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RESUMO

Estudos mais recentes sobre a patogenia do LES sugerem que o nucleossoma, a
unidade fundamental da cromatina, seja o principal antigeno desencadeador da resposta
autoimune nesta patologia. Por muitos anos este papel foi atribuido ao DNA,
principalmente devido a constatagdo de que a presenga de anticorpos anti-dsDNA estava
associada a periodos de atividade do lapus, sobretudo as recidivas de nefrite . Verificou-se
entretanto, em experimentos animais € em investigagdes clinicas, que a hipdtese de ser o
DNA o principal imundgeno ndo satisfazia completamente a todas as observagdes.
Tentativas de imunizag&o de animais com DNA isolado foram infrutiferas e a perfuséo de
complexos imunes formados artificialmente com DNA e anti-dsDNA n#o reproduziram a
doenga. Além disso, em varios modelos, incluindo camundongos espontaneamente lapicos
e também em humanos, se tem verificado a ocorréncia de formas graves do LES sem que
se constate a presenga dos anticorpos anti-dsDNA. Nos estudos em que outros elementos
da cromatina, sobretudo o DNA associado a histonas - o nucleossoma, foram injetados em
animais predispostos ao lipus, ficou claramente demonstrada uma exacerbagdo da resposta
autoimune com surgimento de nefrite em alguns camundongos. Fica assim evidente que
essa molécula possui um papel fundamental na estimulagio da célula T patogénica,
iniciando o processo de desregulagdo imunolédgica observado no LES. Fortalecendo essa
hipétese, se constatou também que o DNA circulava no sangue desses individuos sob
forma de nucleossomas , liberados por um provavel distarbio da apoptose, sugerida em
alguns estudos. A identificag@io de material nuclear em tecido renal humano e a presenga
de anticorpos anti-nucleossoma em eluatos de rim sugerem igualmente que possam exercer

um efeito nefritogénico.



Diante dessas evidéncias iniciais sugerindo um papel primordial do nucleossoma na
fisiopatogenia do LES, elaboramos um estudo clinico para avaliar o valor dos anticorpos
anti-nucleossoma no diagndstico do LES, sua correlagdo com os indices de atividade da
doenga, a sua associagdo com manifestagdes clinico-laboratoriais, principalmente a nefrite
em atividade, associagdo com o tempo de doenga, o tempo de tratamento e o tipo de
terapéutica empregada. Realizamos um estudo de coorte transversal , reunindo 71
portadores de LES, 64 mulheres e 07 homens, com média de idade=30,01+11,48 anos e
tempo médio de doenga=37,7+47,87 meses, internados ou atendidos em ambulatorios do
Hospital Universitario Walter Cantidio e Hospital Geral Dr. César Cals, durante o periodo
de margo de 1995 a novembro de 1997 . Todos os pacientes preenchiam pelo menos 4
critérios , do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) para diagnostico do lupus e
foram classificados segundo a atividade da doenca através de dois indices SLEDAI e
LACC. 63,4% deles encontravam-se com doenga ativa e 77,4% apresentavam
envolvimento renal como definido pelos critérios do ACR. As amostras de sangue foram
obtidas para pesquisa dos anticorpos anti-nucleossoma, anticorpos anti-dsDNA e anticorpos
anti-histonas, através do método imunoenzimatico (ELISA). Valores normais para esses
testes foram definidos num grupo de doadores voluntirios de sangue, sendo também
analisado soro de portadores de artrite reumatdide e de glomerulopatia primdria para
calculo da sensibilidade e da especificidade dos anticorpos. A comparagdo entre 0S grupos
mostrou que os titulos dos anticorpos anti-nucleossoma e anti-dsSDNA estiveram
significativamente mais elevados nos portadores de LES que nos demais individuos
(p<0,0001). A sensibilidade dos anticorpos anti-nucleossoma foi de 71,8%,
sigm'ﬁcativaﬁente superior a de 43,6% observada para os anticorpos anti-dsDNA
(p<0,0001). Entretanto, a sua especificidade foi de 84,2%, inferior a registrada para o anti-
dsDNA, 94,7% (p<0,009). Os titulos dos anticorpos anti-nucleossoma apresentaram
correlagdo com 0s indices de atividade da doenga SLEDAI e LACC (r=0,486, p<0,0001 ;
r=0,536 p<0,0001, respectivamente) assim como os titulos dos anticorpos anti-dsDNA
(r=0,449, p<0,0001 ; r=0,488, p<0,0001, respectivamente). Essa correlagio foi confirmada
em 28 pacientes wsubrﬁetidos a uma segunda pesquisa de anticorpos € nova avaliagdo da

atividade lupica (anti-nucleossoma r=0,573, p=0,001 e anti-dsDNA: r=0,518, p=0,004).
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Entre os pacientes que apresentavam anticorpos anti-nucleossoma, 10% deles mostravam
reatividade isolada, sem a concomitancia dos outros anticorpos, confirmando os relatos de
outros pesquisadores sobre a preSenqa de anticorpos anti-nucleossoma restritos. Os
anticorpos anti-nucleossoma estiveram presentes em 25% dos pacientes com doenga
inativa, enquanto que apenas 3,2% destes individuos apresentavam o anticorpo anti-
dsDNA. A presen¢a dos anticorpos anti-nucleossoma, ao contrario dos anticorpos anti-
dsDNA, exibiu associagdo com atividade liipica apenas no grupo com envolvimento renal
(p=0,021), o que pode representar a confirmagdo de relatos experimentais de um papel
nefritogénico para os anticorpos anti-nucleossoma. Nenhuma associagdo foi demonstrada,
através de andlise univariada, entre a presenga de ambos os anticorpos € manifestagdes
clinicas e laboratoriais isoladas do lipus. Pacientes com menor tempo de doenga ou de
tratamento apresentaram positividade de anticorpos anti-nucleossoma (p=0,041 e p=0,003,
respectivamente) e anticorpos anti-dsDNA  (p= 0,001 e p=0,005, respectivamente)
significativamente mais elevada, enquanto que nenhuma diferenga foi observada entre os
individuos tratados (n=58) e néo tratados (n=13). Os pacientes em uso de corticosterdide
como terapéutica unica e com tempo de doenga ou tempo de tratamento inferior a 6 meses,
apresentavam positividade, de anticorpos anti-nucleossoma (p=0,034 e p=0,016,
respectivamente) e anticorpos anti-dsDNA(p=0,001 e p=0,003) significativamente superior
em relag@o aqueles doentes ou tratados ha pelo menos 6 meses. Entre os pacientes em uso
de terapéutica combinada de imunossupressor e corticosteréide ndo foram observadas
diferencas quanto a presenga dos anticorpos, independente do tempo de doenga ou de
tratamento. A pesquisa de anticorpos anti-nucleossoma, além de contribuir para uma
melhor compreensdo sobre a patogenia do LES, pode representar também um importante
recurso diagnostico, notadamente por apresentar maior sensibilidade em comparagéo aos
anticorpos anti-dSDNA, manter boa especificidade e exibir correlagdo com a atividade
clinica da doenga, sobretudo nos pacientes com nefrite liipica, além da possibilidade de

serem o0s Unicos anticorpos anti-cromatina presentes.



