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Novas Evidéncias na terapéutica baseada na deplegdo de células B em doengas auto-imunes

RESUMO

A doenca auto-imune caracteriza-se como uma sindrome clinica causada pela activacdo anémala
das células T, das células B ou de ambas, na auséncia de uma infec¢do ou outra doenca identificavel,
tendo sido considerada a susceptibilidade genética e as condigdes internas e ambientais, os factores

contribuintes para auto-imunidade, ao que se denomina Mosaico da Auto-imunidade.

Nos ultimos 5 anos, muitos estudos levaram ao um melhor entendimento das especificidades e
fungdes das células B, sendo que, actualmente sdo consideradas essenciais na fisiopatologia destas
doencas, ndo sé pela producdo de auto-anticorpos como também, pela sua capacidade de secrec¢do
de citocinas inflamatdrias, participagao na apresentagao de antigénios, amplificagdo da activagao das

células T e a linfogénese ectdpica.

O sucesso da deplegdo de células B no tratamento da Artrite Reumatdide com o rituximab
(anticorpo monoclonal anti-CD20) tem estimulado a investigacdo dos seus efeitos em outras doencas
auto-imunes tais como o Lupus Eritematoso Sistémico, a Sindrome de Sjogren e as Vasculites

Sistémicas.

O potencial demonstrado desta terapéutica levou a que se desenvolvesse novos farmacos com
mecanismos e locais de actuacdo distintos do rituximab, como o Belimumab, o Atacicept e o BR3-Fc
que bloqueiam a proliferacdo da célula B, ou outros que funcionam como o rituximab ligando-se ao

CD20 e induzindo a morte celular (ofatumumab e o ocrelizumab).

Apesar da intensa investigacdo levada a cabo nos ultimos anos, apenas o Rituximab foi aprovado
pelas entidades oficiais e apenas para o tratamento da Artrite Reumatdide, ainda que seja usado em

muitas outras doengas auto-imunes como terapéutica de escape.

O avango na investigacdao tem sido limitado pela heterogeneidade e raridade destas doengas e
assim, surge a necessidade de optimizar protocolos de actuagdo, métodos de construgdo e avaliagdo
clinica e laboratorial, de modo a estandardizar a investigacdo nesta area, com o intuito de melhorar
e aumentar as opgGes terapéuticas disponiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Auto-imunidade, doenga auto-imune, Deplegdo células B, Rituximab, Artrite Reumatoide,

Lupus Eritematoso Sistémico, Sindrome de Sjogren, Vasculite.
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INTRODUCAO

Auto-imunidade consiste na resposta imune directa contra antigénios do corpo do
hospedeiro, e apesar de integrar um grupo de doencgas extremamente mal definidas,
a doenga auto-imune caracteriza-se como uma sindrome clinica causada pela
activacdo das células T, das células B ou de ambas, na auséncia de uma infec¢do ou
outra doenca identificavel, tendo sido considerada a susceptibilidade genética e os
factores internos e ambientais, como factores contribuintes para a auto-imunidade, o

gue se denomina de Mosaico da Autoimunidade. (Shoenfeld et al, 2008)

As doencas auto-imunes, a excepc¢do da Artrite Reumatdide (AR) e da Tiroidite
Auto-imune, sdo doencas individualmente raras, mas no seu conjunto afectam

aproximadamente 5% da populagdo nos paises ocidentais. (Davidson et al, 2001)

Durante muitos anos o dogma central da imunologia assentava na deplegao clonal
das células auto-reactivas permitindo apenas o desenvolvimento do reportério de
células do sistema imune que reconhecessem especificamente os antigénios
estranhos. Contudo observagdes posteriores permitiram concluir que existe um baixo
grau de auto-reactividade fisioldgica e que esta é crucial para o bom

desenvolvimento do sistema imunitario. (Dighiero et al, 1999)

Visto que ndo existem diferengas significativas entre as estruturas dos auto-
antigénios e os antigénios estranhos, os linfécitos ndo evoluem para distinguir estes
dois tipos, como muitos investigadores tém especulado, mas sim para responder ao
antigénio apenas em determinados microambientes, geralmente na presenca de

citocinas inflamatarias. (Silverstein et al, 2000)

Assim o desafio tem sido entender quando é que este processo auto-reactivo se
torna patoldgico e como as células T e as células B contribuem para a lesao tecidual.
(Davidson et al, 2001)

Historicamente, baseando-se na presenca dos auto-anticorpos as células B eram
tidas como componentes principais nestas patologias. (Waaler, 1940) No entanto a
partir da década de 80 esta nocdo mudou e pelo seu papel efector e
desenvolvimento nos 6érgdos alvo, as células T foram consideradas como os

elementos essenciais nas doencas auto-imunes. (Janossy et al, 1981)

Nos ultimos anos tem-se verificado uma crescente elucidacdo acerca da patogenia
das doencas auto-imunes e, consequentemente, um esclarecimento mais detalhado

das funcdes especificas das diferentes células do sistema imunitario, tendo voltado
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as células B a ser consideradas extremamente importantes, tanto na origem como na
manutencdo das patologias auto-reactivas. Para isto, em muito contribuiu o uso de
terapias anti-células B, que ao originar a deplecdo destes linfécitos mostrou
excelentes resultados no tratamento das doengas auto-imunes, em modelos animais
e em humanos. E este foi o catalisador para uma investigacdo acérrima nesta drea,
gue tem feito revelacbes extraordinariamente importantes ndo sé para o melhor
conhecimento da imunopatologia como para o consequente melhor tratamento

destas efermidades. (Browning, 2006)

OBIJECTIVOS

Esta dissertacdo tem como objectivos expor os mecanismos basicos e as fun¢des
das células B na auto-imunidade e patologias auto-reactivas, assim como apresentar
uma sistematizacdo das evidéncias clinicas do papel da deplecdo das células B nas

doencas auto-imunes, sua aplicacdo pratica e potenciais efeitos adversos.

PARTE I- A CELULA B

O CICLO DE VIDA DAS CELULAS B

As células B tém um ciclo de vida complexo, e é importante considerar as suas vias
de desenvolvimento, de modo a entender os diferentes pontos de intervengao. Estas
células originam-se das Stem cells na medula dssea onde adquirem a sua

especificacdo imunolégica. (Burrows et al 1997).

Aqui, as células B passam por uma sequéncia de estadios intermédios,
caracterizados pelo rearranjo progressivo dos segmentos génicos V, D, e J do locus
das cadeias pesadas das Ig (Imunoglobulinas) e dos segmentos génicos V e J do locus
das cadeias leves das Ig. Assim, distinguidas pelas diferentes expressGes de
marcadores de superficie celular, as Stem cells evoluem de forma ordenada e
sequencial passando por células Pré-B, depois células Pré-B e de seguida células B
imaturas. Estas entram na corrente sanguinea como células B de transicdo, e migram

para os 6rgaos linfoides secundarios. (Carter, 2006)
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As células B que ultrapassam esta fase, tornam-se células B naive, e consistem em
células B maduras periféricas que ainda ndo foram expostas a antigénios. (Burrows et
al 1997)

A diferenciacdo das células B ¢é dividida frequentemente em 2 linhagens,
chamadas B1 e B2. As células B1 que se encontram bem descritas em murinos, tém
sobrevida longa e surgem precocemente no desenvolvimento, sdo auto-renovaveis e
ocupam a cavidade peritoneal e a pleural. Estas produzem anticorpos
imunoglobulinas M (IgM) conhecidas como anticorpos naturais, essenciais contra
bactérias encapsuladas e sem hipermutacdo somadtica extensa, reconhecendo
geralmente multiplos antigénios, ou seja, sdao polirreactivas. (Haas et al, 2005) Nos
humanos as suas fun¢bes estdo pouco caracterizadas devido a auséncia de
marcadores especificos, no entanto, os anticorpos naturais encontram-se bem
identificados e estdo descritas células B semelhantes as B1 que se encontram

aumentadas em doentes com Lupus Eritematoso Sistémico (LES). (Milner et al, 2005)

As células B2, por outro lado, tém a capacidade de gerar anticorpos hiper-
mutados e compreendem a parte mais adaptativa do sistema das células B,
formando-se e diferenciando-se na medula éssea onde ocorre a remogao das células
auto-reactivas (tolerdncia central). Apds esta primeira seleccdo, as células B
sobreviventes imaturas, com receptores funcionais, deixam a medula e migram para
o baco, onde ocorre uma nova selecgao (tolerancia periférica). (Goodnow et al, 2005)
Esta seleccao implica que, de seguida, as células sejam dirigidas para uma das 2 vias
de maturacdo, a da célula B folicular ou a da célula B da zona marginal. As células B
foliculares difundem-se globalmente pelos 6rgaos linféides secunddrios e formam o
cerne da resposta humoral adaptativa. As células B da zona marginal sdo
especializadas em localizar-se no compartimento que contacta com os agentes
patogénios. (Burrows et al 1997) As células B1 e as células da zona marginal sdo
semelhantes, sendo componentes chave da parte do sistema imune que é activado
rapidamente para responder aos patogénios no sangue, cavidade peritoneal e

cavidade pleural. (Lopes-Carvalho et al, 2005)

As células B foliculares naive contactam com os antigénios nos érgaos linfdides
secundarios e em conjugacdo com as células T help activam-se e proliferam. Estas
células B activadas podem, entdo, diferenciar-se em plasmablastos que se convertem
em plasmadcitos de semi-vida curta. Em ratos, esta conversdo ocorre no baco, no

limite entre a polpa vermelha e a polpa branca, em regides chamadas “bridging
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channel”. Estes plasmécitos, de semi-vida curta, duram 2-3 dias e existem para
permitir uma resposta imediata aos agentes patogénicos, a esta resposta imediata
constituida por activagdo das células B, expansao focal e formagdo dos plasmdcitos
de semi-vida curta, chama-se resposta extrafolicular, visto ocorrer, como referido,
fora dos foliculos de células B. Tipicamente esta fase demora 3-7 dias. Os Plasmdcitos
sdo capazes de produzir consideravelmente mais imunoglobulinas do que os
plasmablastos e acredita-se que constituem uma fase terminal de diferenciacao,
metabolicamente adaptada para a secrecdo macica de imunoglobulinas. (MacLennan
et al, 2003)

