),
guando comparadas ao controle (IS). Nos linfécitos TCD4", embora ndo foram
observadas diferencas significativas na freqiiéncia desse subtipo celular em todas as
amostras analisadas (Figura 5B), pacientes R-MTX apresentaram um aumento
significativo na positividade de linfécitos TCD4" co-expressando a cadeia a do receptor
de IL-2 (CD4'CD25%), fendtipo sugestivo de células T reguladoras (Tregs) (Figura 5D).
Esse aumento foi de 56.64% + 1.87% (P<0.0127), quando comparado ao UR-MTX e ao

grupo IS (P<0.0263).
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Figura 5- Caracterizacao fenotipica das células mononucleares do sangue periférico de
pacientes artriticos. Células de PBMC de individuos sadios (IS) (o, n = 8), responsivos (R-
MTX) (e, n = 15) e de néo responsivos (UR-MTX)(¢, n = 20) foram caracterizadas por citometria
de fluxo. Os dados representam a porcentagem de leucécitos CD3" (A), CD3'CD4" (B),
CD3'CD8" (C), CD4'CD25" (D), CD19" (E) e células dendriticas (CD11b"CD11c") (F). Os
valores acima foram expressos como média + EPM e representativo de um experimento. *P <
0.05 comparado ao grupo R-MTX."P < 0.05 comparado ao grupo IS.
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Visto que a expressdo de CD4'CD25" ndo se restringe a populagdo de células
Tregss (Vieira et al., 2004) e ndo exclui a possibilidade de pertencerem a populacdo de
células T ativadas (van Roon et al., 2006), avaliamos a expressdo de FoxP3, fator de
transcri¢cdo caracteristico desse subtipo celular.

De maneira interessante, similar ao que foi observado com as células
CD4"CD25", pacientes R-MTX apresentaram um aumento significativo na porcentagem e
no nimero absoluto de células CD4"'CD25"FoxP3" (Figuras 6A e 6B, respectivamente)
presentes no sangue, quando comparadas com pacientes UR-MTX e IS, o que sugere
uma relagdo direta entre a refratariedade dos pacientes ao MTX com o numero de Tregs

circulantes nos individuos acometidos pela doenca.
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Figura 6 — Aumento de células Tregs em pacientes R-MTX. Células individuos saudaveis
(IS), de pacientes responsivos (R-MTX) ou néo responsivos (UR-MTX) foram marcadas com
anticorpos especifificos para CD4, CD25 ou FOXP3 e analisadas por citometria de fluxo quanto
a porcentagem e nimero absoluto de células CD4"CD25" FOXP3". Os dados representam a
porcentagem (A) e nimero absoluto (B) de leucécitos CD4'CD25'FOXP3" de individuos
saudaveis (IS), responsivos (R-MTX) ou ndo (UR-MTX) ao MTX. *P < 0.05 comparado ao
grupo R-MTX.™P < 0.05 comparado ao grupo IS.

66



3- Expressdo de CD39 e CD73 em linfécitos TCD4® de pacientes

artriticos

Recentes estudos demonstram que as Tregs expressam altos niveis de CD39 e
CD73 em sua superficie como mecanismo de supressdo. Estes marcadores estéo
funcionalmente ativos e possuem acao como indutores da adenosina pericelular (Deaglio
et al., 2007). Assim, tendo em vista que um dos mecanismos de acdo do MTX € manter
0s niveis de adenosina extracelular elevados e a importancia da atividade das
ectonucleotidases em gerar adenosina (Kobie et al., 2006; Friedman et al., 2009),

avaliamos a expressado de CD39 e CD73 em leucécitos de pacientes com AR.

