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RESUMO

O sistema imune inato desempenha papel central na reprodugao, tendo as células NK participagdo marcante. Durante a
gravidez, seu comportamento pode esclarecer pontos cruciais na patogénese das complicagdes que podem ocorrer em
gestantes com LES. Objetivo: Quantificar as células NK circulantes e sua viabilidade em gestantes com LES. Material
e métodos: Avaliaram-se amostras de sangue de quatro grupos de dez pacientes cada: 1 GLES: Gestantes com LES;
2 PLES: Pacientes com LES nao gestantes; 3 Gcontroles: Gestantes controles; 4 Controles: Mulheres ndo gestantes
saudaveis. Em todas as pacientes, a quantidade e a viabilidade das células NK foram medidas por citometria de fluxo,
assim como por apoptose total por coloracéo para anexina V e iodeto de propidium. Resultados: Devido a variabilidade
dos resultados, a mediana de cada grupo foi utilizada para avaliar: porcentagem CD56" [GLES (0,10), PLES (0,12),
Gcontroles (0,15), Controles (0,08)]; apoptose total [GLES (0,06), PLES (0,04), Geontroles (0,11), Controles (0,11)].
Os resultados da contagem de células vivas tiveram baixa variabilidade, por isso média e desvio-padrdo foram utili-
zados para comparacao: [GLES (0,91 + 0,06), PLES (0,95 + 0,03), Geontroles (0,86 + 0,11), Controles (0,88 + 0,08).
Conclusdo: Apesar de ndo terem alcancado valor de significancia estatistica, o percentual de apoptose total nos grupos
com LES foi menor que o dos controles, e a porcentagem de células vivas foi maior. Isso sugere que, em pacientes com
LES, gravidas ou ndo, as células NK tém vida til prolongada (ou tem turnover menor/diferente), o que indica um maior
estimulo imune, fazendo com que as células NK levem mais tempo para ativar o processo de apoptose.
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INTRODUCAO
Células NK

As células NK sao um subtipo de células mononucleares
morfologicamente distintas dos linfocitos B e T, em virtude
de sua densidade granular aumentada. Células NK participam
de imunorregulacdo, hematopoiese, reproducdo e interacao
neuroendocrina. Também desempenham papel significativo
na defesa do hospedeiro contra certos micro-organismos, em
parte por meio de sua capacidade para secretar citocinas como
IFN-y, TNF, e GM-CSF,'entre outras.’

Sao capazes de produzir citocinas, pro e anti-inflamatorias,
e levar a morte da célula-alvo por apoptose. Dessa forma, apre-
senta implicacdes na patogénese de varias doencas humanas.
Pela natureza da producéo de citocinas, as células NK fazem
parte da regulacdo da produgao de anticorpos dependentes das
células T nas doengas autoimunes. Uma reducdo na atividade
das células NK ¢ vista no LES. Dessa maneira, a modulagao
da atividade das células NK pode ser importante na patogé-
nese e no controle das doengas autoimunes, infecciosas, e

neoplasicas.’
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Células NK na gestacao