A seguir a reaccao extra-folicular, ocorre a migracao de células B activadas para o
foliculo de células B, onde coalescem, constituindo uma estrutura chamada centro
germinativo. No centro desta estrutura encontra-se uma rede reticular altamente
especializada, constituida por células dendriticas foliculares. Durante a reacgdo do
centro-germinativo, as células sofrem uma proliferacdo muito rapida, bastando
tipicamente 2 células B para originar um centro germinativo. Como resultado desta
reacgdo, originam-se Plasmécitos de semi-vida longa e Células Memodria. Os
Plasmdcitos derivados desta reaccdo alteram os seus receptores de citocinas o que
permite a sua saida do baco, podendo posteriormente alojar-se na medula dssea,

onde podem atingir uma longevidade superior a 6-12 meses. (Kunkel et al, 2003)

Para uma melhor compreensdo da diferenciacdo das células B e do seu papel no
sistema imune é importante interiorizar o conceito de selec¢do clonal das células B,
que ocorre durante o processo de diferenciagdo, sendo que cada clone expressa um
anticorpo especifico. A selec¢do clonal tem subjacente a memodria imunoldgica e
permite a expansdo de determinado clone aquando da exposicdo ao antigénio
respectivo. Para ser possivel a resposta a um numero adequado de antigénios é
necessario um grande numero de clones que é conseguido pelas muitas
recombinacdes conseguidas pelo gene dos linfocitos responsdvel por codificar as
proteinas do receptor de antigénios. Ocorre ainda diversificacdo adicional através de
mutacdes somdticas dos anticorpos durante a expansao clonal periférica. (Meffre et al
2008)

No entanto estes processos também originam moléculas auto-reactivas, o que
constitui um potencial problema. Deste modo o sistema imune evoluiu de modo a
que a ligacdo do antigénio (seja ele do préprio ou estranho) ao receptor de

membrana, ndo é suficiente para a induzir a produgdo de anticorpos. As células B
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necessitam receber sinais de activacdo adicionais, como ligacdo as citocinas ou a co-
receptores, que se relacionem com patogénios especificos e também possuir
determinados mecanismos que suprimam a resposta inflamatdria na auséncia de

agentes antigénios estranhos.

Assim, a auto-imunidade pode resultar de alteragdes intrinsecas das células B que
contornam esta necessidade de sinais de activagdo extrinseca ou, resultar de uma
resposta intrinseca normal a sinais de activagdo inapropriados gerados pelo sistema

inato. (Carter, 2006)

CELULAS B E AUTO-IMUNIDADE

Os mecanismos pelos quais as células B participam na indugdo e manutencao das
doencas auto-imunes tém vindo a ser cada vez mais investigados, devido ao estimulo
provocado pelo recente sucesso clinico das terapias moduladores de células B nestas
patologias. Estes mecanismos incluem a capacidade de produzir auto-anticorpos, a
secrecdo de citocinas inflamatdrias, a participacdo na apresentacdo de antigénios, a

amplificacdo da activagdo das células T e a linfogénese ectdpica. (Martin et al 2004)

AUTO-ANTICORPOS E COMPLEXOS IMUNES

A produgdo de anticorpos e complexos imunes, geralmente, sdo ac¢des benéficas
das células B na remocdo de agentes patogénicos ou substancias, contudo, estas
podem ter um lado negativo, uma vez que, se forem dirigidas para componentes do
proprio individuo (self), estes mecanismos ndo podem remover eficazmente o
antigénio, gerando um processo inflamatdrio crénico que leva a lesdo de érgaos alvo.
(Browning, 2006)

Os auto-anticorpos podem alterar os mecanismos efectores do sistema imune,
assim como, interferir com diversas fung¢des celulares, como por exemplo, os
anticorpos que se ligam ao receptor da hormona estimuladora da tirdide (TSH) e
mimetizam a activacao da TSH, sem originar o feedback negativo normal dos estados
fisioldgicos, o que origina uma producdo continua das hormonas tiroideias e,

consequentemente, hipertiroidismo - Doencga de Graves. (Martin et al 2006)

Os auto-anticorpos também induzem a doenca através da activacdo do

complemento, mediada pela regidao Fc (fragment crystallizable) do anticorpo. A




Novas Evidéncias na terapéutica baseada na deplegdo de células B em doengas auto-imunes

miastenia gravis € um bom exemplo, visto que, a activagdo do complemento e a
deposicdo de complexos de ataqgue a membrana sdo os principais mecanismos
responsaveis pela ruptura e perda dos complexos pds-sinapticos e consequente
alteracdo da transmissdo neuromuscular. (Richman et a/ 2003) De modo semelhante,
na Sindrome de Goodpasture, a deposi¢do de auto-anticorpos anti-colagenio IV da
membrana basal nos rins e alvéolos pulmonares induz glomerulonefrite e
pneumonite intersticial hemorragica necrotizante, respectivamente, através da
activacdo do complemento e consequente recrutamento de células inflamatdrias.
(Hudson et al 2003)

Estes anticorpos anti-self também podem mediar a lesdo de drgdos através da
formacdo de complexos imunes, que se podem depositar nos érgaos alvos e provocar
patologia, como na Hepatite C associada ao sindrome de crioglobulinemia mista, em
gue os complexos formados com as proteinas virais podem depositar-se na pele, nos
rins, ou nos nervos periféricos provocando lesGes purpuricas, glomerulonefrite ou
mononeurite respectivamente. De modo semelhante, os complexos auto-imunes
anti-dsDNA podem activar o complemento mediando a nefrite auto-imune. (Martin et
al 2006)

Além da activacdo do complemento, os auto-anticorpos e os complexos imunes
também activam os receptores Fc, que sdo expressos tanto pelas células mieldides
como Linféides, sendo a sua ac¢do e activacdo diversificada, devido aos
polimorfismos existentes. Os mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
neutrdéfilos expressam os receptores Fc de alta afinidade, FCyRI (CD64) e receptores

Fc de baixa afinidade, FCyRIl (CD32) e FCyRIll (CD16). (Ravetch et al, 2001)

No modelo de murino com artrite inflamatéria, o CD16 tem um papel
fundamental na fase inicial da doenca, enquanto o CD64 parece ser mais importante
numa fase mais tardia da destruicdo da cartilagem. Por outro lado, em modelos de
murinos experimentais de encefalite alérgica e glomerulonefrite auto-imune, o CD64
parece ser dispensavel para a doenga, enquanto o CD16 é crucial para a iniciacdo e

manutencado da doenca. (Abdul-Majid et al, 2002; Fujii et al 2003)

Os sinais gerados por estes receptores de activacdo sdao contrabalancados pelo
receptor inibitério FCyRIIB que também se mostrou essencial na patologia auto-
imune. Ratos com deficiéncia deste receptor desenvolvem auto-imunidade lupus-like,

e modelos de LES, alem de, expressarem niveis baixos destes receptores nos centros
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germinativos de células B, a expressdo forcada de FCyRIIB nestes ratos reverteu a

autoimunidade. (McGaha et al, 2005)

Os complexos imunes podem também modular a fungao das células dendriticas
(C.Ds.) através da interacgdo e activacdo dos receptores Fcy, Fca, e Fce. Tem sido
demonstrado que a activacdo das C.Ds. pelos complexos imunes aumenta a
apresentacdo de antigénios tanto em ratos como em humanos. Além disso, a
apresentacdo cruzada de antigénios pode permitir uma activacdo das células T com
uma concentragdo de antigénio mais de 1000 vezes inferior. Em varias doengas auto-
imunes tanto os anticorpos como os antigénios, parecem actuar em sinergismo para
activar e mediar o processo patoldgico. Por exemplo os complexos imunes, que
contém cromatina, presentes no LES, accionam o CD16 e o receptor Toll-Like (via

dependente ou independente) nas C.Ds. (Boule et al 2004)

Este estimulo conjunto induz a expressado de BAFF, que pertence a superfamilia do
factor de necrose tumoral (TNF) e estd implicado na patogénese do LES.
Adicionalmente, os complexos imunes que contém DNA ou RNA, também presentes
no LES, activam as C.Ds. através de receptores Fc, estimulando a producdo de IFN-a,
uma citocina chave, implicada na patogenia do LES. Apesar de os exemplos acima
citados fornecerem evidéncia da patogenia dos auto-anticorpos, a maioria dos auto-
anticorpos descritos ndo tém um papel definido na patogenia ou simplesmente sao
irrelevantes para o seu inicio ou manutenc¢do. Contudo, a deteccdo de auto-
anticorpos podem ajudar no diagndstico da doenca [p.ex. Factor Reumatoide (FR)
para Artrite Reumatoide (AR), ou Anticorpos anti-nucleares (ANA) para LES] e
potencialmente servir como marcadores da actividade da doenca. ( p.ex. anti-dsDNA

no LES). (Rahman et al, 2008)

INTERACCAO CELULA B- CELULA T

A maioria das doencas auto-imunes envolve as células B, ndo sé pela ac¢do directa
dos anticorpos mas também pela sua capacidade de modular a actividade das células
T e C.Ds. Consistentemente com a importancia das células no desenvolvimento das
doengas auto-imunes e linfoproliferativas, os ratos com predisposicio ao
desenvolvimento de LES (MRL/lpr), mas completamente deficientes em células B
(ratos uMT MRL/lpr), exibiram uma consideravel diminuicdo da produc¢do de auto-
anticorpos, da linfoproliferacdo, ou da glomerulonefrite, com um aumento

substancial na sobrevivéncia. Surpreendentemente, os ratos transgénicos (migM
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MRL/lpr), que apenas expressam a forma IgM de membrana e sdo incapazes de
segregar anticorpos ou auto-anticorpos, desenvolveram significativamente menos,
glomerulonefrite ou mortalidade comparado com os ratos MRL/lpr com a linhagem
de células B integra mas em valores mais significantes do que nos ratos UMT

MRL/lpr. (Chan et al, 1999)

Este facto também foi verificado em modelos de ratos milgM diabéticos que
apresentavam incidéncia de diabetes mais baixa do que o modelo selvagem, mas

mais alta do que os modelos com auséncia total de células B. (Wong et al 2004)

Ao contrario do rato MLR/lpr, o rato pMT MRL/lpr ndo desenvolve doencas
mediadas por auto-anticorpos ou por complexos imunes, mas exibe diminuicdo
macica na activacdo das células T CD4 e CD8, assim como, menos infiltracdo
linfocitica nos dérgdos alvo. Além disto a acumulagdo de células memdéria T CD8 é

inibida cerca de 10 vezes mais na auséncia de células B. (Chan et al, 1999)

As células B podem activar as células T CD8 directamente ou com apresentacao
cruzada via activacdo das células T CD4. Os investigadores testaram um rato onde as
células B apenas tinham falta de B2-microglobulina e por isso sem expressdao MHC |
(major histocompatibility complex class 1) e, mesmo assim, eram capazes de activar

as células T CD4+ e CD8+. (Chan et al, 2000)