Observamos que em células TCD4" expressando CD39 havia um aumento
significativo na porcentagem desta populagdo celular em pacientes R-MTX quando
comparados aos grupos IS e UR-MTX (Figura 7A e 7B), enquanto que a expressao
de CD73 neste tipo celular foi similar entre todos os grupos (Figuras 7C e 7D). Outros
subtipos leucocitarios foram analisados quanto a expressao das ectonucleotidases na
sua superficie e ndo apresentaram diferencas na porcentagem em células CD3'CD8",
CD19" e CD11b"CD11c" expressando tanto CD39 quanto CD73 (Figura 8). Portanto,
a responsividade de pacientes ao MTX esté relacionada com o aumento da populacao
de células CD3'CD4'CD39", e consequentemente, ha uma porcentagem maior de
células que poderiam estar contribuindo para uma maior producdo de adenosina

extracelular nos pacientes R-MTX.
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Figura 7- Caracterizacéo da expressdo de CD39 e CD73 em células em TCD4".(A) Dot plot
representativo de células CD4°CD39" de pacientes R-MTX (esquerda) e UR-MTX(direita).(B)
Dados demonstram a porcentagem células CD4°CD39" de individuos sadios (I1S)(o, n = 10),
pacientes responsivos (R-MTX)(e, n = 13) ou n&o responsivos (UR-MTX)(¢, n = 20) ao MTX
caracterizadas por citometria de fluxo.(C) Dot plot representativo de células CD4'CD73" de
pacientes R-MTX (esquerda) e UR-MTX(direita).(D) Dados demonstram a porcentagem células
CD4'CD73" de individuos sadios (IS)(o, n = 10), pacientes responsivos (R-MTX)(e, n = 13) ou
ndo responsivos (UR-MTX)(¢, n = 20) ao MTX caracterizadas por citometria de fluxo. Os
gréficos representam a média + SEM. *P < 0.05 comparado ao grupo R-MTX. "P < 0.05
comparado ao grupo IS.
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Figura 8- Expressdo das ectonucleotidases, CD39 e CD73, na superficie de outros
subtipos leucocitarios. Células de PBMC de individuos sadios (I1S)(o, n = 8), responsivos (R-
MTX) (e, n = 15) e de nao responsivos (UR-MTX)(¢, n = 20) foram caracterizadas quanto a
porcentagem de expressdo de CD39 e CD73. Os dados representam a porcentagem de
expressio de CD39 em células CD8"(A), CD19°(B), CD11b"CD11c*(C), e de CD73 em células
CD8"(D), CD19°(E), CD11b*CD11c"(F). Os valores acima foram expressos como média + EPM
e representativo de um experimento.
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Em seguida, nossa investigacao identificou qual subpopulacdo de células TCD4"
estaria contribuindo para o aumento da porcentagem de expressdo de CD39
observado em pacientes R-MTX. Interessante, similar ao observado com linfocitos
TCD4", a expressdo de CD39 foi significativamente maior na subpopulagédo de células
TCD4'CD25" e TCD4'CD25'FoxP3" de pacientes R-MTX quando estes foram
comparados com os pacientes UR-MTX e grupo controle (Figura 9A e 9B,
respectivamente), sugerindo que pacientes R-MTX apresentam uma maior
porcentagem de Tregs circulantes expressando esse marcador. Confirmando nossos
achados, ndo houve diferenca na porcentagem de expressdo do CD39 dentro da
populacdo de linfécitos T efetores (CD4" CD25), entre todos os grupos analisados

(Figura 9C).
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Figura 9- Caracterizacdo da expressdo de CD39 nas subpopulacdes de células TCD4".
Dados demonstram a porcentagem células CD4'CD25'(A), CD4'CD25'FoxP3'(B) e
CD4'CD25 (C) expressando CD39 de individuos sadios (I1S)(o, n = 10), pacientes responsivos
(R-MTX)(e, n = 13) ou nédo responsivos (UR-MTX)(¢ ,n = 20) ao MTX.Os gréficos representam
a média £ SEM. "P < 0.05 comparado ao grupo IS.*P< 0.05 comparado ao grupo R-MTX.
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Em adicdo a analise fenotipica de CD73, ndo observamos novamente nenhuma
diferenca na porcentagem de expressao deste marcador nas subpopulac¢des de linfécitos
TCD4", tanto em linfocitos T reguladores (CD4'CD25" e CD4'CD25"FoxP3")(Figura 10A