O periodo gestacional representa um modelo Ginico na nature-
za. Compreende um estado imunoldgico altamente complexo,
com frequente exacerbacdo de enfermidades ou alteragdes
prexistentes. Do ponto de vista imunologico, tem sido um
grande desafio tentar entender quais os mecanismos envol-
vidos na ndo rejei¢do da placenta pelo sistema imunolédgico
materno, ja que ela, por ser de origem embridnica, contém
material genético tanto materno como paterno.*O sistema imu-
ne inato esta ativo na gravidez e, devido a relativa supressdo
da imunidade adaptativa, pode assumir papel relevante na
defesa imune materna.’Além disso, o sistema imune inato
tem um papel de influéncia dominante sobre a reproducao.
Analises dos tipos celulares que estdo presentes no local da
implantag¢do do 6vulo mostram que as células T e B, tipicas
do sistema imune adaptativo, sdo raras, enquanto o predomi-
nio populacional consiste de células NK.° Os principais tipos
de células imunes no endométrio secretorio sdo as células
T, células NK e os macrofagos. As células T compreendem
aproximadamente 45% dos leucdcitos na fase proliferativa do
endométrio, e esse nimero se mantém constante em toda a fase
secretdria e na gestagdo. Contudo, seu nimero aparentemente
diminui devido ao grande aumento das células NK durante
a fase secretdria e no inicio da gravidez.”Varias observacdes
sugerem que as células NK uterinas t€ém um importante papel
na reproducao: sdo reguladas por hormoénios, aumentando em
numero durante a fase latea do ciclo menstrual, quando ocorre
aimplantagdo; estdo presentes no inicio da gesta¢ao na ocasiao
em que as células trofoblasticas invadem as arteriolas espira-
ladas. Sao particularmente abundantes em torno da infiltragao
fetal derivada de células trofoblasticas extravilosas. Células
NK (CD56%) proliferam ativamente na decidua, durante a fase
lutea. Nessas fases, outros elementos da mucosa (glandulas
epiteliais e células do estroma) cessam a proliferacdo e dao
inicio a diferenciagdo, exceto pelas células endoteliais, que
continuam a proliferar nessa ocasido. Contudo, o estimulo para
a proliferagdo in vivo da célula NK ainda é desconhecido.?
As NK da decidua estdo em contato intimo com trofoblasto
da interface fetal e da materna. Entretanto, as NK da decidua
nao exercem acdo citolitica contra as células trofoblasticas.
Varios estudos tém mostrado que a citotoxicidade geral das
NK da decidua ¢ reduzida, quando comparada com as células
NK do sangue periférico.’

Gestacao no LES

Por muitos anos, pacientes com LES foram advertidas para ndo
engravidar, mas, com o maior conhecimento dos mecanismos
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de fisiopatologia da doenga e das manifesta¢des clinicas duran-
te a gravidez, associado aos cuidados médicos, a gravidez tem
sido um evento normal na mulher com LES. Normal, mas nao
monotono. A gravidez da paciente com lupus continua sendo
uma gesta¢ao de alto risco, embora a maior parte das mulheres
nao apresente grandes complica¢des.'” A doenga autoimune
fundamentalmente representa um distarbio da reatividade
imune, alterando a tolerancia contra varias substancias que
passam a se comportar como autoantigenos. De modo seme-
lhante, o sucesso da gravidez depende da tolerancia materna
ou da ndo reatividade imune contra antigenos paternos. A
tolerancia materna parece estar associada ao desenvolvimento
de diversos mecanismos especificos que protegem o feto dos
ataques citotoxicos imunes maternos.'!

Células NK no LES

Desde 1980, muitas evidéncias tém sido coletadas sugerindo
associa¢do entre a diminuigdo do nimero e da atividade das
células NK e as doengas autoimunes. Em um estudo realiza-
do com 71 pacientes com LES, verificou-se que o niimero
de células NK (CD16" CD56%) no sangue periférico desses
pacientes foi apenas um tergo dos niveis dos controles — uma
diferenga altamente significativa. A proporgdo de células NK
no sangue periférico foi significativamente menor em pacientes
com doenga moderada ou grave, comparada com pacientes que
estavam com doenga fora de atividade, e mais deprimida em
pacientes com nefrite lipica grave.!Green et al. verificaram
baixos niveis de atividade da célula NK em parentes de primei-
ro grau de pacientes com LES, sugerindo que a correlagdo da
deficiéncia de célula NK com a atividade do paciente é impor-
tante na patogénese da doenca e ndo ¢ secundaria ao processo
da doenga ou ao tratamento com drogas. Essa deficiéncia foi
tanto no nimero como na fun¢do da célula.'?

No LES, as células NK parecem sofrer alteragdes em rela-
¢do a quantidade e a citotoxicidade, o que esta relacionado com
sua patogénese e, até 0 momento, ndo se verificou como essas
células se apresentam durante a gestacdo no LES. Talvez um
melhor controle da resposta imune seja a chave para evitar que
a maioria das pacientes com LES entre em atividade da doen-
c¢a durante a gestagdo. Este estudo-piloto teve como objetivo
avaliar a quantidade e o ciclo vital de células NK no sangue
periférico e tentar correlacionar com a atividade da doenga.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto e pelo
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Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade-Escola da UFRJ,
e tem inscri¢ao no SISNEP.