SUMMARY

More recent studies on the pathogenesis of SLE suggest that the nucleossome,
chromatin’s main structure, might be the antigen playing a leading role in the development
of the immune response in lupus. For several years this place had been assigned to DNA,
mainly due to the fact that anti-dsDNA antibodies were found to be associated with lupus
activity, specially in relapsing nephritis. Observations driven from experimental animal
studies and clinical investigations as well, further indicated that the hypothesis of being
DNA the main immunogen in SLE could no longer be maintained. Attempts to immunize
animals with isolated DNA did not succeed, and infusion of artificially built DNA-anti-
dsDNA immune complexes failed to mimick disease. In addition, in several models,
including mice strains bearing spontaneous LES, and in humans, severe forms of lupus
have been observed without the detection of anti-dsDNA antibodies. In the studies where
other components of chromatin, specially histones-bound DNA, the nucleossome, were
injected in pre-immune animals, this led to an exacerbation of the auto-immune response
and to nephritis development. It becomes thus evident that nucleossomes play a key role in
the stimulation of the pathogenic T-cell and in the development of immune disregulation
observed in LES.An additional argument favouring this hypothesis is the observation that
DNA circulates in the blood of these individuals under the form of nucleossomes derived
from a disturbed apoptosis process, as suggested by some studies. The identification of
nuclear material in human renal tissue and the finding of anti-nucleossome antibodies in
kidney eluates additionally suggest that a nephritogenic role may be exerted by the
nucleossome. In face of this evidence suggesting a primordial role for the nucleossome in
the pathogeny of lupus, a clinical study was undertaken in order to evaluate the value of
anti-nucleossome antibodies in LES diagnosis, its correlation with disease activity indexes,
association with clinical and laboratory parameters, specially nephritis, lenghth time of
disease, type and length of treatment. We performed a cohort sudy including 71 patients
with LES, 64 women and 7 men, mean age=30,01+11,48, mean time of
disease=37,7+47,87 months, treated at Hospital Universitario Walter Cantidio and Hospital
Geral Dr. César Cals,from March 1995 to November 1997. All the patients fullfilled at
least four criteria of the American College of Rhumatology for the diagnosis of lupus and
disease was classified according to two activity indexes, SLEDAI and LACC. 63.4% of the
patients showed active lupus and 77.4% of them had renal involvement. Blood samples
were drawn in order to determine anti-nucleossome, anti-dSDNA and anti-histones
antibodies titers, through ELISA. Normal values for these tests were established from a
group of volunteer blood donors (mean value + 3 x standard deviations) and the tests were
also performed in rhumatoid arthritis patients and in patients with primary glomerular
disease in order to calculate its sensitivity and specificity. Comparison between groups
showed that anti-nucleossome and anti-dsSDNA antibodies titers were significantly higher in
lupus patients than in the other groups (p<0.0001). Sensitivity of the antinucleossome
antibody was 71.8%, greater than the 43.6% value found for the anti-dsDNA antibody
(p<0.0001). On the other hand, its specificity, 84.2%, was lower than the one observed for
the anti-dsDNA antibody (p<0.009). Serum levels of both antibodies correlated to disease
activity indexes (anti-nucleosome and SLEDAI: r=0,486,p<0,001 ; anti-nucleosome and
LACC: r=0,536,p<0,001 ; anti-dsDNA and SLEDAI: 1=0,449,p<0,0001 ; anti-dsDNA and
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LACC: r=0,488,p<0,0001) and this correlation was further confirmed in 28 patients who
underwent a second clinical and laboratory evaluation (anti-nucleosome and SLEDAI:
=0,573,p=0,001; anti-dsDNA and SLEDAI: r=0,518,p=0,004). In 10% of the patients in
whom antinucleossome antibodies were found this was shown to be an exclusive reactivity;
other antibodies were not detected, thus confirming previous findings from other authors of
nucleossome restricted antibodies. Antinucleossome antibodies were observed in 25% of
the patients with inactive lupus, whilst anti-dsDNA antibodies occurred in only 3.2% of
them. In opposition to anti-dsDNA antibodies, the finding of antinucleossome antibodies
only showed association to lupus activity in the group presenting renal involvement. This
may represent the clinical equivalent of experimental evidence that points out the
nephritogenic role of antinucleossome antibodies. Significantly higher positivity rates of
both antibodies were observed in patients with shorter length of disease or shorter
treatment duration (anti-nucleosome: p=0,041 and p=0,003 respectively ; anti-dsDNA:
p=0,001 and p=0,005 respectively), but no differences were noted between treated (n=53)
and untreated (n=13) patients. Patients on steroid therapy alone and with length of disease
and treatment duration shorter than 6 months presented higher serum levels of both
antibodies (anti-nucleosome: p=0,034 and p=0,016, respectively ; anti-dsDNA: p=0,001
and p=0,003, respectively) as compared to patients who had been treated for at least 6
months. No differences regarding the presence of both antibodies were noticed in patients
whose therapy combined steroids and immunossuppressors, regardless of length of disease
or treatment duration. The search for antinucleossome antibodies not only leads to a better
comprehension of LES pathogeny but it may also become an important diagnostic tool,
specially for its higher sensitivity compared to anti-dsDNA antibody, good specificity and
correlation with activity indexes, especially in patients bearing lupus nephritis, and also
because antinucleossome antibodies may be the only anti-chromatin antibodies detected in
lupus.
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1.1 HISTORICO

O termo Lupus, do latim lobo, foi introduzido no
vocabulario médico por Rogerius, no século XIII e usado para descrever uma
lesdo erosiva facial que se assemelhava a uma mordida de lobo, destruindo
agressiva e profundamente as camadas cutdneas ( BLOTZER, 1983).

A histéria dessa patologia pode ser dividida em trés
periodos: o classico, o neoclassico € 0 moderno ( HOCHBERG, 1991). No
primeiro periodo, as lesdes cutineas foram descritas e classificadas como
lapus vulgaris, lapus profundus, lapus discéide e lesdo malar em asas de
borboleta, por Thomas Bateman, Cazenave ¢ Moriz Kaposi, todos no sectlo
XIX . O periodo neoclassico se inicia em 1872 com a observacdo de Kaposi
sobre a natureza sistémica da doenca, propondo a ocorréncia de duas formas
de apresentacdo: a discoide e a disseminada. Nesta época foram identificados
0s primeiros sinais € sintomas presentes na forma sistémica, como os ndédulos
subcutaneos, a artrite, a linfadenopatia, a febre, a perda de peso, a anemia € o
acometimento do sistema nervoso central. Em 1895, Osler sugeriu em suas
publica¢des que o Iupus se tratava de uma vasculite (ROTHFIELD , 1989 ) e
os estudos realizados por JADASSOHN, em Viena, em 1904, confirmaram a
existéncia da forrha disseminada.

Na primeira metade do século XX florescem os estudos
patologicos e sdo feitas as primeiras correlagdes clinico-patologicas. Libman e

Sacks identificaram a existéncia de uma endocardite valvar ¢ mural de
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natureza ndo infecciosa, relacionada ao lupus ( LIBMAN & SACKS, 1924) e
em 1935, Baehr, Klemperer e Schifrin descreveram a lesdo glomerular
assimilada a al¢a de arame, nos pacientes com glomerulonefrite ( BAEHR et
al., 1935). Com esses achados, KLEMPERER et al. (1941) sugeriram que o
lapus constituia uma patologia do colageno, termo inapropriadamente usado
por muitos anos.

Em 1936 Friedberg, Gross ¢ Wallach fizeram o
diagnostico pos-mortem dos primeiros casos de doenca sistémica sem achados
cutdneos e, em 1948, com a descoberta da célula LE por Hargraves
(HARGRAVES et al, 1948 ), se micia o periodo moderno , quando se
associou pela primeira vez a presenca dos autoanticorpos a etiopatogenia da
doenca.

Alguns testes imunolégicos descobertos
posteriormente nos anos cinquenta como, por exemplo, 0 VDRL (MOORE &
LUTZ, 1955), foram associados ao LES e a deteccdo de um resultado falso
positivo ainda hoje mantém importéncia clinica por se relacionar a presenca
dos anticorpos anti-fosfolipideos. Em 1957 foi descrita a técnica de
imunofluorescéncia para detec¢do dos anticorpos anti-nucleares (FRIOU,
1957) e, a partir de entdo, diversos investigadores independentes identificaram
os anticorpos anti-DNA (DEICHER et al., 1959 ) . A aplicagdo da
imunofluorescéncia para detecciio dos anticorpos anti-DNA se intensificou a
partir de 1968 com a descoberta da técnica de Farr, capaz de isolar o anticorpo
anti-DNA nativo. Posteriormente, foram identificados outros anticorpos contra
diversos antigenos nucleares, entre eles os anticorpos anti-ENA,( anti-extract
nuclear antigens),. expandindo-se o numero de testes imunologicos

empregados na avaliagdo do Lupus (TAN & KUNKEL, 1966).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

Os estudos epidemioldgicos sobre 0 LES mostram que
existe uma prevaléncia variavel desta patologia nos diferentes paises e que
alguns grupos étnicos € raciais parecem ser mais susceptiveis. Além dos
fatores genéticos, a influéncia ambiental parece ser importante. Entre os
chineses que habitam na China se observa uma maior prevaléncia do ipus do
que naqueles residindo nos Estados Unidos. Na Africa ele é raramente
observado, sendo contudo encontrado entre americanas de origem afticana,
habitantes de Nova lorque e S&o Francisco, com uma prevaléncia quatro vezes
maior do que a relatada em suas comunidades de origem.( FESSEL, 1988).