e 10B, respectivamente) como em linfécitos T efetores (CD4°CD25") (Figura 10C).
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Figura 10- Caracterizacdo da expressdo de CD73 nas subpopula¢des de células TCD4".
Dados demonstram a porcentagem células CD4'CD25°(A), CD4'CD25'FoxP3'(B) e
CD4'CD25 (C) expressando CD73 de individuos sadios (IS)(o, n = 10), pacientes responsivos
(R-MTX)(e, n = 13) ou ndo responsivos (UR-MTX)(¢ ,n = 20) ao MTX.Os graficos representam
a média £ SEM. "P < 0.05 comparado ao grupo IS.*P< 0.05 comparado ao grupo R-MTX.
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Adicionalmente, avaliamos a expressao das ectonucleotidases (CD39 e CD73)
através de dados obtidos pela média de intensidade de fluorescéncia por célula (MFI)
destas moléculas presentes na superficie de células TCD4". Observamos uma
reducdo significativa da expressdo da molécula CD39 na superficie de células
CD4'CD25" oriundas de pacientes UR-MTX (Figura 11, esquerda). Este fenémeno
restringe-se a Tregs, visto que ndo foi encontrada nenhuma diferenca quanto na

expressdo de CD39 nas células CD4°CD25 em todos os grupos analisados (Figura

11, direita).
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Figura 11- Média de intensidade de fluorescéncia (MFl) de CD39 em pacientes com AR.
Dados mostram o MFI de CD39 em células CD4"CD25"(esquerda) e CD4"CD25 (direita) de
individuos sadios (IS)(n=10), pacientes R-MTX (n=13) e UR-MTX (n=20). Os gréficos
representam a média + SEM. *P < 0.05 comparado ao grupo IS.
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Em relacédo & analise do MFI da molécula CD73, ndo se observou diferencas
significativas de valores tanto na subpopulacdo de células CD4°CD25" (Figura 12,
esquerda) quanto em células CD4'CD25 (Figura 12, direita) dos grupos analisados,
mostrando que somente a expresséo da ectonucleotidase CD39 encontra-se reduzida

em pacientes UR-MTX.
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Figura 12- Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD73 em pacientes com AR.
Dados mostram o MFI de CD73 em células CD4'CD25" (esquerda) e CD4'CD25 (direita) de
individuos sadios (IS)(n=10), pacientes R-MTX (n=13) e UR-MTX (n=20). Os gréficos
representam a média + SEM.
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4 - Avaliacdo da funcéo enzimatica de CD39 em Tregs na geragao de

adenosina.

Para este fim, os diferentes subtipos de linfécitos T provenientes de pacientes
com AR e IS foram incubados com ADP (1mM) por 1 hora e a adenosina gerada foi
quantificada indiretamente no sobrenadante de cultura por meio do ensaio
colorimétrico verde malaquita, no qual quantifica o fosfato inorganico gerado pela
quebra do ADP pelas ectonucleotidases. Os dados obtidos mostraram uma reducéo
significativa da quantidade de fosfato inorganico presente no sobrenadante de células
TCD4'CD25" oriundas de pacientes UR-MTX, quando comparados com pacientes R-
MTX e IS (Figura 13, esquerda), corroborando com o0s resultados obtidos
relacionados a reducéo da expressdo de CD39 em células TCD4'CD25" de pacientes
UR-MTX (Figura 11) . Por outro lado, em células T efetoras (CD4°CD25’), a presenca
de fosfato inorganico no sobrenadante foi basal e sem diferencas entre os grupos,

confirmando a baixa expressao de CD39 nesse tipo celular (Figura 13, direita).
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Figura 13- Atividade das ectonucleotidases de células Tregss e Tefetoras provenientes
de pacientes com AR na producdo de fosfato inorgénico. Sobrenadantes de cultura de
células Tregs (CD4'CD25") e Tefetoras (CD4'CD25) incubadas com ADP(1mM) por 1h foram
coletados para a dosagem de fosfato pelo método de verde malaquita. Dados demonstram a
concentracio(pM) de fosfato inorganico no sobrenadante de células CD4'CD25"(esquerda) e
CD4'CD25 (direita) de individuos sadios (IS)(n=5),pacientes R-MTX(n=6) e UR-MTX(n=6).0s
graficos representam a média + SEM. * < 0.05 comparado ao grupo IS.
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Finalmente, mensuramos diretamente a adenosina gerada no sobrenadante das
células de pacientes e individuos saudaveis incubadas com ADP (1mM) pela técnica de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Similar aos resultados obtidos pela
dosagem do fosfato inorgéanico, a geracdo de adenosina na cultura de células
TCD4'CD25" oriundas de pacientes UR-MTX estava comprometida (Figura 14A e 14B,
direita), quando comparadas as células de pacientes R-MTX e individuos saudaveis (1S).
Com relagdo as células T efetoras (CD4°CD25Y), ndo houve diferenca nas dosagens de
adenosina entre os grupos analisados.