Avaliamos quatro grupos de estudo. Grupo 1) gestantes
com LES (GLES), que foi o grupo-alvo, e os outros trés gru-
pos controles; Grupo 2) gestantes sem doengas autoimunes
(Gceontroles); Grupo 3) mulheres com LES (PLES); Grupo 4)
mulheres sem doengas autoimunes (Controles). A atividade
do LES foi avaliada pelo SLEPDAI" em gestantes e pelo
SELENA-SLEDAI'*'S em ndo gestantes. Cada grupo foi for-
mado por dez mulheres em idade fértil, com exce¢ao do grupo
Controles, que tinha 11 individuos. O critério de inclusao foi:
gestantes portadoras de LES que iniciaram o acompanhamento
gestacional com até, no maximo, vinte semanas de gestagio, e
o0s grupos gestantes controles, pacientes com LES e controles
pareados para idade e cor da pele. Os critérios de exclusdo
foram: 1) mais de vinte semanas de gestagdo no momento da
coleta do material (sangue e urina) para estudo; 2) mulheres
ndo gestantes com mais de 40 anos (ndo se encontravam em
idade fértil); 3) portadoras de LES associada a outra doenga
autoimune, excetuando sindrome anticorpo antifosfolipideo;
4) processos infecciosos que requereram tratamento com
antibioticoterapia sistémica até sete dias antes do ingresso no
estudo. No grupo PLES, foram aceitas somente pacientes que
usassem, para tratamento do LES, prednisona (Pred), difosfato
de cloroquina (CQN)/hidroxicloroquina (HCQ) e azatioprina
(AZA), por serem as medica¢des mais comumente usadas para
tratamento do LES na gestagdo. No dia da coleta de sangue e
da amostra de urina, aplicou-se um questionario as pacientes,
para avaliar fatores que poderiam interferir na resposta imune:
febre, resfriado, alergias, uso de medicacao, atividade fisica,
exposi¢ao a sol e banho de mar, tabagismo, uso de bebida
alcodlica e estado de humor.

Para determinacao do niimero total de células NK, 50 pLL de
sangue (contendo, no maximo, 0,5 x 10 células/mL por tubo)
foram corados com 3 pL. de anti-CD56-PE (BD 347747 Califor-
nia, EUA) e incubados por vinte minutos a 4 °C. Em seguida, as
hemacias foram lisadas com Quicklise (Cytognos, Salamanca,
Espanha) por 15 minutos e as células restantes foram lavadas
duas vezes com solugdo salina tamponada pH 7,2 gelado. Logo
apos, as células foram centrifugadas por trés minutos a 400 x
g. Para a quantificacao do percentual de apoptose nas células
NK (CD56%), utilizou-se o kit de deteccdo de apoptose da BD
Pharmingen™ (Califérnia, EUA), que cora com anexina V e
iodeto de propidium. Neste ensaio, a apoptose ¢ quantificada
por meio da detecgdo de fosfatidilserina exposta na superficie
de células apoptoticas usando anexina V, que tem afinidade
por ela,'®e o PI detecta células vivas ou mortas. As células,
entdo, foram ressuspendidas em 300 pL de solugdo salina
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tamponada; 2,5 pL de anexina-V-FITC e 2,5 uL de PI (FL-3)
foram adicionados, seguidos de homogeinizagéo e incubagao
por 15 minutos em camara escura. Apds a incubag@o, foram
adicionados 300 puL de solucdo salina tamponada as células, as
quais foram processadas e adquiridas no citometro FACSCa-
libur (BD Biosciences, California, EUA) no maximo em uma
hora. Foram adquiridos 10 mil eventos nos canais FL-1, FL-2
e FL-3. A analise foi realizada com 16gica multiparamétrica
para visualizar o movimento de migragdo das células vivas
para aquelas em apoptose (inicial e tardia) e mortas. Utilizou-se
o programa Paint’A’Gate para essa analise e a quantificagdo
dessas populagoes.

A avaliagdo estatistica foi dividida em analise descritiva
e inferencial; a primeira teve como objetivo caracterizar os
grupos investigados, enquanto, com a realiza¢do das inferén-
cias, buscou-se compara-las para a identificagdo de possiveis
diferencas estatisticas, sempre tendo o valor de o = 0,05.