Na Etrropa, especificamente na Franga, esta patologia ¢
mais frequente entre os imigrantes portugueses, espanhois, norte-africanos e
italianos. No Havai , é vista mais comumente entre os orientais € polin€sios
(ROTHFIELD, 1989) . No Brasil ndo existem dados apropriados sobre a sua
incidéncia e prevaléncia.

Estima-se que a prevaléncia do LES no mundo varia de 4 a 250
casos por 100.000 habitantes ( LAWRENCE et al., 1989), e esta larga
variagdo reflete as diferencas observadas entre as diversas populacdes
estudadas. E uma doenga mais comum na zona urbana que na rural, mais
frequente no sexo feminino, provavelmente por uma influéncia hormonal

———

a propor¢ao de mulheres em relagdo aos homens € de 1,4 - 5,8:1,0, enquanto
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que nos adultos varia de 8-13:1 ( WALLACE & DUBOIS,1987) . O
surgimento da sintomatologia ocorre preferencialmente entre 16 € 55 anos em
65% dos pacientes (ROTHFIELD, 1981), mas também pode surgir em vinte
por cento dos menores de 16 anos ( SCHALLER, 1982) ¢ em quinze por
cento dos maiores de 55 anos (BALLOU, 1982). Em alguns paises europeus,
como Suécia, Reino Unido e Islandia existe uma variagdo no pico de
incidéncia do LES, observando-se um maior nimero de casos entre mulheres
mais idosas, ao contrario dos relatos americanos em que o LES ocorre
predominantemente entre mulheres em idade fértil (HOPKINSON, 1992).

O quadro clinico ¢ mais severo nas criangas, com uma maior
incidéncia de nefrite, pericardite, hepatoesplenomegalia e anormalidades
hematoldgicas (SCHALLER, 1982) e, nos homens, hd uma maior tendéncia a
doenca renal ¢ a trombocitopenia (KAUFMAN et al., 1989). Nos idosos a
doeng:a tem geralmente menor gravidade ( WARD & POLISSON, 1989) . A
cor negra parece ser um |, fator de pior prognostico (REVEILLE e al., 1990) ¢
ha relatos de que o baixo nivel sdcio-econdmico predispde e influencia o curso
clinico da doenga, como também a sobrevida dos pacientes com LES
(CALLAHAN & PINCUS, 1990), embora nem todos os pesquisadores
tenham registrado esta associacdo ( SIEGEL & SEELENFREUND, 1965 ;
ESDAILE et al., 1988).

INTRODUCAO 5



1.3 ETIOPATOGENIA

A etiologia do LES € provavelmente multifatorial e parece
estar relacionada a uma interagfio de diversos fatores genéticos, infecciosos,
hormonais, ambientais e imunol6gicos. Os estudos populacionais registram a
importincia da predisposi¢do genética pela presenca de uma segregacdo
familiar (SHOENFELD et al., 1992) e por um indice de concordincia de 30 a
50% entre gémeos monozigéticos (BLOCK et al., 1975 ; DEAPEN et al.,
1986). Estima-se que entre irmfos a ocorréncia da doenga possa ser vinte
vezes maior que na populacdo geral e que cinco a doze por cento dos outros
parentes possam ser afetados (ARNET, et al. 1984). Contudo, ainda n3o se
conseguiu determinar que regido do codigo genético estaria envolvida, mas
acredita-se que sua origem € poligénica, com transmissdo desconhecida e
provavelmente ndo mendeliana. Alguns marcadores genéticos sdo observados
com maior frequéncia que na populacdo geral, como os antigenos HLA-B8
(SCHUR et al., 1982), HLA-DR2 (ARNETT et al.,, 1984), HLA-DR3
(SCHUR et al., 1990 ) e HLA- DQw1 (FRONEK et al, 1990 ).

O lupus € uma patologia que se caracteriza pela presenga de
vérios anticorpos, dirigidos principalmente contra antigenos presentes nos
nucleos celulares, notadamente as histonas ( FRITZLER & TAN, 1978 ;
THOMAS et al.', 1984 ; KRIPNNER et al.,, 1984 ; GOHILL et al., 1985 ;
PORTANOVA et al., 1987), o DNA de dupla hélice, o DNA de hélice unica
(ARANA & SELIGMANN, 1967 ; TAN & NATALIL 1970 ; SCHWARTZ &
STOLLAR, 1985), o antigeno Sm e as particulas ribonucleicas
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(NORTHWAY & TAN, 1972) . Alguns anticorpos s&o meros marcadores da
doenga, enquanto outros apresentam um potencial patogénico. Embora as
causas dessa produgdo de autoanticorpos néo sejam claras, existem evidéncias
de'thiperatividade de linfécitos B e de participagdo de linfocitos T auto-
reativos, estimulando seletivamente as células B na produgfo de anticorpos
anti-DNA patogénicos (DATTA et al., 1987 ; MOHAN & DATTA , 1995).
Estudos em murinos, especialmente com camundongos das linhagens NZB,
MRL/lpr e BXSB (MOUTSOPOULOS et al., 1977 ; COHEN & ZIFF, 1977,
[ZUl et al., 1978 ; KLINMAN & STEINBERG, 1987; PERKINS et al., 1990;
KLINMAN,1990; SOBEL et al., 1991 ; NEMAZEE et al. , 1991 ; MERINO
et al.,, 1991) , e pesquisas em humanos (FAUCI & MOUTSOPOULOS ,
1981 ; SAKANE et al., 1988 ) confirmam essa hiperatividade dos linfécitos
B, mas também existem evidéncias de que a resposta imune no LES é mediada
por linfécitos T e do tipo antigeno-dependente, por se constatar que durante a
producgdo de autoanticorpos ocorre uma mudanca da classe de imunoglobulina,
do tipo IgM para IgG, como evidenciada em outras respostas de imunidade
celular e pela detecgdo de uma expansdo clonal (BURLINGAME et al., 1993).
E provavel portanto, que a hiperatividade observada nos linfécitos B seja
consequéncia de uma estimulacdo promovida por linfécitos T.

O papel do DNA como o imundgeno responsavel pela
ativagdo dos linfocitos T auto-reativos tem sido investigado ha décadas,
embora nenhuma comprovagdo do seu potencial imunizante foi evidenciada
em estudos experimentais que utilizaram deliberadamente essa molécula como
indutora de autoimunidade (MADAIO et al.,1984 ; GILKESON et al.,1995).
Recentemente,~- MOHAN et al. (1993) identificaram que linfocitos T

patogénicos de camundongos espontaneamente lupicos eram do tipo CD4+ ¢
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a analise funcional destas células demonstrou uma especificidade para
antigenos nucleossomais em aproximadamente 50% delas, o que ndo foi
detectado em camundongos normais. Essas células CD4+ com ag#o especifica
dirigida contra antigenos nucleossomais foram identificadas essencialmente
em animais predispostos ao lupus e de forma tdo precoce como um més de
vida, mesmo antes do aparecimento das manifestagdes auto-imunes.

A importéncia do nucleossoma como particula imunogénica
foi comprovada em experimentos com camundongos espontaneamente lpicos
que foram inoculados com essa molécula e que desenvolveram de forma
precoce manifestacdes de nefrite lupica (MOHAN et al., 1993), sendo este o
maior avango no conhecimento etiopatogénico do LES nos ultimos tempos.