Assim a partir desses dados, podemos afirmar que a deficiéncia de expresséo de
CD39 na superficie de células Tregs de pacientes UR-MTX é um fendmeno importante
de refratariedade, visto que a capacidade em gerar adenosina extracelular por esses

pacientes esta comprometida.
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Figura 14- Atividade das ectonucleotidases de células Tregs e T efetoras provenientes de
pacientes com AR na producdo de adenosina extracelular. Sobrenadantes de cultura de
células Tregss (CD4'CD25") e T efetoras (CD4'CD25) incubadas com ADP(1mM) por 1h foram
coletados para a dosagem de adenosina por HPLC.(A) Cromatogramas representativos de
amostras de individuos saudaveis sem ADP (primeiro), células CD4'CD25" de individuos
saudaveis (segundo), de pacientes R-MTX (terceiro) e UR-MTX (quarto).(B) Dados demonstram
a concentracdo (ng/mL) de adenosina no sobrenadante de células CD4'CD25"(esquerda) e
CD4'CD25  (direita) de individuos sadios (IS)( n = 5),pacientes R-MTX( n = 6) e UR-MTX( n =
6).0s gréficos representam a média + SEM. *P < 0.05 comparado ao grupo IS.
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5 - Avaliacdo dos receptores de Adenosina em leucocitos derivados do

sangue de pacientes responsivos ou nao ao MTX

Outro possivel mecanismo de refratariedade de pacientes com AR ao
tratamento com MTX poderia estar envolvido com a falha e/ou reducdo da expresséo
dos receptores de adenosina na superficie dos leucécitos de pacientes UR-MTX,
principalmente os receptores A2a e A2b, os quais sao descritos por desencadear a
resposta antiinflamatéria promovida pela adenosina nos leucocitos (Palmer &
Trevethicky, 2008). Assim, através de analises por PCR em tempo real, mensuramos a
expressao destes receptores em células de PBMC de pacientes com AR e individuos

sadios.

N&o encontramos diferencas na expressao dos receptores A2a e A2b (Figuras
15A e 15B, respectivamente) entre as células de PBMC isolados dos grupos
analisados, demonstrando que a refratariedade de pacientes com AR submetidos ao
tratamento com MTX é relacionada apenas com a geragcdo e aporte de adenosina e

ndo em seu local de atuacao nas células inflamatorias,
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Figura 15- Expressdo dos receptores A2a e A2b em células de PBMC isolados de
pacientes AR. Dados mostram a expressdo dos receptores A2a(A) e A2b(B) em células de
PBMC isolados de individuos sadios (IS)(n = 10), de pacientes R-MTX(n = 15) e UR-MTX(n =
21).Expressao relativa ao controle endégeno HPRT. Os gréaficos representam a média + SEM.
*P < 0.05 comparado ao grupo IS.
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5-  DISCUSSAO
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Os avancos na compreensdo dos mecanismos envolvidos na patogénese da
AR e da contribuicdo das vias de ativacdo da inflamacdo e destruicdo tecidual
permitiram identificar novos alvos para o tratamento da doenca. A utilizacdo dos
agentes biolégicos direcionados contra moléculas envolvidas no desencadeamento da
AR é vista como uma estratégia terapéutica eficaz na diminuicdo dos danos articulares
e extra-articulares. Porém, a administracdo de baixas doses de MTX padrdo ouro,
farmaco integrante do grupo das DMARDSs, consiste ainda na primeira linha de
farmacos para o tratamento de pacientes com AR, principalmente para os recém-
diagnosticados. O MTX apresenta uma eficacia significativa por longos periodos no
controle dos danos teciduais associada com menores custos e praticidade na

aplicacéo clinica quando comparado com a utilizagéo dos agentes bioldgicos.