A andlise descritiva levou as estimativas de medidas de
localizacdo (média e mediana) e dispersdo (desvio-padrdo e
coeficiente de variag@o) para as variaveis quantitativas (idade,
CD56"%, CD56" absoluta/mm?, célula viva, apoptose inicial,
apoptose tardia, célula morta, apoptose total, idade gestacio-
nal), tal como defendido por Costa Neto.'” Essa referéncia
embasou também o desenvolvimento de tabelas de frequéncia
para as variaveis qualitativas (cor da pele, humor, questionario,
Pred, CQN/HCQ, AZA, SLEPDAI" ¢ SLEDAI'*Y).

Ainda no dominio descritivo, estimaram-se a correlagdo
linear de Pearson e a covariancia, ambas tomadas para as vari-
aveis quantitativas.'® O coeficiente de correlagdo V de Cramer
foi estimado para a variavel questionario contra CD56"%,
CD56" abs/mm? e apoptose total, uma vez que envolve variavel
qualitativa.'

A comparagdo entre 0s grupos exigiu que a proximidade
com a distribuicdo normal fosse avaliada para as variaveis
quantitativas, o que foi realizado por meio do teste de Shapiro-
Wilk, dado o baixo numero de individuos/grupo.!’

A normalidade possibilitou que a comparagdo de quatro
grupos fosse realizada por meio da ANOVA two-way.! Na
inobservancia de proximidade com a distribui¢do normal,
aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis,?® (CD56"%, CD56"abs,
apoptose inicial, apoptose tardia, célula morta).

Os grupos GLES ¢ PLES foram comparados para algumas
variaveis que somente se fizeram presentes neles; entdo, a
investigacdo de diferenca estatistica foi desenhada pelo teste
de Mann-Whitney* (idade gestacional).

Para as varidveis qualitativas, a comparagao das frequéncias
se deu por meio do teste Qui-Quadrado’ (cor da pele, humor,
questionario, Pred, CQN/HCQ, AZA).
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As andlises estatisticas foram feitas com base no coeficiente
de variagdo (CV)."”

CV <20,00% - baixa variabilidade, os individuos tiveram
resultados uniformes, entdo a caracterizagdo da variavel foi
feita pela média e pelo desvio-padrao.

CV > 20,00% - alta variabilidade, os individuos tiveram
resultados discrepantes, entdo a caracterizagao da variavel foi
feita pela mediana e pelo coeficiente de variagao.

RESULTADOS

As pacientes GLES, no momento da avaliagdo, tinham idade
gestacional que variava entre dez semanas e trés dias a vinte
semanas e as Gcontroles, de nove semanas e seis dias a 18
semanas. A idade gestacional foi estimada em dias, ¢ o grupo
GLES tinha 105,00 dias + 23,55%, ¢ do grupo GControles
100,45 dias + 16,73%. A idade das mulheres estudadas nos
quatro grupos variou de 17 anos e 11 meses a 40 anos; no grupo
GLES foi de 25 anos + 24,66%, enquanto, no PLES, Gcontro-
les e Controles, foi respectivamente 32,40 + 6,20 anos, 25,80
+ 4,85 anos ¢ 30,91 + 5,01 anos, o que, a priori, indicou que
os grupos eram uniformes no tocante a idade. Portanto, essa
variavel ndo deve ter impactado nas demais, exceto no GLES.
Obteve-se a contagem das células CD56" (porcentagem e valor
absoluto). Sua porcentagem apresentou alta variabilidade e as
medianas foram: no grupo GLES, 0,10 = 91,01%; no PLES,
0,12 +27,65%; Geontroles, 0,15 +45,70%; e controles, 0,08 +
47,47%. Na tabela 1, estdo descritos os valores individuais.