O nucleossoma ¢ a estrutura fundamental da cromatina e tem
a importante fungfo de compactar 0 DNA no niicleo. A sua organizacéo é a
mesma em todos os eucaridtipos ( McGHEE & FELSENFELD, 1980),
consistindo num octdmero central composto por quatro pares de histonas: H3,
H4, H2A e H2B, externamente envoltos por um DNA com 146 pares de bases
e uma histona HI( ARENTS et al., 1991).

Alguns estudos demonstram que o nucleossoma além de
estimular a célula Th patogé€nica também ativa as c€lulas B de modo
policlonal, aumentando ainda a produ¢do de IL-6 , citocina importante na
produgdo de auto-anticorpos (BELL et al., 1990 ; ATKINSON et al., 1985 :
HEFENEIDER et al.,, 1992). A presenca do nucleossoma na corrente
sanguinea dos individuos lapicos tem sido demonstrada por alguns
pesquisadores (LI & STEINMAN, 1989 ; RUMORE & STEINMAN, 1990 ;
AMOURA etal., 1997) e é possivel que esteja relacionada a um distarbio de
apoptose (TAX et al,, 1995) como evidenciado em alguns experimentos
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(EMLEN et al., 1994 ; SINGER et al., 1994). |

A participag@o de citocinas no processo de auto-imunidade
lapica tem sido objeto de muitos estudos e alguns pesquisadores tém
demonstrado que os linfécitos Th de camundongos SNF1 e MRL/lpr
apresentam um perfil de liberagdo de citocinas preferencialmente do tipo Thl
(MOHAN et al.,1993 ; KLINMAN et al.,1994), que sdo aquelas relacionadas
a produgdo de anticorpos de classe IgG2a (MOSMANN & COFFMAN,
1989), detectados em lesGes renais desses animais ( GAVALCHIN &
DATTA, 1987, FISHER et al., 1988 ). Igualmente em camundongos lupicos
de outras linhagens, como BXSB e Ipr/lpr, se identificou um aumento na
liberagdo de IFN-y a partir de células CD4+ ( CHU et al., 1994), sendo
também o IFN-y identificado em tecido renal de pacientes com nefrite lapica
(LINKER-ISRAEFELI et 51.1992) , sugerindo um efeito patogénico local.
Embora ainda ndo esteja completamente definida a importdncia dessas
substancias na patogenia.do LES, algumas anormalidades de expressdo e de
indugdo t€m sido verificadas em estudos in vitro, envolvendo interleucina 6
(IL-6), interleucina 10(IL-10), interleucina 4 (IL-4), interleucina 2 ( IL-2),
interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral ( TNF-o0) (LINKER-
ISRAELLI et al., 1992). A administracéo de IL-2 a camundongos MRL/lpr-lpr
resultou numa menor ocorréncia de nefrite ¢ de artrite nestes animais quando
comparados ao controle (GUTIERREZ-RAMOS et al., 1990). Outros autores
também relataram uma correlagdo entre a reducdo de IL-2 e a atividade da
doenca em camundongos hibridos NZB e também naqueles de linhagem
MRL/Ipr-Ipr e BXSB (DAUPHINEE et al., 1981). Em humanos, o que se tem
registrado ¢ unia maior expressfo constitucional de receptores de IL-6 € um

aumento da concentrag#o sérica de IL-6 , com ativagéo policlonal de células B
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dependente desta citocina ( LINKER-ISRAELLI et al., 1992 ; KITANI et al.,
1992; SPRONK et al., 1992 ; NAGAFUCHI et al., 1993). O aumento na
expressdo de IL-6 pode ser determinado geneticamente (LlNKER-ISRAELLI
et al. , 1994) ou ser secundario a infecgdes, a a¢do de hormdnios ou ainda
produzido por um aumento do nucleossoma circulante ( BELL et al., 1990 ;
GUERNE et al., 1990). Portanto, j4 que as citocinas sdo substincias
importantes na regulagiio imune é provavel que elas também favorecam a
manutenc¢do dos eventos auto-imunes anormais que ocorrem no LES.

O mecanismo mais relevante de leséo tecidual no lapus parece
ser a deposicdo de imunocomplexos em combinagdo com a ativagdo da cascata
do complemento, para producdo de efeito inflamatério local. E provéavel que
€sse mecanismo ocorra na maioria das lesdes lupicas, como vasculites, nefrite,
serosites, lesdes cutdneas, artrite, etc. Outra possibilidade € a existéncia de
anticorpos dirigidos contra antigenos impiantados ou que reajam de forma
cruzada com epitopos teciduais . Em algumas das manifestagdes clinicas
como, por exemplo, a neuroldgica, este parece ser 0 mecanismo principal.

Entre os diversos auto-anticorpos, o anti-dsDNA € o mais
associado a patogenia do LES, principalmente porque seus titulos séricos se
elevam em concomitincia com a exacerbagdo da doenga renal ( FELDMAN
et al., 1982 ; SWAAK et al. , 1979 et 1982 ; ter BORG et al., 1990a ) e
também por serem encontrados em eluatos renais de pacientes lupicos
(WINFIELD et al., 1977 ; KALUNIAN et al., 1989). Baseados nessas
observagdes KOFFLER et al.(1971) formularam a hipétese sobre a
ocorréncia de complexos imunes , depositados ou implantados nos tecidos, e
consideraram esta -patologia como o prototipo das doengas mediadas por

imunocomplexos. Entretanto, nem todos os pesquisadores conseguiram
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reproduzir a agressdo tecidual promovida pelo anticorpo anti-dsDNA em
experimentos animais em que injetaram imunocomplexos preparados
artificialmente com DNA e anti-dSDNA. Nenhuma afinidade desses
complexos imunes com a membrana basal glomerular foi constatada e eles
desapareceram rapidamente da corrente sanguinea, por metabolizagdo hepatica
( CHUSED et al, 1972 ; EMLEN & MANNIK, 1984). Além disso, a
presenga do DNA/anti-DNA na circulagéio ¢ duvidosa (IZUI ¢ al., 1977). Uma
outra proposi¢do para justificar a agress@o tecidual dos autoanticorpos foi a
ligacdo com antigenos presentes na intimidade dos tecidos, com a formagdo de
imunocomplexb in situ, por reagdo cruzada com epitopos locais ou por
deposicdo dos antigenos circulantes (MADAIO et al., 1987 ; FAABER et al.,
1986 ; LEFKOWITH et al, 1996). A capacidade de alguns anticorpos anti-
DNA monoclonais de reagirem com outros antigenos n3o DNA foi
evidenciada por LAFER (1981 ), incluindo os constituintes intrinsecos da
membrana basal glomerylar, como o sulfato de heparan (FAABER et al.,1986
; SUZUKI e al., 1993) e a laminina (SABBAGA e al.,1989). Entretanto, ficou
demonstrado que a ligac8o desses anticorpos as superficies celulares (JACOB
e al., 1989), ao sulfato de heparan (TERMAAT, et al., 1990) e a laminina
(TERMAAT e al., 1993) ndo ocorria de forma direta mas necessitava de um
mediador, sendo constatado que o nucleossoma era a molécula que facilitava
essa ligacdo (BRINKMAN et al., 1990). Com este achado, ficou também
registrada a participagdo do nucleossoma no dano tecidual que ocorre na
nefrite lupica. ‘

Embora a associacdo dos anticorpos anti-DNA com nefrite
lapica seja demonstrada por alguns investigadores (FELDMAN et al., 1982 ;

ter BORG et al.,1990a) , os estudos com animais espontaneamente lipicos,
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como 0s camundongos da linhagem NZB/NZW e as pesquisas em humanos
mostram que estes anticorpos ndo s@o necessarios nem suficientes para que
ocorra esta manifestagdo grave da doenga. Ha relatos da ocorréncia dos
anticorpos anti-dsDNA sem a presencga de nefrite (YOSHIDA et al., 1981) ,
mesmo em animais que apresentam titulos elevados de anticorpos anti-DNA
(IZUI et al., 1984), havendo também registros de pacientes com nefrite em que
estes anticorpos ndo sdo detectados ( HECHT et al, 1976 ; LLOYD &
SCHUR, 1981 ; APPEL et al., 1978). E possivel que outros anticorpos estejam
envolvidos na patogénese da nefrite lupica (TERMAAT , et al., 1993) ¢ os
anticorpos anti-nucleossoma parecem exercer um papel fundamental neste
processo ( Van BRUGGEN et al., 1994 e 1996). Eles foram identificados em
soros de pacientes lupicos com uma frequéncia elevada (BURLINGAME et
al.,1994 ; MASSA et al,, 1994 ; CHABRE et al., 1995) e reagem com
epitopos situados na estrutura quaternaria do nucleossoma . Alguns desses
anticorpos como, por exemplo, os dirigidos contra os dimeros H2A-H2B, com
ou sem o0 DNA, s3o mais associados a nefrite em pacientes lupicos que os
anticorpos anti-dsDNA, como demonstrado por BURLINGAME (1994). A
presenca desses anticorpos também tem sido relatada em eluatos renais de
camundongos lipicos com proteiniria (AMOURA et al., 1994).