Embora uma parte dos pacientes com AR seja responsiva ao tratamento com
MTX, cerca de 30-40% dos individuos ndo respondem ao tratamento (Bansard et al.,
2009). Dados na literatura sugerem que a eficacia terapéutica observada com a
utiizacdo do MTX foi decorrente de sua capacidade em manter 0s niveis
extracelulares de adenosina elevados (Cronstein et al., 2005; Montesinos et al., 2007;
Morabito et al., 1998). No presente estudo, n6s demonstramos um mecanismo de
refratariedade de pacientes com AR ao tratamento com MTX baseado no nimero de
células Tregs circulantes e na contribuicdo deste subtipo leucocitario para a geracao
de adenosina extracelular pelas ectonucleotidases presentes em sua superficie. Mais
especificamente, mostramos que o numero de células Tregs do sangue periférico
expressando a ectonucleotidase CD39 bem como o0s niveis de expressdo deste
marcador por célula séo diferentes entre os grupos de pacientes responsivos ou ndo

ao tratamento com MTX.

Nos Ultimos anos, os estudos das funcbes das células Tregs na
autoimunidade tem se tornado alvo interessante para o desenvolvimento de novas

terapias para doencas autoimunes (Anderson & Isaacs, 2008). Levando em conta a
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capacidade supressora das Tregs em conter o desequilibrio entre os sinais pro e
antiinflamatorios da AR, trabalhos descrevem déficits no numero desse subtipo celular
presente tanto na circulacdo quanto na sindvia de pacientes com AR (van Amelsfort et
al., 2004; Mottonen et al., 2005; Brusko et al., 2008). Em adi¢édo, dados na literatura
também retratam falhas funcionais nos mecanismos de supressdo (ex: producéo de
citocinas) e expansédo clonal das Tregs na AR e em outras desordens autoimunes,
como esclerose multipla e diabetes tipo 1 (Viglietta et al., 2004; Brusko et al., 2005;
Lindley et al., 2005). Além disso, estudos em modelos experimentais de AR mostram a
importancia das células Tregs no desenvolvimento da doenca. Em modelo de artrite
induzida por colageno (CIA), a deplecdo de linfocitos TCD4'CD25" piora os
parametros sintomalotégicos da doenca, e em compensacdo, a transferéncia de
células TCD4'CD25" singénicas em camundongos depletados de células Tregs

revertem o aumento da gravidade (Morgan et al., 2003; Kelchtermans et al., 2005).

Assim, novas estratégias para conter a inflamacéo da AR estdo sendo testadas
através da manipulagcdo das células Tregs, seja para desenvolver drogas que
possibilitem promover o crescimento e a sobrevivéncia de células Tregs in vivo ou
isolando-as e expandindo-as in vitro para uma posterior transferéncia em individuos
acometidos pela doenca (Brusko et al., 2008). Em alguns casos, estudos demonstram
que drogas disponiveis para tratamento da AR apresentam a capacidade de induzir a
sobrevivéncia de subpopulacdes de células Tregs para o controle de inflamacéo. E o
caso do infliximabe (anti-TNF), que restaura a funcéo e interfere na sobrevivéncia de
Tregs, aumentando a expressao de FoxP3 e diminuindo a expressao do receptor do tipo Il
de TNF-a. Ainda, a terapia com infliximabe, induz a diferenciacdo de uma nova populacéo
de Tregs, a qual exerce sua funcdo supressora por mecanismos dependentes de TGF-f3 e
IL-10 (Nadkarni et al., 2007). Diferente das Tregs naturais, as Tregs (CD4'CD25'FoxP3")
induzidas pelo infliximabe perdem a expressdo de CD62L. Interessante, apesar do fato

destas células apresentarem uma potente atividade supressora in vitro, essas células
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permanecem defectivas em pacientes refratarios ao infliximab. No presente estudo,
observamos um fenémeno similar com a administragdo do MTX, visto que pacientes
responsivos ao MTX apresentaram um aumento no numero de células Tregs
(CD4"CD25'FoxP3") circulantes quando comparados com pacientes ndo responsivos
e doadores saudaveis. Nossos achados permitem afirmar que a ocorréncia de uma
resposta farmacolégica eficaz ao MTX esta relacionada a uma indu¢do do aumento de
células Tregs circulantes. De fato, esses resultados confirmam dados em modelo
experimental de CIA, os quais também descrevem um aumento de células Tregs no

sangue periférico de camundongos tratados com MTX (Xingiang et al., 2010).