Assim a activacdo directa das células T pelas células B pode ocorrer
independentemente da apresentacdo cruzada de antigénios (auto-antigénio
apresentado através de MHC classe | das células B as células T CD8+). Além disto,
através de um modelo de artrite induzida por proteoglicano usando ratos migM
MRL/lpr, a apresentacdo do antigénio pelas células B foi necesséria para a activagio
das células T e, concluiu-se que o desenvolvimento de doenca inflamatéria grave
requer a presenca de anticorpos patogénicos e da activacdo das células T. Em
conjunto, estes dados indicam o papel significante da activacdo directa das células T

pelas células B em varios modelos que simulam a auto-imunidade. (O’Neill et al, 2005)

Evidéncias adicionais, indicando um importante papel das células B na orientacao
da funcdo das células T, sdo fornecidas por experiéncias que envolvem o bloqueio
CD40/CD40L. O bloqueio do CD40, que é membro da superfamilia TNF (Tumor
necrosis factor), através do anticorpo monoclonal anti-CD40L demonstrou ser
benéfico em alguns modelos de ratos com LES, Encefalite Alérgica, Artrite
Inflamatéria e Colite. Como era de prever, o anti-CD40L bloqueia a troca de classe da

Imunoglobulina (Ig) e as mutagdes somaticas, diminui os anticorpos anti-dsDNA e a
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infiltracdo de células B nos d6rgdos alvo, e induz um estado geral de inactividade das
células B. Além disto, esta inibicdo provoca um periodo de ndo responsividade das

células T. (Bourgeois et al, 2002)

SECRECAO DE CITOCINAS

As células B podem segregar citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6, MIP1aq,
MIP1B, que podem modular a maturagdo, migracdo e a funcdo das células
dendriticas (C.Ds.). As C.Ds. de ratos deficientes em células B, produzem niveis
elevados de IL-12 e uma diferenciacdo dispar das células T que segregam IL-4. (Martin

et al 2006)

NEOLINFOGENESE

Varios estudos tém demonstrado que a formacdo e manutenc¢do dos érgaos e
estruturas linféides baseiam-se em redes de sinalizacdo de moléculas da familia
TNF/TNFR, integrinas e quimiocinas, demonstrando uma importante fun¢do das
células B e que um bloqueio destas vias de sinalizagdo resulta na desagregacao das

estruturas linfoides. (Drayton et al, 2006)

Foliculos tipo linféide foram descritos na bolsa sinovial em doentes com AR, nas
glandulas salivares inflamadas na S. de Sjogren, no compartimento meningeo na
esclerose multipla, e nos lobos da tiréide em pacientes com Tiroidite Auto-imune e

nos rins de doentes com Nefrite Lupica. (Aloisi et al, 2006)

Na artrite reumatdide foram descritas trés apresentacdes distintas. O primeiro
tipo tem todas as caracteristicas de uma estrutura linféide, sendo indistinguivel dos
ganglios linfaticos. O segundo, tem células T, células B e células dendriticas de
maneira semi-organizada. O terceiro tipo caracteriza-se por células T isoladas e
células B sem as tipicas células dendriticas na sua proximidade. Visto que os dois
primeiros tipos nao surgem em todos os pacientes nao sao consideradas essenciais
na patogénese de todas as doengas auto-imunes. Contudo, devido a
heterogeneidade das doencas auto-imunes e devido ao seu surgimento nos drgaos
alvo, estas estruturas desempenham um papel importante em subgrupos destes

doentes. Estas fases podem, talvez, corresponder a fases distintas da organizacao
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inflamatdria no tecido sinovial e poderd isto representar uma razdo para que a

terapéutica seja mais eficaz antes da agregacao linfatica.

No interior destas estruturas linfoides, as células podem proporcionar um
ambiente catalisador para a geracao de sinais inflamatérios e para a activagdo de
células T e células dendriticas, contribuindo em larga escala para a doenca
inflamatéria. Foram implantados tecidos sinoviais no tecido cutaneo de ratos e neste
modelo, a interrupcdo dos sinais de co-estimulagdo das célulasT-B, assim como, a
deplec¢do das células B anularam a manutencdo dos foliculos ectdpicos assim como a
activacdo das células T e mieldides. Estes dados sugerem um papel importante das
células B na neolinfogénese ectdpica, e realca uma possivel vantagem do uso das

células B como alvo nas doengas auto-imunes. (Takemura et al, 2001)

DEPLEGAO E INIBICAO DAS CELULAS B

Para compreender melhor o papel das células B na auto-imunidade, muitos
estudos basearam-se na sua inibicdo ou deplecdo. Assim as trés principais estratégias
usadas foram: o uso de anticorpos anti-proteinas de superficie das células B; gera¢do
de proteinas de fusdo ou anticorpos que bloqueassem os sinais celulares que
permitem a sobrevivéncia destas células; e a geragdo de anticorpos que activam as
vias da apoptose. Os alvos das terapias experimentais foram-se modificando,

melhorando assim a experiéncia nesta area. (Martin et al, 2004)

ALVOS POTENCIAIS PARA DEPLECAO DE CELULAS B

RECEPTOR DE ANTIGENIO DAS CELULAS B (BCR)

O BCR é um complexo multi-protéico contendo uma imunoglobulina (Ig) de
membrana IgD ou anticorpos IgM e associa-se a heterodimeros Ig-a e Ig-B que
intervém na transducdo de sinal. Os sinais gerados através da activacdo de BCR sdo
cruciais ao desenvolvimento das células B e a resposta aos antigénios. Defeitos na
sinalizacdo de BCR podem resultar em imunodeficiéncia ou em predisposicdo a auto-
imunidade. A geracdo e manutencdo das células B auto-reactivas sdo reguladas pela

estimulacdo dos auto-antigénios que é mediada pelo BCR. (Blank et al, 2007)

Ja em 1980 Cooper et al demonstrou, em ratos, que o tratamento perinatal com

anticorpos policlonais anti-lg diminuiu eficazmente as células B com Ig de superficie,
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verificando que as células imaturas recém-formadas e libertadas do érgao linféide
primario detém uma sensibilidade peculiar a deplecdo com anti-Ig. No entanto esta
estratégia foi muito menos aplicadvel em ratos adultos porque estes possuem grandes

concentragdes de Ig circulante que anula os anti-Ig.

Posteriormente, Cerny et al (1987) usou anticorpos monoclonais directamente
para IgD de superficie, ultrapassando os elevados niveis de IgM circulantes. Esta
técnica mostrou-se bastante eficaz na diminuicdo do nimero de células B circulantes.
Contudo, apesar do seu sucesso em termos experimentais, esta estratégia estava
limitada como uso terapéutico, visto que, a maioria das células patoldgicas tem uma

alteracgdo dos isétopos, ndo expressando IgD de membrana.

De modo a ultrapassar estas limitacdes, foram usadas outras abordagens, que em
vez de usarem como alvo o BCR, passaram a usar como alvo, os componentes da
sinalizagdo transmembranar associados ao BCR e o CD79. Todavia, o
desenvolvimento destes reagentes parou, em parte, devido ao baixo grau de ligacao
aos receptores de membrana das células B, o que resultava em pouca eficiéncia na

inducdo da apoptose e em escassa deple¢do das células alvo. (Zhang et al, 1995)

Actualmente estd descrito o uso de Ig intravenosas em varias patologias auto-
imunes. Estas Igs consistem em IgG normais inespecificas obtidas a partir do plasma
de milhares de dadores, e o seu mecanismo de ac¢do ainda ndo estd esclarecido.A
principal hipdtese postula que a sua eficdcia resida na neutralizacdo dos auto-
anticorpos impedido que estes activem o sistema BCR. Mais recentemente, tém-se
desenvolvido estudos no sentido de criar Igs com mais especificidade para
determinadas doengas auto-imunes, tendo estes estudos mostrado resultados
bastante encorajadores, no entanto, sdo necessarios mais estudos nesta area para a

possivel aplicacdo na pratica clinica. (Blank et al, 2007)

CD20

CD20 é uma proteina transmembranar pouco expressa nas células pré-B,
ascendendo a sua expressao para cerca de 90 000 cdpias por célula nas células B,
tanto normais como malignas, e sendo a sua expressao nula nos plasmdcitos. (Uchida
et al, 2004) No entanto, estes podem ser induzidos a produzir CD20 através de cultura
com Interferdo-y. Ratos com expressdo de CD20 nula ndo demonstram um fendtipo

especifico e aparentam ter respostas das células B normais. Assim, a sua funcdo
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especifica nas células B permanece desconhecida, tendo os estudos com anti-CD20

um papel crucial para o seu entendimento. (Eisenberg et al 2005)

O anticorpo monoclonal Anti-CD20 (Rituximab) realiza a deple¢do eficaz dos
linfécitos B humanos por periodos de trés meses até mais de um ano, através de
mecanismos que envolvem principalmente o receptor Fc, mas também, o

complemento e os sinais pré-apoptéticos, entre outros. (Grillo-Lopez et al, 1999)

A cinética da deplecdo das células B varia entre os diferentes subgrupos de células
B, assim, a deplecdo ocorre rapidamente nas células circulantes no sangue
(atingindo> 90% de deple¢do em minutos), lentamente nas células B dos ganglios
linfaticos e bago e (atingindo 60 a 70% de deplecdio em um dia) e ainda mais
lentamente nas células B da cavidade peritoneal (deplec¢do significativa sé se verifica
apods sete dias). A andlise de amostras esplénicas revelou que, o micro-ambiente
influencia a sensibilidade a deple¢do das células B, sendo que, enquanto ocorre uma
deplecdo> 90% das células B foliculares em dois dias, as células da zona marginal
apresentam uma depleg¢do de apenas 25-50%. Tal como a zona marginal, as células B
da cavidade peritonial (principalmente B1l) e as células do centro germinativo
demonstram a maior resisténcia relativa ao tratamento com anti-CD20. A resisténcia
destes subgrupos ndo se deve a falta de expressao de CD20, visto que, todas estas
células expressam CD20 em quantidades semelhantes as células B foliculares mais
sensiveis. As diferentes sensibilidades também ndo se devem a diferencas na
biodisponibilidade do anticorpo monoclonal, dado que, em todos estes subgrupos, a
molécula CD20 se encontra saturada com esta terapéutica. A resisténcia das células B
da zona marginal também ndo se deve a factores intrinsecos, visto que, quando estas
sdo mobilizadas para a circulacdo sanguinea, estas tornam-se susceptiveis a deplecao
com anti-CD20. Do mesmo modo, quando as células sdo inibidas de sair dos ganglios
linfaticos ficam protegidas contra a deplecdo pelo anticorpo. Estes dados realcam a
importancia do acesso intravascular, que se deve ao facto de, as células B da
circulacdo, dos ganglios linfaticos, peritoneais e foliculares esplénicas serem
eliminadas pelas células de Kupffer hepaticas por um mecanismo mediado pelo

receptor Fc.