Tabela 1
Valor percentual do CD56" por individuo de cada grupo
Grupo

Paciente GLES PLES Gcontroles Controles
1 10,0% 15,7% 13,6% 5,7%
2 8,0% 6,3% 15,7% 4,6%
3 11,3% 14,3% 22,4% 9,4%
4 10,6% 12,4% 16,3% 8,3%
5 46,6% 13,4% 18,1% 6,7%
6 5,9% 9,2% 2,9% 7,9%
7 10,8% 9,4% 7,5% 8,4%
8 8,4% 11,1% 15,8% 17,1%
9 3,8% 8,6% 10,9% 12,0%
10 26,6% 15,7% 6,7% 19,8%
11 - - - 15,7%
Mediana 10,3% 11,7% 14,6% 8,4%

A porcentagem de CD56* apresentou alta variabilidade. As medianas foram: no grupo GLES, 0,10
+91,01%; no PLES, 0,12 + 27,65%; Gcontroles, 0,15 + 45,70%; e Controles, 0,08 + 47,47%.

390

Apos a determinagdo do valor total das células NK,
essas foram analisadas em relagdo a sua viabilidade, sendo
diferenciadas nas fases de células vivas, células em apoptose
inicial, células em apoptose tardia e células mortas. O valor de
apoptose total foi considerado como a soma das fases apoptose
inicial, apoptose tardia e célula morta. Essa determinagdo se
baseou na consideragdo de que, uma vez que a célula entra em
apoptose, seu curso natural ¢ a morte. Os resultados de cada
fase foram calculados em porcentagem e analisados em relagado
a sua média, ao desvio-padrdo, a mediana e ao coeficiente de
variacao (Tabela 2). As células vivas apresentaram baixa varia-
bilidade, com médias: no grupo GLES, 0,91 + 0,06%; PLES,
0,95 + 0,03%; Gcontroles, 0,86 + 0,11%; e Controles, 0,88 +
0,08. Os grupos de pacientes com LES tiveram um niimero
maior de NK vivas, se compararmos com as pacientes sem
doenga, e o grupo GLES teve valor menor que o grupo PLES,
assim como o grupo Gceontroles, quando comparado ao grupo
Controles (Tabela 2).

As fases de apoptose inicial, apoptose tardia e célula morta
apresentaram alta variabilidade, assim como a apoptose total. A
mediana da apoptose total, GLES 0,06 + 73,45%, PLES 0,04 +
54,86%, Geontroles 0,11 £+ 75,72% e Controles 0,11 + 62,30%,
foi menor nos grupos de pacientes com LES quando comparados
com os grupos de pacientes sem doenga (Tabela 2) (Figura 1).

Algumas pacientes estavam em uso de medicac¢des durante
o periodo do estudo, excetuando tratamento com antibidtico
sistémico. Analisou-se a frequéncia do uso dessas medicagdes
(Tabela 3).

Foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para as varidveis de
idade, CD56%, célula viva, apoptose inicial, apoptose tardia,
célula morta e apoptose total (Tabela 4). Em seguida, aplicou-
se o teste da ANOVA? para as variaveis de idade (P = 0,02),
célula viva (P = 0,06), apoptose total (P = 0,03), sendo tam-
bém aplicado o teste de Fisher'® para idade e apoptose total
(Tabela 5). Encontrou-se diferencga significativa na apoptose
total dos grupos Geontroles e Controles em relagdo ao grupo
PLES, mas ndo foi possivel identificar diferenca em relacao
ao grupo GLES.

Foram analisados os resultados dos indices de atividade
do LES, SLEPDAI"® ¢ SELENA/SLEDAI'*"> em relagdo as
CD56'%, CD56" abs, célula viva e apoptose total (Tabela 6),
e observou-se dependéncia com o CD56%abs, porém inverso,
ou seja, quando a variabilidade de CD56* aumentou a do SLE-
PDAI" e a SELENA/SLEDAI'*'® diminuiu. Verificou-se uma
rela¢do, mas ndo uma correlacdo, entre CD56'% e CD56" abs:
a dependéncia somente se deu no CD56" abs. As correlagdes
das células vivas e da apoptose total ndo foram significativas
(P> 0,05). Nao houve dependéncia entre as variaveis. Talvez
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Tabela 2
Resultados descritivos das fases de viabilidade da NK
Grupo