A relacdo da eficacia terapéutica do MTX para tratamento da AR com a
geracdo e aporte de adenosina extracelular foi pioneiramente demonstrada em nosso
estudo. Através de uma fenotipagem geral de leucécitos oriundos de sangue periférico,
verificamos que o aumento de células Tregs de pacientes respondedores estava
associado simultaneamente com um aumento desta subpopulacdo celular
expressando a ectonucleotidase CD39, enzima importante para degradagdo do ATP
até AMP, e posterior geragdo de adenosina extracelular. O papel da adenosina na
contribuicdo dos efeitos antiinflamatérios desencadeados pelo MTX é descrito em
diversos estudos, dentre os quais mostram a participagdo dos receptores de
adenosina A2a e A2b no desenvolvimento da resposta antiinflamatéria do MTX in vitro
e in vivo (Cronstein et al., 1991; Cronstein et al.,1993; Cronstein, 2010). Em adi¢céo a
estes trabalhos, o efeito da cafeina, um antagonista do receptor A2a, desencadeia
uma reducao na eficacia do MTX em modelos experimentais de artrite, e é sugerido
gue sua elevada ingestéo por pacientes também é associada com a refratariedade ao
MTX (Nesher et al., 2003). Além disso, dados mostram uma maior expressdo de
receptores A2a e A2b em pacientes possuindo uma menor atividade da doenca
baseada no escore DAS28 (Varani et al.,, 2011), visto que a administracdo de

agonistas de receptores A2a é demonstrada por diminuir a gravidade da doenca em
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modelo de CIA, através da reducdo dos niveis sistémicos de IL-6, TNF-a, HMGB-1 e

aumentando a IL-10 (Bitto et al., 2011).

Em relacdo a atividade do CD39 na geracdo de adenosina extracelular, recentes
achados demonstram sua contribuicdo na amplificacdo dos efeitos antiinflamatorios
causados pela adenosina (Reutershan et al., 2009; Moncrieffe et. al., 2010). Alteragbes na
expressdo do CD39 em PBMC isolado de humanos estdo relacionadas a um pior
prognoéstico de doencas inflamatdrias crénicas, como diabetes tipo 2 e colite ulcerativa
(Enjyoji et al., 2008; Friedman et al., 2009), e mais especificamente, relatos sugerem que
estas alteragdbes em células Tregs culminam em uma perda significante de sua
capacidade supressora, provocando o desencadeamento de processos autoimunes, como
doenca de Graves (Sauer et al.,, 2011). Os achados acima condizem com o0 que
observamos neste estudo, pois além dos pacientes responsivos apresentarem uma
frequéncia aumentada de células Tregs, também mostramos que células Tregs de
pacientes refratarios ao MTX apresentavam uma expressao reduzida de CD39 por célula,
enquanto que a expressao de CD73 permaneceu similar entre as células Tregs dos
grupos de pacientes analisados. Devido a menor expressao de CD39, houve uma falha na
producéo de adenosina extracelular pelas Tregs destes pacientes quando incubadas com
ADP in vitro. Adicionalmente, estudos através de analises de polimorfismos genéticos no
gene do CD39 poderdo ser capazes de associar a expressao reduzida de CD39 em

células Tregs de pacientes refratarios.

Em adicdo, fatores envolvidos com alteracfes na cascata de sinalizagéo celular
de células que expressam a ectonucleotidase CD39 também podem contribuir com a
reducdo da ectoenzima na superficie celular. Em um estudo de Liao et al. (2010),
identificou-se o papel da sinalizagdo via AMPc na regulacdo da expressédo de CD39. Os
dados mostram que a ativacdo de AMPc induz o aumento do RNAmM de CD39 em
macréfagos, cujo mecanismo descrito atua através da via PKA/CREB, PKA/PI3K/ATF2 e

PKA/ERK/ATF2. Assim, pacientes ndo responsivos ao MTX podem apresentar falhas na
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expresséo ou traducdo destas proteinas envolvidas na sinalizacdo de AMPc, causando

defeitos também na expresséo de CD39 na superficie das Tregs.