Experiéncias em modelos animais com quimera de medula dssea, verificaram que
as células B da zona marginal sofrem deple¢do completa na presenca de um
competidor célula B CD20 negativo, sugerindo que o microambiente participa na

protecc¢do celular, na auséncia de competicdo para factores de resgate locais. Assim,
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o bloqueio do factor de sobrevivéncia BAFF/BLyS com a proteina de fusdo BR3-Fc
actua sinergicamente com o anticorpo monoclonal anti-CD20 aumentando a

deplecdo das células B.

Assim, o acesso intravascular, a localizacdo e o microambiente sdo as explicacées

mais plausiveis para estas diferencas. (Gong et al 2005)

CD52, CD40, CD22

Os investigadores tém dirigido esforcos essencialmente na deple¢do das células B,

tendo como alvo antigénios preferencialmente expressos nas células B.

O CD52 além de ser expresso pelas células B e T normais e malignas, também é
expresso por grupos de células medulares CD32+, células NK, mondcitos, macréfagos,
e alguns tecidos do sistema reprodutor masculino. O Alemtuzumab, que é um
anticorpo monoclonal anti-CD20, origina a deplecdo tanto de células T como células B
e, alguns estudos, sem ocultagdo e ndo comparativos, tém demonstrado eficacia no
tratamento de Leucemias Linfociticas Cronicas de células B resistentes a fludarabina.
(Robak, 2005)

O CD40 é altamente expresso nas células B e é um transdutor de sinal de
activacdo destas células. Dullforce et al (1998) verificou que o tratamento de ratos
com o anticorpo monoclonal anti-CD40 originava um aumento das respostas
independentes das células T em vez da inibigdo do sistema imune. Contudo, em 2002
Pearson et al mostrou, em primatas ndo humanos (PNH), que o uso de anti-CD40

pode ser eficaz na transplantacao renal.

O inicio da sinalizacdo BCR é balanceada por co-receptores positivos (CD19, CD21)

e negativos (CD22).

O CD22 é uma proteina transmembranar restrita das células B, expressa tanto nas
células normais como nos linfomas de células B ndo Hodgkin e controla os limiares de
sinalizacdo BCR, através de trés factores citoplasmaticos inibitérios que recrutam as
proteinas de sinalizacdo inibitdrias SHIP e SHP1. O Epratuzumab é um anticorpo
monoclonal humanizado anti-CD22 e tem demonstrado actividade clinica potencial.
(Tedder et al, 2005)

A combinacdo deste anticorpo com agentes quimioterapéuticos, apesar de
levantar maiores questdes de seguranca, revelou ndo sé a deplecdao das células B

como também, eficacia no tratamento de murinos com artrite induzida pelo

14



Novas Evidéncias na terapéutica baseada na deplegdo de células B em doengas auto-imunes

colagénio. Curiosamente os antigénios anti-colagénio ndo se alteram, o que suporta
mais uma vez um papel das células B independente dos anticorpos, na patogenia da

artrite inflamatdria. (Dunussi-Joannopoulos et al 2005)

Os esforcos que estdo a decorrer no desenvolvimento de terapias dirigidas a
outros alvos das células B incluindo CD19, CD23, CD80 e HLA-DR, certamente ird
ajudar a compreender melhor os principios celulares da imunoterapia. (Martin et al,

2004)

BLOQUEIO DA SOBREVIVENCIA E DA ACTIVAGCAO DAS CELULAS B

Algumas citocinas desempenham fungdes essenciais para o desenvolvimento e

diferenciacdo das células B.

Em ratos, a IL-7 actua como factor de crescimento em células pré-B e pré-B,
expandindo-as nos érgaos linféides primarios antes da sua diferenciacdo em células B
imaturas ou células B maduras. O bloqueio da fun¢do de IL-7 em murinos com anti-IL-
7 ou bloqueando o receptor de IL-7 com anticorpo monoclonal, inibe o
desenvolvimento precoce das células B, assim como, inibe a geracdo de novas células
B imaturas a periferia. Apesar deste papel nas células B de ratos, em humanos, a IL-7
tem um papel no desenvolvimento das células T, mas ndo das células B. Contudo, e
mais importante para uma abordagem terapéutica, verificou-se que existe uma
dependéncia secundaria de IL-7 nas linhagens de células B tanto de ratos como de
humanos. As diferencas entre a biologia das células de ratos e as células humanas
geram barreiras na avaliagdo do potencial terapéutico desta abordagem. (Giliani et al
2005)

A IL-21 é produzida especificamente por um grupo de células T activadas que
entram nos foliculos de células B apds o contacto com o antigénio e fornecem células
T help para activagdo antigénio-especifica das células B. A hipersecre¢do de IL-21
origina, em modelos animais, patologia lUpus-like caracterizada por glomerulonefrite
proliferativa focal com deposicdo de complexos imunes com IgG, hepatite
necrotizante, anemia e trombcocitopenia auto-imune. Esta citocina tem funcdes
diversas visto que o seu receptor é expresso por células B, células T, células NK e
células dendriticas. Assim, sdo necessarios mais estudos para definir tanto o seu
potencial terapéutico, como a seguranca desta abordagem nas doencas auto-imunes.

(Ozaki et al, 2004)
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A IL-10 também tem sido implicada no crescimento das células B humanas. Esta
citocina actua in vitro sinergicamente com IL-2, IL-4 e IL-5, aumentando o tempo de
vida e a activacdo das células B. Os seus efeitos sinérgicos com estas citocinas
estimuladoras do crescimento das células B, juntamente com a sua acg¢do
diversificada na apresentacdo de antigénios pelas células dendriticas e macréfagos e
os seus efeitos inibitdrios da funcdo das células T fazem de IL-10 um alvo interessante

mas também um desafio da investigacdo. (Asadullah et al, 2003)

BAFF/BLYS E 0s seEus RECEPTORES BAFFR/BR3, TACI, BCMA.

Durante os Ultimos anos, o factor activador das células B BAFF/BLyS (membro da
familia do TNF), tem-se mostrado decisivo para a sobrevivéncia das células da
linhagem B além do estadio transicdo. BAFF/BLyS é produzido por células estromais
radio-resistentes e células mieldides activadas e apresenta receptores nas células B,
principalmente o receptor BAFFR/BR3 e em menor grau os receptores TACI e BCMA.
O BAFF através do seu receptor BAFFR/BR3 desponta a activacdo do factor
transcripcional NFkB2 e da cinase serinotreonina PIM2, o que origina um estimulo
anti-apoptotico através da activagdo do factor de sinalizacdo Bcl-2 e da inibicdo do
factor de sinalizacdo Bad. As investigacGes neste campo, verificaram que ratos
deficientes em BAFF ou BAFFR ou, ainda, com bloqueio da interacgdo entre estes dois
elementos através da utilizacdo de BAFFR/BR3-Fc, TACI-Fc e BCMA-Fc, apresentaram

uma redugdao marcada de células da linhagem B. (Kalled, 2005)

A cinética da modulagdo das células B usando inibidores BAFF, comparada com o
tratamento com anti-CD20, é ligeiramente mais lenta, iniciando ao terceiro dia e
atingindo 80-95% em 7-14 dias. Ao contrdrio da deple¢do mediada pelo anticorpo
anti-CD20, as células B dos ganglios linfaticos e as células esplénicas (foliculares e
zona marginal) sdo igualmente sensiveis ao bloqueio BAFF. Pelo contrario, o
desenvolvimento e manutenc¢do das células B linhagem B1 da cavidade peritoneal

sdao independentes de BAFF.

As células B auto-reactivas competem com as células B normais para este factor
de sobrevivéncia critico que é o BAFF, mostrando que, as células B auto-reactivas
parecem exibir grande dependéncia do BAFF para a sua sobrevivéncia. Do mesmo
modo, verificou-se que as células B autorreactivas sdo competitivamente eliminadas

em ambientes com limitacao de BAFF. (Mackay, 2005)
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Em ratos transgénicos com aumento da expressdo de BAFF/BLyS ocorre expansido
de todas as células B esplénicas, com um grande efeito nas células de transicdo e
células B da zona marginal, o que resulta no desenvolvimento de manifestacGes
Lupus-like ou Sindrome Sjogren like. Por outro lado, o bloqueio de BAFF/BLyS
(BAFFR/BR3-Fc, TACI-Fc, BCNA-Fc) em modelos murinos com ldpus, inibe
directamente as células B, inibe a activacdo secundaria das células T e reduz os titulos

de anticorpos, aumentando assim a sobrevivéncia. (Kalled, 2005)

Associada a observacdo de que os niveis de BAFF se encontram elevados em
varios distlrbios auto-imunes, o bloqueio de BAFF oferece uma oportunidade de

poder afectar preferencialmente as células B auto-reactivas. (Mackay, 2005)

PARTE Il — A CLiNICA

TERAPIAS ANTI-CELULA B NA ARTRITE REUMATOIDE (AR): DADOS CLINICOS

A AR é uma das doencgas auto-imunes melhor estudada, sendo que a maioria da
informacdo acerca dos efeitos da deplecdo de células B na AR deriva de ensaios
clinicos com o Rituximab, que estd disponivel para o tratamento do linfoma desde
1997. O Rituximab é um anticorpo monoclonal geneticamente modificado, composto
por porcées com origem no rato e no homem e que tem como alvo o marcador de
superficie das células B - CD20. Esta ligacdo selectiva induz a morte celular e apesar
dos mecanismos envolvidos ndo estarem completamente compreendidos, evidéncia

experimental suporta o envolvimento de pelo menos 3 mecanismos:

A Citotoxicidade dependente do complemento, que envolve a proteina do
sistema complento Clg, formacdo de poros circulares na membrana celular
resultando no compromisso da integridade membranar, o que leva, por fim, a lise

celular.