Variavel GLES PLES Gcontroles Controles
Média 0,91 0,95 0,86 0,88
Desvio-

padrao 0,06 0,03 0,11 0,08
Mediana 0,94 0,96 0,89 0,90
Coeficiente

de variagao 7,15 2,71 12,41 8,82
Média 0,05 0,03 0,11 0,07
Desvio-

padrao 0,02 0,02 0,09 0,05
Mediana 0,04 0,02 0,08 0,04
Coeficiente

de variagao 53,61 74,81 79,37 80,10
Média 0,02 0,01 0,01 0,04
Desvio-

padrao 0,03 0,01 0,02 0,04
Mediana 0,01 0,00 0,01 0,03
Coeficiente

de variagcao 188,18 148,12 109,55 93,57

- o N

Célula morta

Média 0,03 0,01 0,02 0,04
Desvio-

padrao 0,03 0,01 0,01 0,04
Mediana 0,01 0,01 0,02 0,03

Coeficiente

de variagao 115,31 81,58 57,61 93,57
Apop. total

Média 0,09 0,04 0,14 0,13

Desvio-

padrao 0,07 0,02 0,11 0,08
Mediana 0,06 0,04 0,11 0,11

Coeficiente

de variagao 73,45 54,86 75,72 62,30

devido ao pequeno numero de individuos em cada grupo e/ou a
alguma varidvel que interferiu nos resultados, ndo foi possivel
verificar valores estatisticamente significativos.

DISCUSSAO

As células NK sdo a populacdo de leucocitos predominantes
na mucosa uterina e muito se tem estudado para analisar
seu papel no momento da implantagdo e na manutencao da
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Figura 1. Resultados descritivos da porcentagem de apoptose total (Apop
Total) nos grupos estudados. Mean = média; + SE = erro padrio; + SD =
desvio-padrio; Outliers = andmalos.

Tabela 3
Frequéncia de uso de medicagao

Variavel

Medicacgoes GLES PLES
AZA 0 2

CQN/HCQ 4

Pred 4

3

2

Gcontroles Controles

Acido acetil salicilico
Acido félico
Amitriptilina 1

Anticoncepcional 7
Cabergolina 1
Calcio + vitamina D 3

Candesartan A 1
Clordiazepdxido 1

Corticoide inalatério 2

Acido gama-
aminobutirico +
monocloridrato
del-lisina

Heparina 1

Inibidor de ECA 5

Levotiroxina 1

Clonazepam 1

Sertralina 1

Sibutramina 1
Sulfato ferroso 1 1

Tioconazol+tinidazol
(creme vaginal)

Varfarina 1 1

AZA = azatioprina; CQN = difosfato de cloroquina; HCQ = hidroxicloroquina;
Pred = prednisona; ECA = enzima conversora de angiotensina.
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Tabela 4
Resultados do teste de Shapiro-Wilk (n < 50; o = 0,05%)
Variavel
GLES PLES Gcontroles Controles

CD56*(%) 0,00 0,62 0,86 0,20
Célula viva 0,06 0,30 0,21 0,18
Apop. inicial 0,87 0,00 0,30 0,04
Apop. tardia 0,00 0,00 0,02 0,11
Célula morta 0,01 0,60 0,59 0,12
Apop. total 0,06 0,11 0,21 0,32

*Valor-P < 0,05, variavel ndo proxima a distribuigdo normal.

Tabela 5
Resultados do teste de Fisher (o = 0,05%)

Variavel GLES PLES Controles
PLES 0,02

Gceontroles 0,94 0,01

Controles 0,05 0,55 0,05
PLES 0,20

Geontroles 0,14 0,01

Controles 0,24 0,01 0,72

*Valor-P < 0,05, variavel ndo proxima a distribuigdo normal. Idade do grupo PLES diferente
dos grupos GLES e Gceontroles. Apoptose total do grupo PLES diferente de GLES e Controles.

Tabela 6
Correlagdo com os indices de atividade do LES

Correlacao* Covariancia

SLEPDAI SLEDAI SLEPDAI SLEDAI
Variavel (GLES) (PLES) (GLES) (PLES)
CD56" % 0,13 0,27 0,06 0,04
CD56* abs -0,4 -0,28 -392,3 -80,52
Célula viva 0,51 0,49 0,13 0,06
Apop. total -0,5 0,58 -0,13 0,06
*Valor-P > 0,05.