O mecanismo pelo qual o MTX provoca aumento de células Tregs expressando
CD39 ainda ndo esta estabelecido, porém dados de estudos recentes nos permitem
pressupor eventos que podem estar envolvidos neste fenbmeno. Mais
especificamente, Kochetkova et al. (2010) descreveram em modelo experimental de
CIA o efeito causado pela estimulacdo com IL-35, citocina imunossupressora recém-
descrita, induz células Tregs expressando a ectoenzima CD39, as quais atenuam a
doenca através deste mecanismo, que € dependente de IL-10. Com base nesses
resultados, poderiamos hipotetizar que o MTX pode estar aumentando células Tregs
expressando CD39 pelo efeito da IL-35. Porém, mais estudos se tornam necessarios
para o esclarecimento se esta indug¢do da producdo de IL-35 pelo MTX realmente
ocorre, como a droga pode estar atuando na inducéo da liberagédo da citocina e qual
seria a fonte celular responsavel por esta liberagdo, visto que dados existentes na
literatura mostram que a IL-35 nado é produzida por células Tregs humanas (Bardel et
al., 2008). Outros acontecimentos concomitantes também poderiam estar contribuindo
para o aumento de células Tregs pelo MTX, como mecanismos de escape a apoptose
de células Tregs oriundas de pacientes responsivos, 0s quais poderiam interferir com a

acao de antagonista de folato exercida pelo MTX.

Estudos mostram a importancia de células Tregs expressando CD39 no
controle de processos autoimunes em humanos. Pacientes com esclerose multipla
apresentam uma freqiiéncia reduzida de células CD4'FoxP3'CD39" no sangue
periférico quando comparados com individuos saudéaveis (Borsellino et al., 2007;
Fletcher et al., 2009). Além disso, Tregs expressando CD39 possuem um grande
potencial supressor contra respostas celulares de padrdo Thl7, sendo que a

contribuicdo do desequilibrio entre as respostas de Th17/TregCD39" é sugerida no
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desenvolvimento e exacerbacdo de processos autoimunes, inclusive na AR (Fletcher

et al., 2009; Peelen et al., 2011).

De acordo com nossos resultados, n6s demonstramos pela primeira vez que a
geracdo de adenosina extracelular por pacientes refratarios ao MTX esta
comprometida, mais especificamente a adenosina gerada por células Tregs. Um dos
maiores obstaculos para a quantificacdo de adenosina é o fato de que sua conversao
em inosina pela atividade da adenosina deaminase (ADA) no organismo € muito
rapida (Franco et al.,, 2007). De fato, estudos tém encontrado dificuldades na
determinagdo dos niveis de adenosina em sistemas bioldgicos, principalmente no
plasma de seres humanos ou em modelos experimentais de doencas inflamatdrias
(Moser et. al., 1989). Nossos experimentos encontraram alternativas para a avaliacao
dos niveis de adenosina, nos quais através de analises no sobrenadante de cultura de
células incubadas com ADP, conseguimos de maneira satisfatoria estabelecer sua

guantificacéo e verificar diferencas contundentes entre os grupos de pacientes.

Em sintese, nossos resultados demonstram que a deficiéncia de células Tregs,
bem como a expressdao de CD39 na geracdo de adenosina extracelular esta
relacionada com a refratariedade ao MTX. Com base nestes dados, seria plausivel
sugerir que administracdo de agonistas de receptores de adenosina ou de drogas com
habilidade de induzir células Tregs elou expressdo de CD39 gerardo novas
perspectivas em intervencfes terapéuticas na atenuacdo do processo inflamatorio
persistente na AR. Além disso, estes achados podem proporcionar uma melhora
significante na escolha dos farmacos rotineiramente utilizados para o tratamento da
doenca, como o MTX, visto que a avaliacdo da expressao CD39 na superficie de
células Tregs circulantes pode representar um futuro biomarcador de responsividade

ao MTX para o tratamento da AR e também de outras doencgas inflamatérias cronicas.
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6- CONCLUSAO
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O conjunto dos resultados apresentados demonstra um mecanismo de refratariedade
de pacientes com AR submetidos ao tratamento com MTX. Em nossos achados
mostramos que a eficacia terapéutica do MTX é relacionada a um aumento aumento de
células Tregs circulantes expressando a ectoenzima CD39. Em adicao, pacientes ndo
respondedores apresentam uma expressdo reduzida de CD39 em células Tregs,
culminando em um déficit dos efeitos antiinflamatérios mediados pelo MTX com base na
manutengcdo dos niveis elevados de adenosina extracelular. Este estudo é de
fundamental importéancia, pois fornece dados inéditos que podem ser utilizados para o
desenvolvimento de novas intervencbes terapéuticas na busca de tratamentos
relacionados com a indugédo e funcionalidade de células Tregs, além de promover a

otimizacdo da escolha clinica das drogas disponiveis para o tratamento da AR.
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Anexo 1