A Citotoxicidade celular dependente dos anticorpos, que leva ao dano da
membrana e lise celular via recrutamento de macrdéfagos, células NK, e células T

citotdxicas.
A Apoptose, induzida directamente pela ligagdo do Rituximab ao CD20
E a Inibi¢do do crescimento. (Cragg, 2005)

O Rituximab foi inicialmente aprovado em 1997 para o tratamento do linfoma

Ndo-Hodgkin de células B em casos de recidiva ou refractdrio, e de baixo grau ou
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folicular. Em 2006 foi aprovado pela FDA para o uso na AR apds a demonstracdo da
sua eficacia em ensaios clinicos. (Mease, 2008) Os primeiros casos descritos que
demonstravam a eficacia deste farmaco na AR, foram publicados entre 1999 e 2002 e
consistiam em estudos ndo randomizados, nem controlados e ndo envolvendo mais

de 5-10 doentes. (De Vita et al, 2002)

EricAclA CLiNIcA Do RITUXIMAB

O primeiro estudo randomizado, controlado, com dupla oculta¢do, que visava o
uso de Rituximab em pacientes com AR consistiu num ensaio clinico de fase Il
envolvendo 161 pacientes com AR activa, apesar do tratamento com Metotrexato
(MTX). Estes pacientes foram entdo divididos aleatoriamente em 4 grupos tendo
recebido um de 4 tratamentos possiveis. O grupo que serviu como controlo recebeu
MTX na dose que recebia habitualmente (pelo menos 10mg/semana), outro grupo
manteve o MTX e acrescentou Rituximab ao tratamento, um terceiro grupo recebeu
Rituximab com Ciclofosfamida (750mg IV nos dias 3 e 17) e o ultimo grupo parou a
toma habitual de MTX e recebeu Rituximab como monoterapia. Nestes 3 regimes o
Rituximab foi administrado IV na dose de 1000mg ao dia 1 e ao dia 15 de tratamento.
De referir ainda que, todos os pacientes receberam concomitantemente
glicocorticdides. As 24 semanas as propor¢des de pacientes que atingiram 50% de
melhoria dos sintomas de acordo com os critérios ACR (American College of
Rheumatology [ACR50]) foram 43% para rituximab-MTX, 41% para rituximab-
ciclofosfamida, 33% para monoterapia com rituximab e 13% para monoterapia com
MTX. Foram encontrados tendéncias semelhantes para ACR20 e ACR70 (melhorias de
20% e 70% respectivamente) e as respostas mantiveram-se por 48 semanas. (Edwards
et al, 2004)

O rituximab continua a ter efeito benéfico durante pelo menos 2 anos. Cerca de
45% dos pacientes que receberam rituximab mais MTX completaram 2 anos de
seguimento sem a necessidade de tratamento posterior, comparado com 15% dos
gue receberam placebo mais MTX, 10% dos que receberam rituximab isolado e 22%
dos que receberam rituximab mais ciclofosfamida. Era considerada a repeticdo do
tratamento quando houvesse um aumento >20% da tumefaccdo e dor da articulagao.
A necessidade de repetir o tratamento era determinada em dultima instancia pelo

meédico. (Strand et al, 2006)
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Emery P et al em 2006 levaram a cabo um ensaio clinico de fase Ilb que visava
avaliar a eficacia de diferentes doses de rituximab mais MTX com e sem
glicocorticdides (GCs), em pacientes com AR refractdria aos medicamentos
modificadores de doenca, inclusive aos agentes bioldgicos. Neste estudo conhecido
por DANCER (Dose-Ranging Assessment iNternational Clinical Evaluation of Rituximab
in RA), tanto a dose standard (1000mg x 2) como a dose reduzida (500mg x 2) de
rituximab em combinagdo com MTX concederam numeros significativamente
superiores de ACR20 e ACR50 e respostas “boas/moderadas” na escala da European
League Against Rheumatism (EULAR) quando comparadas com MTX associado a um
placebo. As respostas ACR70 e EULAR “boas”, foram mais frequentes em pacientes
gue receberam a dose standard. A eficacia ndo foi afectada pelo uso concomitante
de altas doses de GCs entre as infusdes. Ambas as doses de rituximab foram bem
toleradas com baixa incidéncia de efeitos adversos. ExtensGes deste ensaio clinico,
indicaram que o retratamento foi eficaz a seguir a um ciclo completo de terapia com
rituximab em pacientes que, apesar de terem resposta numa primeira instancia,

recidivaram durante o follow-up. (Emery et al, 2006)

O estudo de fase Ill conhecido por REFLEX (Randomized Evaluation oF Long-term
Efficacy of rituXimab in RA), randomizado, com dupla ocultacdo, foi delineado para
determinar a eficacia e a seguranca do rituximab em pacientes com AR activa que
tiveram, anteriormente, uma resposta inadequada a agentes anti-TNF (incluindo
etanercept, infliximab, ou adalimumab). Todos os pacientes receberam também
acido félico, metilprednisolona intra-venosa (IV), e prednisona oral durante as duas
semanas de tratamento. A terapia com rituximab associado a MTX mostrou ser
significativamente superior que MTX mais placebo tendo como referéncia medicbes
as 24 semanas usando as escalas ACR (ACR20 51% vs.18%, ACR50 27% vs. 5%, ACR70
12% vs. 1%) e a EULAR (resposta moderada/boa 65% vs. 22%). (Cohen et al, 2006)

A eficacia e seguranca de infusGes repetidas de rituximab tém sido avaliadas
através de extensGes dos ensaios de fase Il e lll citados acima (incluindo o REFLEX e 0
DANCER) envolvendo um total de 1039 doentes. Destes, 570 receberam 2 ciclos de
rituximab, 191 receberam 3 e 40 pacientes receberam 4 ciclos da terapéutica. As
respostas ACR20, ACR50, ACR70 foram semelhantes quer apds o primeiro ciclo, quer
apos os ciclos subsequentes, assim como, os efeitos adversos foram observados mais

frequentemente nos primeiros 3 meses. Visto isto, os autores concluiram que o
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tratamento com multiplos ciclos de rituximab tem respostas clinicas sustentadas e

sem novos efeitos adversos. (Keystone et al 2007)

O relatdério preliminar de um follow-up de 6 anos dos ensaios clinicos com
rituximab, incluiu um total de 2578 que receberam multiplos tratamentos, de modo
que, 1890 receberam pelo menos 2 ciclos, 1043 pelo menos 3 e, 425 pelo menos 4 e
133 receberam 5 ciclos sem revelar aumento do total de efeitos adversos, efeitos
adversos significativos ou aumento das taxas de infeccdo. No entanto a partir do 52
ciclo parece haver uma tendéncia para o aumento das infec¢cdes graves apesar de o
numero de doentes ainda ser pequeno até a data para se poder concluir. (van
Vollenhoven et al, 2008)

Thurlings et al (2008), avaliaram 30 doentes que receberam mais de 3 ciclos de
rituximab em intervalos de pelo menos 6 meses, independentemente da resposta
inicial ao 12 ciclo de rituximab, tendo em conta a escala EULAR. Dos 24 que foram
eleitos a retratamento, 7 ndo tinham respondido ao primeiro ciclo de tratamento e
continuaram a nao responder aos sucessivos ciclos desta terapéutica. Pelo contrario,
os 17 doentes que tinham respondido ao primeiro ciclo, experienciaram respostas
semelhantes aos ciclos subsequentes. Os autores concluiram que o retratamento
com rituximab ndo é efectivo em pacientes que ndo mostraram melhorias apds o
primeiro ciclo, sendo consistente com a no¢do de que esses doentes representam um

subgrupo patogeneticamente distinto.

A SEGURANCA DO RITUXIMAB

Os ensaios clinicos conduzidos até a data tém mostrado que o rituximab é bem
tolerado na maioria dos doentes com AR, sendo o perfil de seguranca descrito no seu
uso na AR semelhante ao descrito durante o tratamento de Linfomas. De referir que
a incidéncia de efeitos adversos relacionados com a infusdao foram menores durante
o tratamento de AR do que dos linfomas. Ainda assim sdo frequentes a ocorréncia de
efeitos adversos leves/moderados em doentes tratados com rituximab, ocorrendo

principalmente durante a primeira infusdo, atingindo cerca de 30-45% dos pacientes.

A maioria das infusdes de rituximab é acompanhada pela sensa¢cdo moderada de
aperto na garganta. Outros efeitos laterais sdo: hipotensao, hipertensdo, febre e
arrepios, eritema, prurido, nduseas, e dor lombar. Pensa-se que estas manifestacdes
se devam a libertacdo de citocinas causada pela lise de células B. Reacgdes

anafilaticas graves ou broncoespasmo sao raros, contudo, aquando da infusdo, deve
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estar disponivel medicacdo para responder as estas eventuais reacgdes, o que inclui,
metilprednisolona, solucdo salina para administracdo IV, brocodilatadores inalatérios

e epinefrina intra-muscular. (Edwards et al, 2004)

Frequentemente é usada pré-medicacdo para evitar as reac¢des de infusdo. Uma
abordagem consiste em medicar os pacientes com Paracetamol (625 mg P.0O.) e
difenidramina (50 mg P.0.) antes de cada infusdo. Uma dose de metilprednisolona
(100mg) 30 minutos antes da infusdo também tem sido usada em alguns ensaios
clinicos. O estudo DANCER demonstrou que o uso de CTs orais, ndo apresentou
efeitos significativos na incidéncia das reac¢Ges durante a segunda infusdo. Além
disto, mesmo com a pré-medica¢do a propor¢dao de pacientes que sofrem reacgbes

de infusdo é significativo. (Emery et al, 2006)

A percentagem de reacgbes de infusdo decresce para cerca de 15% durante os

ciclos posteriores de rituximab. (Fleischmann et al, 2006)

O possivel risco tedrico de infeccdes graves tem preocupado a comunidade
clinica, no entanto, este ndo parece estar significativamente aumentado em adultos
tratados com rituximab, em comparacdo com aqueles tratados com MTX. Por
exemplo, no ensaio clinico de fase Il referido acima ocorreram infec¢Ges graves em
2,5% dos doentes tratados com MTX, e em 3% dos doentes tratados com rituximab
associado. De referir que ocorreu uma morte por pneumonia no grupo tratado com
rituximab em monoterapia, e um paciente desenvolveu bacteriémia estafilocécica e
artrite séptica no grupo tratado com rituximab associado a ciclofosfamida. (Edwards

etal, 2004)

No ensaio clinico REFLEX ndo se verificou diferenga significativa na incidéncia de
infeccdes entre os grupos, tendo ocorrido infeccOes graves em 3,7% no grupo
placebo e 5,2% no grupo tratado com rituximab. Todas as infeccdes deste ultimo
grupo se resolveram sem sequelas, excepto um caso de celulite gangrenosa que
cursou com amputacdo do primeiro dedo do pé. Nenhum paciente contraiu
Tuberculose ou outra infecgdo oportunista durante as 24 semanas do estudo. (Cohen
etal, 2006)

Apesar de, nos ensaios clinicos, ndo ser aparente o aumento da incidéncia de
infeccGes oportunistas, tém sido reportadas infeccGes graves de reactivacdo virica,

por vezes fatais, associadas ao uso de rituximab. A ocorréncia de 2 casos de

Leucoencefalopatia multifocal progressiva em doentes com LES e um caso num
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doente com AR, tratados com rituximab levou a FDA (United States Food and Drug