gestacdo. Alteragdes na regulagdo das células NK tém sido as-
sociadas a alteragdes reprodutivas, como abortos espontaneos,
falha na implantacdo e infertilidade, e pré-eclampsia.?! Aborto
espontianeo estd associado a aumento nas células NK CD56
mCD16" e diminui¢do na CD56"#CD16" no endométrio
durante a fase lutea.”?Um estudo que avaliou os niveis de
células NK no sangue periférico no periodo de pré-concepgio
e pés-concepcao nao constatou alteragdes significativas des-
ses niveis, quando foram estudadas mulheres com historia de
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abortos de repeti¢ao em comparagao a controles normais. No
entanto, quando avaliadas as subpopulagdes das células NK,
as células CD56"CD16" se encontraram moderadamente re-
duzidas nas gestantes em comparagdo com as ndo gestantes.?!
E importante lembrar que os valores da contagem de células
NK nao refletem especificamente a resposta imune da gravi-
dez, e que a quantidade ¢ a atividade dessas células podem
flutuar de acordo com diferentes variaveis, tais como: efeitos
hormonais, atividade fisica, hora do dia e resposta simpatica
ao estresse. Além disso, o niimero de células NK do sangue
periférico ndo esta necessariamente correlacionado com sua
citotoxicidade.”’ Em nosso estudo, usamos um questionario
contendo algumas dessas variaveis, que poderiam interferir
nos valores das células NK, para tentar minimizar erros na
interpretacao dos resultados. Nao verificamos correlagdo
entre os valores de células NK e as variaveis estudadas (fe-
bre, resfriado, alergias, uso de medicagao, atividade fisica,
exposic¢do a sol e banho de mar, tabagismo, uso de bebida
alcoolica e estado de humor).

Apesar de ainda controversos, alguns estudos demonstram
aumento nos indices de atividade do LES adaptados para
gestacdo. O aumento da atividade do LES tem implicacdes
profundas sobre os resultados fetais, sendo associado ao menor
numero de nascidos vivos, ¢ de prematuridade. Entretanto, a
presenca do lupus anticoagulante aumenta o risco de perda
fetal. Existem relatos de diminuigdo do nimero das células
NK do sangue periférico de pacientes com LES, e essa dimi-
nuicdo seria mais acentuada em pacientes com doenga ativa.!
Este estudo ndo verificou redu¢ao no nimero de células NK em
pacientes gestantes e/ou controles com ou sem LES, mas o pe-
queno numero de individuos em cada grupo pode ter dificultado
essa avaliacdo. Nao se avaliou atividade das células NK, mas
seu ciclo celular. Nao se encontraram relatos sobre a avaliagao
do ciclo celular das células NK em pacientes com LES.

Schepis et al. verificaram um aumento de células NKem
paciente com LES, independentemente da atividade da doen-
ca. Esse aumento foi relacionado ao aumento de INF tipo I
(citocina de primeira resposta, produzida principalmente por
c¢lulas dendriticas; parece estar envolvida na patogénese do
LES), uma citocina abundante no LES e que pode levar ao
aumento de células NK in vitro. Os niveis séricos de INF-a
estavam aumentados em pacientes em atividade da doenga, mas
ndo naqueles fora de atividade.>*Neste estudo, ndo observamos
diferencas significativas na contagem de células NK entre os
grupos estudados devido a alta variabilidade nos resultados. No
entanto, quando relacionado aos indices de atividade do LES
(SLEPDAI" ¢ SELENA/SLEDAI'*"), verificamos relagdo
inversa com o numero absoluto de CD56*, mas essa relagao
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ndo se manteve no percentual de células CD56%, nao havendo
correlag@o entre o percentual e o nimero absoluto. Esses re-
sultados ndo tiveram significancia estatistica.

Ainda ha discussao se os testes sanguineos com aumento
dos niveis de células NK podem ser reprodutiveis, se os valores
das pacientes com perda gestacional estdo dentro do indice
de normalidade e os niveis elevados no sangue podem repre-
sentar uma mobilizagcdo em resposta ao estresse. O aumento
dos niveis de células NK pode decorrer, em parte, de uma
resposta ao estresse da puncdo venosa (elevacdo da contagem
de NK foi encontrada na amostra inicial, € ndo vinte minutos
mais tarde). No entanto, contagens elevadas de células NK
no sangue periférico poderiam ser importantes para eventos
na interface materno-fetal, elevagdo de estresse da atividade
das células NK e respectiva mobilizac¢do, sugerindo um papel
relevante na fisiopatologia das perdas fetais.”® Essas discordan-
cias na literatura sobre os valores encontrados de células NK
em pacientes com LES podem estar relacionadas a dificuldade
em determinar uma relagao entre os valores das células NK e
sua correlacao com a atividade da doenca, devido aos varios
fatores que podem interferir na resposta imune.