A existéncia de anticorpos reagindo com epitopos situados
na cromatina também sfo encontrados no lipus induzido por drogas como, por
exemplo, a procainamida. Esses anticorpos sdo dirigidos contra sitios
antigénicos localizados nos dimeros H2A-H2B e nio mostram atividade anti-
H2A ou anti-H2B individualmente ( RUBIN et al., 1985) . Em pelo menos
vinte por cento dos pacientes com LES se pode detectar anticorpos com

afinidade para esses mesmos epitopos ( MONESTIER et al., 1992) e tais
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anticorpos apresentam até maior reatividade quando o DNA esta complexado
ao dimero H2A-H2B para formar o chamado subnucleossoma

(BURLINGAME & RUBIN, 1991)
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1.4 QUADRO CLINICO

A apresentac¢do clinica do LES ¢ altamente variavel e
entre os Orgdos mais comumente afetados estio rim, pele, articulagdes,
sistema nervoso, superficies serosas e elementos figurados do sangue.

Os sintomas gerais sdo frequentes e surgem mesmo antes
das manifestacdes objetivas. No momento do diagnostico a fadiga esta
presente em quase todos os paciente. A febre, habitualmente nfo elevada
ocorre em 90% dos casos € a perda de peso € encontrada em 85% dos doentes.

A apresentac;ﬁo clinica mais comum inclui a presenca de
artrite ou artralgias, as lesdes cutineas de fotossensibilidade, a lesdo em asa de
borboleta e o eritema maculo-papular, observados em 90% dos pacientes. As
queixas articulares podem preceder em meses ou anos a doenca sistémica.
Existe uma predilec@o assimétrica para os joelhos, articulagdes do carpo e dos
dedos, especialmente as interfalangeanas proximais. A artrite é geralmente néo
deformante, embora 15 a 30% dos pacientes possam apresentar deformidades
de flexdo com desvio ulnar e pescogo de ganso (DUBOIS & WALLACE,
1987 ; ALARCON-SEGOVIA et al., 1988 ). A alopécia € vista em 70% dos
casos, podendo ser difusa ou em placas e, em 40% dos casos, podem ser
detectadas ﬁlceraé de mucosas orais, principalmente no palato duro ou mole. A
vasculite cutdnea se caracteriza por lesdes avermelhadas dolorosas, localizadas
geralmente em-polpas digitais e pés, ou em mucosas nasal e oral e ocorre em

cerca de 20-30% dos pacientes, geralmente no curso de formas graves, com
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envolvimento de outros 0rgdos. O fendmeno de Raynaud ¢ visto em 17-30%
dos pacientes (ROTHFIELD, 1981 ) podendo estar associado a presenga de
crioglobulinas. Mialgias e fraqueza muscular nfo sfo incomuns € estdo
presentes em cerca de 70% dos pacientes (DUBOIS & WALLACE, 1987 ). A
fraqueza muscular envolve sobretudo os musculos proximais.

A convulsdo e a psicose lupica sdo as manifestagdes mais
comuns de envolvimento do sistema nervoso central, sendo encontradas em 15
a 50% dos pacientes, principalmente no inicio do quadro, associadas a outros
sinais de gravidade. Sintomas neuropsiquiatricos aparecem antes ou durante o
curso da enfermidade ( ROTHFIELD, 1981) e, entre eles, a depressdo é o mais

comum.

A frequéncia do comprometimento cardiaco é muito
varidvel, pois depende da sensibilidade do método de investigacdo utilizado. A
pericardite pode ocorrer gm cerca de 18% a 45% dos casos € se apresenta com
dor precordial, atrito pericardico ou apenas como um achado radiologico ou
ecografico. A miocardite causa arritmias, cardiomegalias, defeitos de
condugdo e quadros de insuficiéncia cardiaca congestiva. As lesdes valvares
nfo sdo raras (STRAATON et al., 1988). O prolapso mitral € observado em
25% dos pacientes (BARZIZZA et al.,, 1987) e a presenca de sopros pode
sugerir comprometimento de vélvulas mitral e/ou aortica. A endocardite
verrucosa € principalmente um achado de autdpsia.
A trombose vascular de repeticdo, tanto arterial como venosa,
em membros ou visceras € a elevada taxa de perda fetal estdo relacionadas a
sindrome de anticorpos antifosfolipides, associada ao LES ( HUGHES , 1983 ;
HARRIS et al., 1983).
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A manifestacdo gastrointestinal mais comum ¢é a dor
abdominal, que surge quase sempre em associagdo com evidéncias de
atividade em outros drgdos. A arterite mesentérica pode ser a causa desta dor e
uma perfuragdo colonica ou ileal deve ser suspeitada quando ela se localiza na
regido inferior do abdomen ou regifio periumbilical, com sinais de irritacio
peritoneal. A hepatomegalia ocorre em 30% dos pacientes, mais comumente
em criangas, assim como a esplenomegalia ¢ 'detectada em 20% dos casos
(ROTHFIELD, 1989).

O envolvimento pulmonar se manifesta como derrame
pleural e /ou infiltrados pulmonares bilaterais associados em 40% dos doentes.
O derrame € usualmente pequeno ou moderado € o seu estudo mostra uma
predominéhcia de linfocitos . Anormalidade de difusdo pulmonar é observada
em 40 a 67% dos casos, sem qualquer sintomatologia (RUBIN & UROWITZ,
1983). Os pacientes que apresentam hemorragia pulmonar (EAGEN et al,,
1978) tém um pior prognoéstico, ja que frequentemente apresentam estado mais
grave comscomprometimento renal concomitante.

Entre 25 e 50% dos paciehtes com LES exibem
anormalidade urindrias ou de fung¢o renal no inicio de sua doenga € mais de
60% dos adultos e 80% das criangas manterdo essas alteragdes renais
tardiamente, no curso da enfermidade. A manifestagdo clinica predominante €
a proteinuria, presehfe em quase todos os doentes, comumente levando a
sindrome nefrética. A hematiria microscopica € frequente, mas ndo costuma
ocorrer isoladamente. Pacientes com nefrite lupica mais severa também
apresentam hipertensfo arterial mais grave. Cerca de 50% dos pacientes
apresentam insuficiéncia renal. A Organizacdo Mundial da Satde classifica as

lesdes glomerulares em seis tipos histologicos que reproduzimos de forma
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simplificada: classe I - rim normal ; classe Il — alteragdes mesangiais puras ;
classe III — glomerulonefrite focal e segmentar ; classe IV — glomerulonefrite
difusa ; classe V — glomerulonefrite membranosa difusa e classe VI —
glomerulonefrite esclerosante avangada. Nas diferentes séries de bidpsias
renais publicadas na literatura observa-se uma distribui¢io semelhante nas
varias classes histologicas, com mais da metade dos pacientes exibindo lesdes
da classe III ou da classe IV. As alteragdes tubulo-intersticiais sdo vistas em
75% dos pacientes ( PARK et al., 1986) sendo observados infiltrados difusos
ou focais de células inflamatorias e fibrose instersticial. Alguns estudos tém
valorizado estas manifestagdes como indicadores de pior progndstico na
sobrevida renal. (PARK, 1986 ; ALEXOPOULOS, etal., 1990 ).