Administration) a emitir avisos de alerta. (Calabrese et al, 2007)

Foram também descritos recentemente infeccbes graves por Citomegalovirus,
reactivacdo da Hepatite B, e babesiose resistente, associado ao tratamento com
rituximab em pacientes previamente em doentes imunodeprimidos. (Krause et al,

2008)

APLICACAO DA TERAPIA COM RITUXIMAB NA PRATICA CLINICA

O Rituximab em combinacdo com o MTX, estd indicado para pacientes adultos
com AR activa de intensidade moderada a intensa, que previamente ndo tenham
respondido a uma ou mais terapias anti-TNF, ou que tenham perdido a capacidade
de resposta a esta terapéutica com o tempo, ou ainda, que tenham tido efeitos

adversos aquando do uso de anti-TNF. (Assous et al, 2008)

Apesar de a dose 500mg se ter mostrado tdo eficaz como a dose 1000mg no
ensaio clinico de fase Ilb DANCER, apenas a dose mais alta foi avaliada no ensaio
clinico de fase Ill REFLEX. Assim, a dose standard aprovada pela FDA consiste na
administracdo de duas infusdes IV de 1000mg cada, com duas semanas de intervalo.
Para reduzir as reac¢des adversas da administracdo IV é, globalmente, recomendada
a administracido de 100 mg IV de Metilprednisolona 30 minutos antes da
administracado de rituximab, podendo ainda ser usados paracetamol e difenidramina.
A administracdo de rituximab leva a deplecdo quase completa das células B em duas
semanas apods a primeira dose (a deplecdo das células B é medida pela contagem de
células B periféricas CD19+ uma vez que este marcador é co-expresso com CD20 e
porque a presenca do anticorpo monoclonal anti-CD20 no plasma pode interferir
com a contagem). A maioria dos pacientes mostra deplecdo das células B periféricas
durante pelo menos 6 meses, com uma pequena propor¢ao de pacientes (4%)
mantendo esta deplecdo por longos periodos, podendo atingir mais de trés anos.
(Mease et al, 2008)

Tém aumentado os estudos que visam definir o intervalo ideal entre ciclos
aquando da necessidade de re-tratamanto com rituximab e, até a data, as evidéncias
apontam que o intervalo 6ptimo entre ciclos é entre 6 a 12 meses. (Keystone et al

2007)
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Evidéncias em pacientes com linfoma e LES, tratados rituximab sugerem que a
deple¢do de células B diminui a resposta do sistema imune a vacinagdo. Por este
motivo é recomendado que as vacinas necessarias sejam administradas antes do

inicio do tratamento com este farmaco. (Looney et al 2007)

TERAPIAS EMERGENTES ANTI-CD20 NA AR

Um Ensaio Clinico (HuMax-CD20) de fase Il, randomizado, com dupla ocultagdo e
controlado com placebo, estda a testar o uso do Ofatumumab (um anticorpo
monoclonal completamente de origem humano) em pacientes com AR activa. Os
primeiros resultados revelaram que as respostas ACR20 foram atingidas as 24
semanas em 41-50% dos pacientes tratados com este fdrmaco, em comparacdo com

0s 9% atingidos no grupo placebo. (Ostergaard et al 2007)

Um ensaio clinico recente de fase I/Il estudou 237 pacientes com AR
severa/moderada reportou que o Ocrelizumab, um anticorpo monoclonal humano,
foi bem tolerado e demonstrou actividade clinica com todas as doses estudadas (10,
50, 200, 500, 1000 mg) as 24 semanas. Estd a ser realizado um ensaio clinico de fase

[ll para avaliar a seguranga deste farmaco na AR e no LES. (Hutas, 2008)

TRU-015 é outro agente anti-CD20 que ndo se trata de um anticorpo monoclonal
mas sim de uma pequena cadeia polipeptidica simples recombinante. Num ensaio
clinico de fase Il, randomizado, com dupla ocultagdo, e controlado com placebo, o
uso das doses 800 mg e 1600 mg de TRU-015 levou a melhorias significativas na

actividade da AR em comparagdao com o placebo. (Mease, 2008).

OUTRAS TERAPIAS ANTI-CELULAS B

Tém sido desenvolvidos outros agentes especificos para as células B que tém
como alvos outros marcadores de superficie das células B (ex. CD22), ou receptores
que modulam a fungdo destas células como o BLyS (= BAFF) e APRIL (um ligando

indutor da proliferacdo associado ao BAFF). (Dorner et al, 2007)

Apesar destes agentes ainda se encontrarem em fase de ensaios clinicos, alguns

tém, j4, evidenciado eficacia na AR e outras doengas auto-imunes.

Belimumab (BmAb) é um anticorpo monoclonal humano que inibe a actividade de

BLyS/BaFF. Num ensaio clinico de fase Il envolvendo 238 individuos, este anticorpo
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foi comparado com placebo como tratamento em doentes com AR previamente
tratados com medicamentos modificadores da doenca e terapias bioldgicas. O BmAb
mostrou-se bem tolerado e a resposta AR20 as 24 semanas foi mostrou-se modesto
(29% vs. 16%). Ocorreram também reducges significativas do nimero de células B as
20-24 semanas. Apesar de o seu papel no tratamento da AR ndo estar esclarecido,
este farmaco pode demonstrar no futuro alguma utilidade em regimes de
tratamento combinados com outros agentes anti-células B, nomeadamente

associado ao rituximab e como terapia de manutencdo. (Mckay et al 2005)

Atacicept (Ig-TACI) é uma proteina de fusdo antagonista da manutengdao das
células B e dos factores de sobrevivéncia BLyS e APRIL. Esta proteina tem-se
mostrado capaz de induzir a diminuicdo (dose-dependente) das células B maduras do
sangue periférico. Os dados farmacocinéticos obtidos num ensaio clinico de fase |
sugerem que, doses repetidas de atacicept originam uma reducdo significativa dos
niveis de Imunoglobulina, incluindo uma diminuicdo de 41-44% de Factor
Reumatodide no grupo tratado com a maior dose. De referir ainda que o atacicept foi
bem tolerado e mostrou bons indicios nos resultados ACR20 em doentes com AR
activa de intensidade moderada. Sdo necessarios ensaios clinicos de maiores
dimensdes, para uma melhor compreensdo da eficdcia e seguranca deste novo

agente. (Tak et al, 2008)

BR3-Fc, é uma proteina de fusdo recombinante humana que blogueia o BAFF e
encontra-se a ser estudada em ensaios clinicos. Os resultados de um estudo de
seguranca e farmacocinética/farmacodindmica na AR, revelou uma reduc¢do do

numero de células B em cerca de 55%. (Vital et al, 2008)

TERAPIAS ANTI-CELULAS B EM OUTRAS DOENGAS AUTO-IMUNES

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES): RITUXIMAB - DADOS CLINICOS

Foram realizados varios estudos ndo controlados, sem ocultacdo, com uma
duracdo de 6-12 meses, envolvendo numeros reduzidos de doentes (N<20)
resistentes a terapia imunossupressora standard, tendo mostrado que, de uma
maneira geral, o rituximab é eficaz e bem tolerado nestes doentes. As respostas
clinicas foram documentadas usando o indice clinico do British Isles Assessment

Group (BILAG) e o indice de actividade de doenga no LES (SLEDAI).
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Looney RJ et al. (2004), realizou um ensaio clinico de fase I/ll, sem oculta¢do no
qual foi adicionado Rituximab a terapia habitual, tendo mostrado bons resultados
referentes a seguranca e a eficacia. Os esquemas terapéuticos usados foram: infusdo
Gnica de 100 mg/m? (baixa dose), infusdo Unica de 375 mg/m? (dose intermédia) ou 4
infusdes de 375mg/m?” com uma semana de intervalo entre cada infusdo (dose alta).
A maioria dos doentes (11/17) revelou uma deplecdo profunda de células B e, além
disto, mostrou uma melhoria clinica que persistiu durante 12 meses, apesar da
auséncia de alteragdes significativas nos niveis de complemento e anti-dsDNA. As
baixas doses estiveram associadas a ndo resposta e ao desenvolvimento de

anticorpos quiméricos humanos (HACA).

Um estudo mais recente introduziu diferentes regimes de rituximab em pacientes
com LES activo e refractdrio. O rituximab foi administrado em regime de 1 infusdo de
500 mg por semana durante 4 semanas, ou 1 infusdo de 1000 mg por semana
durante 2 semanas. O tratamento foi bem tolerado e o nimero de células B diminuiu
rapidamente durante 14 dias em todos os pacientes, tendo a deplecdo se mantido
até 6 meses apds o tratamento. Nove dos treze doentes que terminara o estudo,
manifestaram resposta clinica (escala BILAG) enquanto 3 doentes desenvolveram

HACA associados ao desaparecimento do rituximab do soro. (Tanaka et al,2006)

Um estudo com follow-up alargado de 38 doentes com LES com deplecdo de
células B apds tratamento com rituximab mostrou que, 33% dos pacientes se
mantiveram bem, sem a necessidade dos agentes imunossupressores habituais. A
maioria das agudizacdes ocorreram 6-12 meses apds o tratamento, e os autores
concluiram que o perfil de auto-anticorpos pode ser usado para identificar quais os
pacientes que teriam uma resposta mais sustentada. Outro estudo envolveu 16
pacientes do sexo feminino com LES grave e refractario que foram tratadas com 1
infus3o por semana de Rituximab (375 mg/m?) durante 4 semanas, combinado com 2
infusGes de ciclofosfamida (0,5 mg/mz). O follow-up foi realizado ao 12, 29, 42 e 62
més apds o tratamento e depois de 3 em 3 meses. Este esquema terapéutico revelou
bastante eficdcia, com uma resposta completa ou remissdo ocorrendo em,
aproximadamente, 50% dos pacientes. O tempo médio para alcangar SLEDAI-50 (uma
melhoria de 50 na escala SLEDAI) foi 3 meses e a média de duragao da deplegdo das

células B foi 7 meses. (Jonsdottir et al 2006)

Foram estudadas as modificagGes das células B no LES apds a terapia com

rituximab, revelando que ocorre uma melhoria abrupta das alteragbes na
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homeostasia das células B, com uma diminui¢do da proporg¢do de células B meméria
auto-reactivas. Os investigadores sugeriram entdo que, a eficicia maxima e as
remissGes a longo prazo com rituximab estdo dependentes do restabelecimento
completo da tolerancia das células B com eliminacdo das células memoria e

plasmdécitos auto-reactivos. (Anolik et al, 2004)

Tém aumentado as evidéncias que suportam a eficacia clinica da terapia com
rituximab em pacientes com nefrite lUpica, tratando-se no entanto de estudos de

pequena dimensao.