Neste estudo, foram avaliados a contagem de células
NK, sua viabilidade e o numero de células vivas ¢ em fase
de apoptose inicial e tardia, células mortas e apoptose
total. Os resultados das células vivas apresentaram baixa
variabilidade e os grupos de pacientes com LES (GLES e
PLES) tiveram um nimero maior de células NK vivas, em
comparacgdo com as pacientes sem a doenga, e o grupo das
gestantes (GLES) apresentou valor menor que o grupo das
nao gestantes (PLES), assim como o grupo das gestantes
sem doenca (Gceontroles), quando comparado ao grupo Con-
troles. Talvez isso mostre que, no sangue periférico, ha um
numero menor de células NK vivas no inicio da gestacao.
Em geral, células apoptoticas sdo rapidamente removidas
por fagocitose devido a indug¢ao de mudangas na superficie
da célula pelo processo de apoptose. Isso impede a liberagdo
de constituintes fisiologicos intracelulares, incluindo nucle-
ossomos, que sdo formados durante o processo de apoptose
por meio de clivagem da cromatina por nucleases. Por isso,
distarbios, quer em apoptose ou em fagocitose, das células
apoptoticas tém sido propostos no desenvolvimento de do-
engas autoimunes, especialmente em LES.?Varios estudos
usando camundongos com deficiéncias de moléculas (por
exemplo, C1q e IgM) ou receptores envolvidos na fagocitose
de células apoptoticas t€ém mostrado que a alteracdo na remo-
¢do das células apoptdticas conduz a autoimunidade contra
nucleossomas e glomerulonefrite. Além disso, os defeitos
de depuracdo de células apoptodticas tém sido descritos em
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camundongos e pacientes com lupus. Nucleossomas nao sé
sdo importantes para a inducdo da doenga, como também
podem influenciar na depuracdo das células apoptoticas.
Além disso, autoanticorpos formados no LES também podem
modular esse processo. Por isso, durante a progressdo da
doenca, quando nucleossomas e autoanticorpos comecam
a circular, eles podem amplificar a doenga por inibi¢do da
depuragdo das células apoptoticas.”® Em nosso estudo, ve-
rificamos que a apoptose total esteve diminuida nos grupos
de pacientes com LES quando comparados com os grupos
sem doenga.

Nao foi possivel determinar o perfil predominante das cé-
lulas NK, mas talvez esse aumento no valor de células vivas e
a diminui¢cdo em apoptose total possam sugerir que as células
NK em pacientes com LES, gestantes ou ndo, permanecem
vivas e talvez em funcionamento, por um periodo maior.

CONCLUSAO

Neste estudo-piloto, ndo foi possivel demonstrar diferencas nos
valores das células NK de pacientes com LES ou sem a doenga.
Em relagdo ao ciclo celular da célula NK, as células vivas nos
grupos de pacientes com LES estiveram em maior nimero que
nos controles sem a doenga; as gestantes apresentaram valores
menores do que as ndo gestantes nos grupos com LES e nos
de pacientes sem a doenga. A apoptose total esteve diminuida
nos grupos de pacientes com LES quando comparados com os
grupos sem a doenga, porém menos nas pacientes nao gravidas
do que nas gestantes.

Essas diferencas entre contagem de células vivas e apoptose
total talvez demonstrem que, em pacientes com LES, gravidas
ou nao, as células NK tém uma vida util prolongada (ou um
turnover menor/diferente), o que sugere que pode haver um
maior estimulo imune, fazendo com que as células NK levem
mais tempo para ativar o processo de apoptose. Devido ao
pequeno numero de pacientes em cada grupo, os resultados
encontrados podem ter sido apenas uma coincidéncia. Con-
tinuaremos coletando amostras de novos casos dentro do
mesmo protocolo.
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