Quase todos os pacientes lapicos apresentam anormalidades
hematologicas, principalmente anemia leve ou moderada do tipo normocitica
e normocrdmica , leucopenia e/ou plaquetopenia. A elevagdo do VHS ocorre
geralmente na fase ativa e tende a normalizar-se com a remiss#o.
Linfadenopatia ocorre em 50% dos pacientes, com géanglios de tamanho
variavel, indolores, localizados principalmente nas regides cervical, axilar e
inguinal. Tendéncias hemorragicas s&o observadas naqueles pacientes
portadores de plaquetopenia ou de anticorpos dirigidos contra fatores de
coagulacdo, principalmente os fatores VIII, IX, XI, XII e XIII .

Outros achados clinicos presentes no LES s&o :
conjuntivite, episclerites, corpos citdides, que sdo exudatos retinianos durante
a fase ativa da dbeng:a ( STAFFORD-BRADY et al., 1988), aumento unilateral

* da parétida e alteragdes menstruais, como amenorréia ou menorragia.

3
v
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1.5 DIAGNOSTICO

O diagnoéstico do LES € baseado na constelagdo de
achados clinicos e soroldgicos. Em 1982 o Colégio Americano de
Reumatologia (ACR) definiu 11 critérios diagnésticos mostrados no Quadro 1,
que permitem a identificagio da doen¢a com uma sensibilidade de 96% e

especificidade de 96 a 99% (PASSAS et al., 1985)

Quadro 1 -Critérios Revisados para a Classificagdo do Lipus Eritematoso Sistémico

Rash malar

Rash discoide
Fotossensibilidade
Ulceras Orais

Artrite

A A

ndo erosiva envolvendo 02 ou mais juntas periféricas
6. Serosite
Pleurite ou pericardite
7.  Alteragdo renal
Proteinuria > 0,5g/dia persistente ou cilindros hematicos, granulares , tubulares ou mixtos
8. Alteragdo Neuroldgica
Convulsdo ou psicose
9. Alteragdo hematoldgica
Anemia hemolitica, leucopenia < 4000 leucocitos em duas ou mais ocasides, linfopenia
< 1500 linfécitos em duas ou mais ocasides ou trombocitopenia menor que 100.000 plaquetas
10. Alteragdo Imunolodgica
Célula LE, anticorpo anti-DNA nativo, anti-Sm ou falso VDRL por pelo menos 6 meses

11. FAN pela imunofluorescéncia

Adaptado de Tan EM, Cohen AS, Fries JF, et al: The 1982 revised criteria for the classification of systemic
lupus erythematosus. Arthritis Rheum 25:1271-1277, 1982

o

A presenga de quatro ou mais destes onze critérios estabelece o
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diagnoéstico do LES. Entretanto, a experi€ncia clinica mostra que alguns
pacientes exibem achados clinicos do lupus sem contudo preencherem estes
critérios do ACR. Estes casos s@o rotulados como lupus incompleto, lapus
latente ou incipiente ( PANUSH et al., 1993 ) e podem permanecer nesse

estagio incompleto por meses ou anos.

1.5.1 TESTES PARA SCREENING

A pesquisa dos anticorpos anti-nucleares feita pela
imunofluorescéncia indireta (IFI) ¢ o exame mais solicitado universalmente
para screening e faz parte dos critérios diagndsticos do ACR . Sua excelente
sensibilidade diagnéstica (99%) torna-o bastante 1til, embora sua
especificidade seja de apenas 49% e seu valor preditivo positivo baixo (TAN
et al., 1982 ), podendo ser encontrado em 70% dos pacientes com doenga
inativa. E um teste simples que utiliza como substrato hepatdcitos de
camundongo ou células de epitelioma de laringe humana Hep-2 (van
MUHLEN & TAN,1995). Ha relatos de alta taxa de falsos positivos, chegando
a 30% entre pessoas idosas sadias (MANOUSSAKIS et al., 1987) e 34 % de
pacientes cronicamente enfermos (JUBY et al., 1994). Pode estar presente em
outras doengas reumaticas como a sindrome de Sjogren, a artrite reumatoide e
a esclerose sistémica progressiva. Existem seis padrdes principais de
fluorescéncia qﬁe sugerem a presenca dos diversos tipos de autoanticorpos
(SENECAL et al., 1985) : 1) padrdo homogéneo - registra a existéncia de
anticorpos anti-histonas e/ou anti-dsDNA ; 2) padrdo periférico - indica

anticorpos contra proteinas da membrana nuclear, como laminina ou de
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anticorpos anti-dsDNA, quando a cromatina inativa se situa na periferia do
nucleo ; 3) padrdo pontilhado nuclear - anticorpos contra antigenos ndo
histona, podendo se apresentar como pontilhado grosseiro, indicativo de
anticorpos anti-Sm e anti-U1-nRNP e pontilhado fino dos anticorpos anti-SS-
A/Ro ou anti-SS-B/La ; 4) padrdo nucleolar - encontrado principalmente na
esclerodermia ou sindrome de overlap; 5) centrdmero - visto na sindrome de
CREST (esclerose sistémica), indicativo de anticorpos anti-cinetocoros; 6)
padrdo citoplasmatico - envolvendo diversos antigenos como mitocondria,
complexo de Golgi, TRNP e outros. Embora esses padrdes sugiram a presenca
dos auto-anticorpos ¢ importante ressaltar que ndo sdo especificos nem
diagnodsticos de qualquer patologia ou tipo de anticorpo, sendo necessaria a
confirmacéo através de outros testes.

O screening dos anticorpos anti-nucleares também pode ser feito
utilizando-se kits comercialmente disponiveis para teste imunoenzimatico
(ELISA). Ha estudos comparativos entre os testes IFI e ELISA que mostram
uma boa concordéncia entre eles ( JASKOWSKI et al., 1996 ), enquanto que
em outras pesquisas esta concordancia foi apenas marginal (EMLEN &
O’NEILL, 1997) . Foi constatada uma variabilidade de positividade entre os
diferentes Kits ELISA utilizados, sendo visto que aqueles com maior
sensibilidade para deteccdo apresentam um maior numero de falsos positivos,
enquanto que a menor propor¢do de falsos positivos implica na falha de
detec¢do de alguns pacientes com diagndstico clinico de lapus ( EMLEN &
O’NEILL, 1997).7' Entretanto o uso destes testes se estabelece a cada dia nos
laboratdrios, principalmente pela simplicidade de execugdo, pelo tempo e

custos reduzidos e a possibilidade de automagdo computadorizada.
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1.5.2 TESTES CONFIRMATORIOS

A partir de 1957, época em que foram identificados os
anticorpos anti-DNA, vérios estudos t€ém demonstrado a sua importincia no
diagnéstico do LES e sua boa correlagio com a atividade da doenca
(SCHUR, P.H., 1968 ; PINCUS, 1969 ; FELDEMAN et al., 1982 ; ter
BORG et al., 1990).

Trata-se de populagdo heterogénea de anticorpos quanto ao
tipo de imunoglobulina , a fixacdo do complemento (SONTHEIMER &
GILLIAM, 1978), a avidez de ligacdo antigénica ( LEON et al., 1977) ¢ a
especificidade, podendo reagir com 0 DNA nativo (dssSDNA) ou com o DNA
de hélice unica (ssDNA) .

Os métodos laboratoriais para detecgdo deste anticorpo sdo: a
IFI, a imunodifusdo, a contra-imunoeletroforese, a hemaglutinagdo, o
radioimunoensaio € o ELISA ( SPRONK et al.,1995). A IFI, que utiliza os
hemoflagelos da Crithidia lucila como substrato, ¢ a técnica mais especi_ﬁca,.f
com a vantagem de defectér anticorpos com diferentes graus de avidez
antigénica. ELISA e o radioimunoensaio pela técnica de Farr sfio bastante
sensiveis mas identificam anticorpos de avidez intermediaria e de alta avidez,
respectivamente (SMEENK et al., 1981 ; MILLER et al., 1981).