Por exemplo, num estudo sem ocultacdao, os doentes receberam 1 infusdo por
semana, durante 4 semanas, de rituximab (dose: 375mg/m?) em associacdo a
prednisolona oral. A terapia foi bem tolerada e resultou numa deplecao de células B
durante 1-7 meses. Foi definida remissdo completa como a normalizagdo dos niveis
de creatinina e albumina séricas, sedimento urindrio inactivo e uma proteina urinaria
<500 mg/24H; e remissdo parcial, como melhoria de 50% em todos os parametros
renais que estavam anormais antes do tratamento. A remissdo parcial foi alcancada
por 8/10 pacientes em 2 meses. Cinco destes pacientes alcangaram,
subsequentemente, a remissdao completa que se manteve por 12 meses em 4 destes
pacientes. Curiosamente a remissdo clinica esteve associada a diminuicdo das células
T Helper, apoiando a ideia que ja foi referida, de que as células B tém um papel
adicional na auto-imunidade, influenciando directamente as células T. (Sfikakis et al,
2005)

Noutro estudo, foram analisadas as alteragdes histoldgicas em bidpsias renais
realizadas antes e depois do tratamento com Rituximab (4x 375 mg/m2) em 7
mulheres com Nefrite lUpica grave e refractaria. Os sinais e sintomas nefriticos
melhoraram em todas as pacientes, sendo que 3 atingiram a remissao completa e 2
atingiram remissdo parcial. Além disto, o perfil histolégico melhorou na maioria das
pacientes e os niveis de anti-dsDNA decairam em média 100 U/ml. (Gunnarsson et al,
2007)

O restabelecimento das células B no sangue periférico e no tecido linfdide foi
avaliado num estudo que envolveu o follow-up alargado de 15 pacientes que tinham
sido tratados com rituximab durante o ensaio clinico de fase I/Il descrito
anteriormente. Nos 3 pacientes que estavam em remissdo clinica, 5 anos apds o
tratamento, o total de células B memdria mantiveram-se significativamente

inferiores aos controlos saudaveis (6,3% vs. 30,5%). Por outro lado, os pacientes que
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nao responderam a terapéutica ou que apenas tiveram uma resposta a curto prazo
apresentaram niveis elevados de células B, sem diferengas significativas
relativamente aos controlos. A recuperagdo tardia das células B memdria
correlacionou-se com o grau de expansdo das células B transitdrias no sangue
periférico, durante a reconstituicdo pés-tratamento. Contudo a biopsia de tecido da
amigdala, revelou reaccées do centro germinativo activas apesar dos niveis baixos de
células B no sangue periférico, sugerindo que a reconstituicdo das células B meméria
no sangue periférico é retardada em funcdo de uma recuperacdo lenta do tecido
linféide secundario, com implicagdes importantes para a tolerdncia e competéncia

imunoldgica. (Anolik et al, 2007)

Os efeitos laterais referidos para o tratamento da AR, no geral aplicam-se ao
tratamento do LES. De realcar apenas o surgimento de dois casos de
Leucoencefalopatia (doenca viral do SNC causada pela activacdo de um virus latente)
descritos em doentes com LES tratados com rituximab e apenas 1 em doentes com
AR, no entanto, também estd descrita a ocorréncia de Leucoencefalopatia em

doentes com LES que nunca foram tratados com rituximab. (Calabrese et al, 2007)

OUTRAS TERAPIAS ANTI-CELULAS B

Um ensaio clinico de fase I, controlado, randomizado e com dupla ocultacao,
testou o uso de Belimumab (1 infusdo ou 2 infusdes distanciadas 21 dias) no
tratamento do LES em 57 individuos e, apesar de revelar ser bem tolerado pelos
pacientes, ter havido reducdo das células B e anti-dsDNA, ndo houve alteracdes na
actividade do LES. Outro ensaio clinico, multicéntrico, de fase Il, envolveu 449
individuos com LES que foram randomizados a receber placebo ou, entdo, 3 infusGes
belimumab (aos dias: 0, 14 e 28) e, posteriormente, todos os meses durante 76
semanas. O belimumab ndo levou a uma melhoria dos sinais e sintomas de LES nem
aumentou o periodo sem agudizag¢Oes lupicas que eram os objectivos primordiais, no
entanto melhorou estes factores nos pacientes seropositivos. Ficou também
demonstrado que com o tratamento com belimumab ocorreu uma progressdao mais
lenta da doenca e uma menor necessidade de terapia com glicocortcoide. Encontra-

se a decorrer um ensaio clinico de fase lll. (Ding et al, 2008)

Num ensaio clinico de fase Ib, o atacicept (administra¢do subcutanea) foi usado

em 32 pacientes com LES com actividade leve/moderada, tendo sido demonstrada a
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actividade bioldgica deste farmaco, visto que, ocorreram diminuicdes dose-
dependente dos niveis de imunoglobulinas e do nimero de linfécitos do sangue
periférico. Neste estudo sem dupla ocultagdo verificou-se uma melhoria clinica e

poucos efeitos adversos associados ao atacicept. (Dall'Era et al, 2007)

O Epratuzumab é um anticorpo monoclonal humanizado, que se liga ao CD22 na
superficie dos linfdcito B, provocando uma rdpida internalizagdo com complexo anti-
corpo-CD22 e a fosforilacgdo de CD22 e, portanto, funcionando como um
imunomodelador. Este fdrmaco ndo apresenta citotoxicidade dependente do
complemento, mas alguma citotoxicidade dependente do anti-corpo. O Epratuzumab
nao causa deplecdo total das células B circulante mas atinge reduc¢des na ordem dos
30-45%. (Carnahan et al, 2007) Um estudo ndo controlado, com duragdo de 12
semanas avaliou este farmaco no tratamento de 14 pacientes com LES activo e
reportou que todos os pacientes toleraram o tratamento e todos obtiveram
melhorias clinicas, contudo parece ter um efeito de curta duragdo. (Dorner et al, 2006)
De referir ainda que, a combinacdo de rituximab com Epratuzumab, ndo diminuiu a
capacidade do rituximab induzir apoptose, citotoxicidade dependente do anticorpo
nem a citotoxicidade dependente do complemento, e além disto, parece melhorar a

eficacia clinica. (Carnahan et al, 2007)

Interferir com a interaccdo entre as células B e as células T é um alvo
teoricamente muito atractivo para o tratamento do LES, Contudo, um ensaio clinico
randomizado, controlado, que envolveu 85 pacientes com LES activo
(leve/moderado) tratados com uma infusdo intravenosa de anticorpo monoclonal
anti-CD40L n3ao mostrou eficacia superior deste farmaco comparado com o placebo.

(Kalunian et al, 2002)

SiINDROME DE SJOGREN (SS)

Tem também sido evidenciado o importante papel das células B na sindrome de
Sjogren e consequentemente a relevancia da deplecdo de células B como alvo

terapéutico para esta patologia.

Pijipe J, em 2005, reportou os resultados de um ensaio clinico de fase Il, sem
ocultagdo, no qual, 15 doentes com SS primario com menos de 4 anos de evolugdo
foram tratados com uma infusdo semanal de 375mg/m2 de rituximab durante 4

semanas. Este tratamento resultou numa diminuigdo rdpida das células B periféricas,
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enquanto os niveis de IgG se mantiveram estdveis. Quatro pacientes desenvolveram
HACA e alguns referiram sintomas semelhantes a doenca do soro. Todos os doentes
mostraram uma melhoria significante da sintomatologia e alguns, um aumento da
funcdo da glandula salivar. (Pijpe et al, 2005) Bidpsias da glandula pardtida obtidas
antes e depois do tratamento em alguns pacientes forneceram a primeira evidéncia
de uma diminuicdo da infiltracdo linféide apds o tratamento. (Pjipe et al, 2006) Um
follow-up alargado deste grupo de doentes revelou que a terapéutica foi efectiva
durante 6-9 meses e que, a repeticdo do tratamento resultou numa resposta clinica

similar. (Meijer et al, 2006)

Num outro estudo, que consistiu numa anadlise retrospectiva de 16 doentes com
SS primario que tinham sido tratados com Rituximab para o tratamento de Linfoma
ou manifestacdes sistémicas, apenas uma minoria dos pacientes referiram melhoria

dos sintomas sicca. (Seror et al, 2007)

Por outro lado, Devauchelle-Pensec et al (2007), estudou o efeito do rituximab
em 16 pacientes com SS primario, administrando 375mg/m2 deste farmaco por
semana, durante duas semanas, e verificou que, a semana 12 houve uma melhoria

significativa dos sintomas.

Outro estudo utilizou 2 doses de rituximab (375mg/m?), administradas com 7 dias
de intervalo tendo reportado que pelo 152 dia, todos os pacientes apresentavam
deplecdo completa das células B e que 14 doentes mantiveram uma supressao
marcada destas células até as 40 semanas. Oito pacientes tinham um ndmero
elevado de células B nas glandulas salivares antes do tratamento e, cerca de 4 meses
depois do tratamento foram biopsados novamente, nao revelando qualquer célula B
nesta localizacdo. Esta deple¢do manteve-se aos 8 meses em 3 doentes que foram
biopsados uma terceira vez. Uma observacdo interessante foi o facto de que os
pacientes que tinham altos valores séricos de BAFF, tinham uma menor duragdo da

Linfopenia de células B. (Pers et al 2007)

Para uma compreensdo completa da eficacia do rituximab no SS, é necessaria a
realizacdo de ensaios clinicos randomizados, controlados e com amostras mais

significativas.

Além do CD20, o CD22 parece ser um alvo com muito potencial na terapéutica da
SS. Pensa-se que o CD22 actue como um receptor para a recirculacdo das células B

através da sua afinidade para moléculas de superficie do endotélio das vénulas.
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Assim, esta molécula de adesdo pode ter um papel determinante na entrada das

células B nas glandulas lacrimais e salivares de doentes com SS. (Steinfeld et a/,2006)

O Epratuzumab funciona essencialmente através da modulagao das células B e
ndo tanto através da sua deple¢do na circulacdo e, sendo assim, devido aos
diferentes mecanismos de accdo pode ser exequivel a utilizacdo conjunta de anti-

CD20 e anti-CD22. (Leonard et al 2005)

Num ensaio clinico, de fase I/Il, sem dupla ocultacdo, foram administradas 4
infusdes IV de epratuzumab com intervalos de 2 semanas entre as doses (360mg/m?2
cada dose) a 14 pacientes com SS primario. Os niveis das células B tiveram reducdes
médias de 54% as 6 semanas e 39% as 18 semanas, contudo, os niveis das células T e
de imunoglobulinas ndo sofreram altera¢des significativas. A expressdao de CD22
pelas células B periféricas ficou diminuida durante pelo menos 12 semanas apos a
terapia. Cerca de 53% dos pacientes atingiram uma boa resposta clinica em 6

semanas e 67% atingiram boa resposta clinica as 32 semanas. (Tant et al, 2006)

VASCULITES

As vasculites constituem, também, uma patologia onde o tratamento anti-células

B pode ter um papel determinante.