Ficha para coleta de dados — Estudo anti-CCP e artrite reumatdide

Nome: Reqgistro: DN:__ /[ /
Idade: Sexo:oM o F Raca: oCaucasiana ONegra cMulata OAmarela

Est. Civil: Profissdo: Natural.: oUrb oRur
1° Atendimento:_ / /  Tempo de Doenga:

Data da Avaliagdo:  / / Datadacoleta: / /

CRITERIOS PARA ARTRITE REUMATOIDE
o Rigidez matinal maior que 1 hora
O Artrite observada pelo médico em 3 ou mais articulagdes das 14 seguintes: IFP, MCF, punhos,
cotovelos, MTF, tornozelos e joelhos. Cada lado (direito ou esquerdo) é considerado uma area
O Artrite observada pelo médico em pelo menos 1 das articulagdes das méos, ou seja IFP, MCF ¢ punhos
O Artrite simétrica. Acometimento simultdneo da mesma articulagdo em ambos os lados do corpo. O
acometimento das IFP, MCF e MTF é aceitavel sem absoluta simetria
o Nodulos subcutineos observados pelo médico
O Presenga de titulos anormais de Fator Reumatoide
o Alteracdes radiologicas caracteristicas da AR

Pode-se dizer que o paciente tem Artrite Reumatdide caso sejam satisfeitos 4 ou mais dos 7
critérios acima, sendo que os quatro primeiros devem estar presentes por pelo menos 6 semanas

ENVOLVIMENTO EXTRA-ARTICULAR

o Perda de peso Kg

o Cuténeo: o Parpura o Ulcera o Outros

o Ocular: o Uveite o Esclerite O Retinite o Outros

o Pulmonar: o Doenga Intersticial Cronica o Derrame Pleural o Outros

o Cardiaco: o Miocardite o Pericardite o Outros

o Hematol6gico: o Sd de Felty O Anemia dga cr o Outros

o Neurolégicas: o Mononeurite Multipla © Compressdo nervosa periférica o Outros
o Outras manifestagoes:

CLASSIFICAC}AO FUNCIONAL
o Classe 1 o Classe 11 o Classe 111 o Classe IV

QLASSIFICAC;AO RADIOLOGICA
Indice de Larsen-Dale

0 Grau0 o Graul o Grau2 o Grau3 o Graud4 o Grau$ Score de Larsen:

TRATAMENTO PREVIO

o Prednisona — Al o Prednisona — IS o Pulso de Metilprednisolona

o Cloroquina O Metotrexato o Sulfasalazina

o Ciclosporina O Azatioprina o Ciclofosfamida (o VO o EV)
o Clorambucil o Anti-TNF o Outros

TRATAMENTO ATUAL

o Prednisona — Al o Prednisona — IS o Pulso de Metilprednisolona

o Cloroquina o Metotrexato o Sulfasalazina

o Ciclosporina o Clorambucil o Ciclofosfamida (o0 VO 0EV)
o Leflunomide o Anti-TNF o Outros

ANTECEDENTES

o Alcoolismo o Tabagismo o Cushing iatrogénico o Osteoporose

o Hepatopatia 0 Hepatotoxicidade o Nefrotoxicidade o Intolerancia GI

O Infecciosos (0 Tb o Herpes zoster o Cutaneo o0 Sinusite 0O Pneumonia o ITU)
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o Citopenias por drogas (0 Série vermelha o Série branca 0 Série megacariocitica)

EXAMES LABORATORIAIS
0 Fator Reumatoéide o Anti-CCP
Tipagem dos genes HLA de Classe 1l

DRB1

DQB1

DAS28
N© artic. dolorosas :
Ne artic. inflamadas:
VHS:

Escala Visual Analégica de Dor:

DAS 28:

o FAN
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