A presenca do anticorpo anti-dsDNA, juntamente com a redugéo
da fragdo C3.do complemento sérico, ¢ virtualmente diagnostica de LES em

100% dos pacientes com suspeita clinica. Ha relatos de que a elevagdo nos
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titulos de anti-dsDNA em concomiténcia com a redugdo do complemento é
um preditor da reativagdo de nefrite lapica ( FELDMAN e al., 1982), embora
ndo confirmados por outros autores que questionam o valor deste anticorpo na
predi¢éo de recidiva clinica (ESDAILE et al., 1996 b).

Outro anticorpo bastante util no diagnéstico confirmatério do
LES ¢ o anticorpo anti-Sm ( CRAFT , 1992 ; TAN , 1989), identificado em
1966 por Tan ¢ Kunkel quando estudavam o soro de uma paciente chamada
Stephanie Smith, uma talentosa artista que desenvolveu lipus na adolescéncia.
Os antigenos correspondentes sdo compostos de RNA nuclear complexado a
varios pequenos peptideos imunogénicos. Sua determinagdo € feita por contra-
imunoeletroforese, hemaglutinagfio passiva e ELISA (CRAFT , 1992). E um
dos marcadores com especificidade de 99% (FRITZLER, 1996.), sendo
incluido como um critério sorolégico para a classificagdo da doenca (TAN et
al, 1982). Com sensibilidade que varia de 15-25% ¢ encontrado
frequentemente associado ao anticorpo anti-RNP e estd relacionado a
atividade da doenca, independente da flutuagdo do anticorpo anti-dsDNA
(YASUMA et al., 1990). Existem alguns registros que assinalam uma fraca
correlag@o entre a presenca do anticorpo anti-Sm e envolvimento do sistema
nervoso central (CRAFT, 1992 ; TAN, 1989), doenga renal, fibrose pulmonar
e pericardite (YASUMA, 1990).

Os demais anticorpos detectados nos soros dos pacientes lupicos
ndo possuem a mesma importdncia diagnostica daqueles ja referidos
anteriormente, destacando-se apenas pela associa¢do encontrada com algumas
manifesta¢gdes especificas do LES . O anticorpo anti-Clq ¢ relacionado a
progressdo da- doegnca renal, a predominincia de formas proliferativas nas

lesdes glomerulares e a amplificagdo da resposta inflamatoéria no glomérulo
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(SIERGET et al.,1991). O lupus cuténeo subagudo, a deficiéncia homozigotica
de C2 e C4, o lupus neonatal, a miocardite ¢ os defeitos de condugdo se
associam ao anti-SSA/Ro ( BEN-CHETRIT, 1993 ) . Os anticorpos anti-
fosfolipideos sdo associados & ocorréncia de fendmenos tromboticos arteriais
ou venosos, ao aborto espontaneo e a doenga cerebral (HARRIS et al., 1983) e
podem ser detectados em cerca de 35% a 45% dos casos, principalmente na
fase ativa da doenga. Dois métodos sdo usados rotineiramente para a sua
determinagéo: a pesquisa do anticoagulante lipico, geralmente feita por meio
dos testes de coagulacdo com aumento de TPTA (tempo parcial de
tromboplastina ativada), que néo se corrige com a adi¢do de plasma normal e
pelo ELISA, utilizando a cardiolipina como substrato.

Menor especificidade € atribuida aos anticorpos anti-histona,
comumente encontrados no LES e em outras patologias. Sua prevaléncia nos
diversos estudos varia de 21 a 85% . Ha relatos de associagdo com a atividade
da doenga em apenas algumas pesquisas (MONESTIER & KOTZIN , 1992 ;
COHEN et al., 1992 ) e seus sitios de ligacdo podem ser histonas totais ou

individuais .

INTRODUCAO 23



1.5.3 OUTRAS PROVAS IMUNOLOGICAS :

A pesquisa de células LE pode ser positiva em 90% dos
pacientes em atividade e em 65% daqueles em remissdo. A diminui¢cdo do
complemento sérico total ou dos seus componentes como C2, C3 e C4 ocorre
na doenca ativa, notadamente nos casos com envolvimento renal. As
crioglobulinas estdo presentes em 11% dos pacientes, sendo geralmente do tipo
misto IgG-IgM. O fator reumatoide, identificado através dos métodos latex e

Waaler-Rose, € positivo em 20% dos casos.
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1.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CLINICA

Sendo o LES uma doengé cronica, com periodos de
exacerbagdo e recidiva, a avaliacdo de sua atividade constitui uma questdo
central ja4 que pode favorecer um melhor controle da doenga. Um numero
elevado de sistemas tém sido elaborados para mensurar essa atividade, o que
demonstra a grande complexidade desta patologia. Multiplos indices de
monitorizacdo do grau de atividade sfo frequentemente utilizados,
possibilitando classificar e comparar os pacientes nos diferentes estudos
clinicos (GLADMAN et al.,1994). Entre esses incluem-se SLAM, LACC,
SLEDALI BILAG, etc. A comparacdo de seis desses indices feito por LIANG
et al.(1989) mostrou que os escores entre eles se correlacionam bem, o que
valida o seu emprego como recursos de classificacdo (PETRI et al., 1992).

Embora sejam (teis na investigacdo diagnéstica e
complementem a avaliacdo clinica, os testes laboratoriais t€m valor
progndstico controverso (ESDAILE, et al., 1996 a) . Como definido por vérios
autores, a associagdo entre as manifestacdes clinicas do LES e a presenca de
auto-anticorpos ainda € imprecisa e variavel entre as diferentes séries de
pacientes estudados, permanecendo ainda largamente inexplorado o valor dos
testes imunolégiéos como instrumento de avaliacdo de prognoéstico ou eficicia
terapéutica (HAREEY & GAITHER 1988 ; CHRISTIAN, 1983 ). Alguns

marcadores, como a presenga do anticorpo anti-dSDNA e a redugio do
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complemento sérico, podem ser observados mesmo quando a doenga esta
clinicamente quiescente (WALZ 1eBLANC et al.,1994 ; SULLIVAN et
al.,1996). Pouco numerosos sdo os estudos que determinam a habilidade dos
testes de rotina em predizer recaidas. SWAAK et al . (1982 e 1986), estudando
143 pacientes com um seguimento de 6 anos, observaram a exacerba¢do da
doenca em 33 deles quando os titulos de anticorpos anti-dSDNA duplicavam
nas 10 semanas precedentes a recaida. Estes autores propdem a introdugéo de
agentes imunossupressores neste momento, como uma conduta benéfica para
controle da recidiva clinica do LES. O mesmo registro foi relatado por TER
BORG et al.(1990 ). Contrariamente, ABRASS et al. (1980) estudando 48
pacientes, num periodo de 6 a 18 meses, ndo constataram a eficacia dos
anticorpos anti-dsDNA e do C3 como preditores de atividade lipica. BUYON
et al.(1992), também foram incapazes de detectar associagdo dessas técnicas
convencionais, como titulos de anti-dSDNA e de componentes do
complemento sérico (C3,C4 e CH50), com subsequente reativagdo da doenga.
Mais recentemente algumas publicacdes relatam o valor de outros testes
especializados como preditores da atividade lipica como, por exemplo, o
aumento dos produtos de ativagdo do complemento no sangue € na urina
(MANZI et al., 1996 ; PORCEL et al.,1995 ) e as alteragdes nos niveis
plasmaticos de receptores da interleucina-2 ( TER BORG et al.,1990 b.), entre
outros. Embora sejam testes de interesse para o estudo fisiopatogénico do

lapus, ndo sdo usados rotineiramente na pratica clinica.
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1.7 TRATAMENTO

A terapéutica do LES deve ser ajustada de modo individual
para cada paciente, ja que a apresentacdo clinica e a severidade da doenca sdo
bastante variaveis. Na avaliagdo devem ser incluidas medidas objetivas da
atividade inflamatoria, testes para excluir a presenga de infec¢des que simulem
o lupus ativo e a identificagéio das manifestacdes que serdo controladas com o
tratamento instituido.