Os primeiros estudos usando rituximab no tratamento da crioglobulinemia tanto
relacionada, como ndo relacionada ao virus da hepatite C (HCV), demonstraram

varios graus de eficacia e seguranca. (Ghijsels et al 2004)

Um estudo mais recente avaliou a eficacia e a tolerancia do rituximab em 8
doentes com vasculite cryoglobulinemica mista tipo Il, nos quais, tinha falhado
tratamento com glicocorticoides, imunossupressores ou anti-virais, tendo sido
administrada uma infusdo de 375 mg/m2 de rituximab semanalmente, durante 4
semanas e tendo depois sido realizada uma infusdo a cada 3-4 meses durante 1 ano.
Apesar da crioglobulinemia ter persistido em todos os doentes, as Ulceras cutaneas
desapareceram parcial ou completamente. A neuropatia periférica diminuiu em 3
doentes e estabilizou em 5 e as artralgias foram atenuadas em 5 pacientes. Dos 4
doentes com glomerulonefrite, 3 demonstraram uma reducdo significativa da

creatinina sérica e da proteinduria. (Gallien et al 2006)

Dados preliminares sugerem que o rituximab é eficaz e bem tolerado no

tratamento da vasculite associada ao anticorpo anti-citoplasma neutrofilico (ANCA).
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Apesar do tratamento convencional com ciclofosfamida e glicocorticéide ser
frequentemente eficaz, esta associado a elevada taxa de recidiva e toxicidade. Um
estudo, sem dupla ocultacdo, avaliou 10 doentes com Granulomatose de Wegener
recidivante que foram tratados com 1 infusdo semanal de 375mg/m2 de rituximab
durante 4 semanas, associada a 1mg/Kg de prednisona diariamente. Todos os
doentes toleraram bem o rituximab e alcancaram uma deplecado rapida das células B,
com remissdao completa em 3 meses. Os niveis de proteinase-3-ANCA diminuiram em
todos os doentes e negativaram em 6 doentes, apds a remissdo induzida por esta
terapéutica. Os doentes que ndao negativaram estes valores foram aqueles que
tinham os valores mais elevados inicialmente. Cinco doentes que foram tratados
novamente com rituximab (em monoterapia) devido a recidiva e aumento dos
valores de ANCA e do numero de células B, foram capazes de manter a remissao.

(Keogh et al 2006)

Além destas, estdo identificadas muitas outras doencas auto-imunes em que a
deplecdo de células B, nomeadamente com Rituximab, revelou resultados positivos,
no entanto, trata-se de estudos com um numero muito reduzido de individuos, ndo
randomizados e ndo controlados ou, apenas descricdo de casos. Assim estd descrito
na literatura o uso desta estratégia na Purpura Trombocitopénica Idiopatica,
Esclerose Multipla, Doenga de crioaglutinina, Anemia Hemofilica Auto-imune, Doenga
Enxerto vs. Hospedeiro, Crioglobulinemia, Purpura trombocitopénica trombdtica,
Nefropatia mediada por IgM, Penfigo Vulgar, Doengca de Graves, Hemofilia A e
Dermatomiosite. Apesar de apresentarem boas respostas, estes estudos sdo de
dificil interpretacdo devido a falta de uniformizacao, falta de critérios objectivos para
a avaliacdo clinica e devido ao uso frequente de outras terapias concomitantemente.
S3o necessarios estudos de maiores dimensdes, randomizados, controlados e com
follow-up alargado para se poder tirar conclusGes mais seguras e sustentadas.

(Gurcan et al. 2009)
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CONCLUSAO

O papel das células B nas doencas auto-imunes tem sido desde ha muito tempo
um assunto controverso. Nos Ultimos 5 anos, muitos estudos levaram a um melhor
entendimento das suas especificidades e funcGes nas patologias auto-imunes.
Actualmente, as células B sdo consideradas essenciais na fisiopatologia destas
doencas, ndo sé pela producdo de auto-anticorpos como também, pela sua
capacidade de secrecdo de citocinas inflamatérias, participacdo na apresentacao de
antigénios, amplificacdo da activacdo das células T e a linfogénese ectdpica. Apesar
disto, constituem ainda desafios nesta area: Quais os subgrupos de células B que
contribuem para a manutencdao da doenca e onde estas residem; Qual o papel
relativo dos autoanticorpos, das células B apresentadoras de antigénios e dos
plasmécitos de semi-vida longa e de semi-vida curta e ainda se o bloqueio precoce
das células B patogénicas originara remissdes mais prolongadas da doengas.
(Browning, 2006)

Os estudos que envolveram a deplecdo de células B na terapéutica de doencas
auto-imunes tanto em humanos como em modelos animais tém sido cruciais para
uma melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos nestas patologias e para
elucidar a importancia e o papel das células B na génese e manutencdao destas
doencgas. Por seu lado o avanc¢o de estudos a nivel molecular, além da compreensdo
de determinados mecanismos ao pormenor tem permitido o desenvolvimento de

novos potenciais alvos terapéuticos. (Martin et al, 2006)

O rituximab é o farmaco, com alvo nas células B, mais estudado, com ensaios
clinicos randomizados, bem delineados e de grande dimensdo, que demonstraram
grande evidéncia na eficdcia deste tratamento nas doencas auto-imunes, tendo sido
aprovado pela FDA e pela EMEA (European Medicines Agency), em 2006 para o
tratamento da Artrite Reumatdide refractdria aos anti-TNFs ou com contra-indicacdo
aos mesmos. Nesta doenca estdo bem definidas as indicacGes e o protocolo de
actuacdo, tendo os resultados sido muitissimo positivos, apesar de existirem alguns
efeitos laterais, como as reacgdes de infusdo e as possiveis infec¢des oportunistas ou
reactivadas, que sdo necessarias ter em conta. No entanto este farmaco é usado
como terapéutica de recurso, sem aprova¢do, em muitas outras patologias auto-
imunes, de salientar o LES, a sindrome de Sjogren, as vasculites sistémicas, a purpura
trombocitopénica trobdtica, purpura trombocitopénica idiopatica, Penfigo Vulgar e

Dermatomiosite. (Gurcan et al. 2009)
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Apesar de alguns estudos terem revelado bastantes beneficios com o uso quer de
rituximab quer de outras terapias anti-células B, a evidéncia ainda é escassa e baseia-
se essencialmente em ensaios clinicos ndo randomizados, sem ocultagao, em estudos
prospectivas de series de casos ou apenas descri¢cdo de casos isolados. Estes tipos de
estudos ndo sdo considerados validos para uma extrapolagdo dos resultados, ndo
constituindo evidéncia suficiente para a aprovacao destas utilizagcbes pelas

autoridades oficiais. (Casals et al, 2008)

O avango na investigacao tem sido limitado pela heterogenicidade das doencas
auto-imunes que torna muito dificil a regularizacdao de protocolos de investigacdo e
torna muito subjectiva a avaliacdo da progressao e efeitos terapéuticos. Além deste é
importante ndao esquecer a raridade de muitas doencas, que impede o recrutamento

de um numero significativo de doentes. (Isenberg, 2008)

Varios ensaios clinicos de diversos farmacos anti-celulas B foram interrompidos,
ou questionados pela comunidade, por diversas razdes clinicas ou metodoldgicas.
Exemplos mais evidéntes constituem: Um ensaio clinico com Belimumab que
comprovou a sua eficacia no LES, no entanto 28% dos doentes tinha ANA’s negativos;
Um ensaio clinico com Epratuzumab que foi interrompido pela incapacidade de
manter a disponibilidade do fdrmaco em estudo; o abandono por questGes

financeiras do ensaio clinico com Ocralizumab. (Wallace , 2009)

O LES é uma das patologias, que pela sua complexidade, gravidade e ineficiéncia
clara dos farmacos actuais em alguns individuos, suscitou um interesse redobrado
nas razoes que limitam a investigacdo, levando Isenberg (2008) a publicar 8
conselhos que ajudariam a concretizar e optimizar as investigagdes, nesta area, com
mais eficiéncia, tornando mais célere o esclarecimento acerca da eficacia e seguranca
de diversas terapias anti-células B no LES, e consequentemente acelerando a sua
aprovacao oficial:

1- Apenas recrutar pacientes com manifestagdes clinicas e evidéncia seroldgica de

LES.

2- O recrutamento e a avaliagdo devem ser levados a cabo por clinicos experientes

em LES.

3- Deve ser recolhida informacdo suficiente a cada consulta que possibilite a

avaliacdo pelos indices BILAG e SLEDAI.

4- Toda a comunidade relacionada com LES deve participar activamente na

determinacdo de medidas éptimas para os objectivos dos ensaios clinicos.
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5- Formacdo especifica dos clinicos no uso das escalas BILAG e SLEDAI.

6- E essencial enfatizar, durante a formagdo, a necessidade da atribuicdo das
manifestac¢oes clinicas ou alteragGes nas andlises sanguineas especificamente ao
LES e ndo a condigBes concomitantes.

7- Reduzir o uso de prednisolona oral simultineamente (sugestdo<25mg/dia) a
entrada no ensaio clinico/agudizac¢des lipicas para minimizar a capacidade que as
doses elevadas de glicocorticoides tém de encobrir diferencas entre os efeitos do
farmaco usado e do placebo.

8- 0 uso de um comité independente para examinar os resultados iniciais e ajudar a

assegurar que a avaliacdo da actividade foi completamente a apropriada.

Assim, em analogia com o que ja existe na Artrite Reumatdide e para o Rituximab
e a semelhanca do que nos é apresentado por Isenberg para os estudos em doentes
com LES, deveriam ser reunidos esfor¢os no sentido de optimizar protocolos de
actuagdao, métodos de construcdo e avaliacdo clinica e laboratorial, de modo a
estandardizar a investigacdo nesta area, tanto com outros farmacos além do
rituximab, como nas muitas patologias auto-imunes, com o intuito de melhorar e
aumentar as opcoes terapéuticas, que ainda se tém revelado, por vezes, insuficientes

para estes doentes tdo complexos e idiossincraticos.
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