Quatro principios fundamentais devem ser considerados na
escolha do tratamento do LES, sobretudo quando se opta por drogas
citotoxicas: 1 — a doenca ¢ mediada pelo sistema imune ; 2 — existe um
componente inflamatdrio ; 3 — a imunossupressdo vai reduzir a atividade da
doenga e, 4 — os, linfocitos auto-reativos deverdo ser destruidos
preferencialmente, como na terapia anti-neoplasica. Além das drogas
imunossupressoras,  anti-inflamatdérios ndo hormonais, corticosteroides e
anti-malaricos fazem parte do arsenal terapéutico nesta patologia.

Os anti-inflamatdrios ndo hormonais sdo amplamente usados,
principalmente para controle de manifestagdes leves como artrite, mialgia,
febre e pleurite. A escolha da droga é baseada na resposta individual € na
tolerdncia . Como inibem as enzimas ciclo-oxigenases podem interferir no
fluxo renal aumehtando o dano nos pacientes que ja apresentam nefrite lupica.

As manifesta¢des agudas do LES respondem favoravelmente
ao uso de corticosterdides, que continuam sendo a terapéutica mais importante

no manuseio da doenga. Podem ser utilizados por via oral ou na forma de
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pulsoterapia com metilprednisolona para as manifestacdes severas, como por
exemplo, a nefrite (BOUMPAS et al., 1992 ), a cerebrite, a alveolite
hemorragica, a trombocitopenia e a hemolise auto-imune ( KIMBERLY,
1988).

Os anti-malaricos sdo uteis no tratamento das formas cutineo-
articulares e¢ de sintomas constitucionais leves. Os mais usados sdo a
cloroquina e a hidroxicloroquina . Geralmenté sdo bem tolerados, mas um
controle oftalmolégico peridodico deve ser realizado para deteccdo de
toxicidade retiniana.

Entre os imunossupressores mais prescritos no LES estdo a
azatioprina e a ciclofosfamida. Estudos bem controlados demonstram que o
uso combinado de corticosterdides e imunossupressor, especialmente o regime
terapéutico que utiliza a ciclofosfamida em forma de pulsoterapia venosa ¢
mais eficaz que a corticoterapia isolada para controle da nefrite lupica,
prevenindo a longo prazo a deterioragdo da funcdo renal (BALLOW et al,,
1984). Os doentes incluidos nesses estudos eram principalmente portadores de
glomerulopatias de classes III e IV da classificagdo da OMS. Outras
manifestacdes graves podem também se beneficiar com o uso desses
medicamentos, como envolvimento do SNC (NEUWELT et al., 1995) ,
pneumonite (EISER & SHANIES, 1994), hemorragia pulmonar e
trombocitopenia (BOUMPAS et al., 1990). Os efeitos adversos sdo
consideraveis e incluem infecgdes severas, esterilidade e surgimento de
neoplasias malignas. 'O uso de ciclofosfamida venosa com intervalo mensal ¢
mais seguro que a administragdo oral continua, ja que se tem observado um
menor namero de complicagdes com este esquema.

A ciclosporina pode ser teoricamente benéfica no LES pelo seu
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efeito na expansdo das células T helper. Uma dose de Smg/Kg ao dia produz
uma boa resposta em alguns pacientes, embora a recaida seja frequente apos
suspensdo do tratamento. As evidéncias sdo limitadas sobre o verdadeiro
beneficio desta droga no LES e deve-se considerar o seu potencial nefrotdxico.
A ciclosporina ndo possui efeito sobre a redugédo dos titulos do anticorpo anti-

dsDNA.
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2.0 OBJETIVOS

1 - Estudar a frequéncia dos anticérpos anti-dsDNA e anti-
nucleossoma em 71 pacientes portadores de Lupus Eritematoso
Sistémico, atendidos em dois hospitais publicos da cidade de
Fortaleza, Hospital Universitario Walter Cantidio e Hospital
Geral Dr. César Cals.

2 - Verificar a utilidade dos anticorpos anti-nucleossoma no
diagndstico do LES através de um estudb de sensibilidade e de
especificidade, comparando os resultados com aqueles obtidos
para o anticorpos anti-dsDNA e os referidos na literatura para o
anticorpo anti-Sm.

3 - Avaliar a existéncia de correlagdo entre a presenca dos
anticorpos anti-nucleossoma e anti-dsDNA com dois indices de

atividade da doenga, SLEDAle LACC.

4 - Avaliar a existéncia de correlagdo entre a variagdo da
atividade, determinada pelo indice SLEDAI e os titulos de
anticorpes num grupo de pacientes submetido a uma segunda

pesquisa de anticorpos anti-nucleossoma e anti-dsSDNA.
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5 - Avaliar a existéncia de associagdo entre a presenga dos
anticorpos anti-nucleossoma e anti-dSDNA , a ocorréncia de
nefrite e de manifestacdes extra-renais isoladas, em func¢do da

atividade clinica.

6 - Investigar a ocorréncia de associa¢des dos anticorpos com

manifestagdes clinicas e laboratoriais do LES.

7 - Investigar a ocorréncia isolada, neste grupo de pacientes, da
presenca de anticorpos anti-nucleossoma, sem atividade anti-

dsDNA e anti-histonas concomitantes .

8 - Avaliar a influéncia do tempo de doenga , tempo de
tratamento e tipo de tratamento sobre a presenca dos anticorpos

anti-nucleossoma e anti-dsDNA.

OBJETIVOS
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3.0 CASUISTICA E METODOS

3.1 PACIENTES E SOROS:

Realizamos um estudo de coorte‘ transversal, incluindo 71
pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico atendidos a nivel
ambulatorial ou internados em dois hospitais publicos da cidade de Fortaleza,
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) e Hospital Geral Dr. César
Cals (HGCC), no periodo de marco de 1995 a novembro de 1997. Todos os
pacientes preenchiam pelo menos quatro critérios do Colégio Americano de
Reumatologia (ACR), révisados em 1982 (TAN e al.,198_2), sendo 64
mulheres e 07 homens , com média de idade=30,01+11,48 anos, variando de
10 a 72 anos e tempo médio de doenga= 55,5+8,35 meses, variando de 1 a 228
meses. Por ocasido da realiza¢do de exames de rotina, solicitados pelo médico
assistente, amostras de 10 ml de sangue ndo heparinizado foram colhidas
através de pungdo de veia periférica para pesquisa dos anticorpos anti-
nucleossoma e anti-dsSDNA. Os soros foram congelados a -20°C até a
titulagdo dos anticorpos € a eliminagdo do complemento foi feita por
aquecimento a 56°C no momento da realizagdo do teste, no Laboratério do
INSERM 25 , Hospital Necker, Paris, Franca.

Dados de identificagdo, historia clinica, resultado de exames
laboratoriais e informagdes sobre o tratamento prescrito foram obtidos de

registros do ﬁronfu{irio. O tempo de doenca foi estimado a partir do
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aparecimento da primeira sintomatologia incluida nos critérios diagnosticos do
ACR, segundo informag¢des da historia clinica e o tempo de tratamento, a
partir do momento em que foram prescritas drogas visando o controle do LES.
Treze pacientes ndo haviam recebido tratamento quando foram incluidos no
estudo.
Os pacientes foram classificados conforme a atividade clinica €
a ocorréncia de nefrite. O comprometimento renal foi definido pelos critérios
do ACR (TAN e al., 1982) e/ou presenga de hemacias (>5/campo) no sumario
de urina, excluindo-se outras causas, e/ou perda de fung#o renal (creatinina >
1,2 mg/dl), excluindo-se outras causas, e/ou por alteracdo histopatoldgica em
material de bidpsia. A avaliagdo da atividade foi feita empregando-se dois
indices validados na literatura: LACC - Lupus activity control ¢ SLEDAI -
Systemic lupus erythematosus disease activity index, detalhados nos Quadros
2 e 3, modificados pela exclus@o do anticorpo anti-DNA, objeto de avaliagdo
deste estudo. A classificagdo dos pacientes em ativos € inativos foi feita
através dos critérios do LACC. A mensuragéo da severidade do lupus foi
estabelecida segundo SLEDAI, que foi também o indice utilizado para
comparagdo do grau de atividade entre os pacientes submetidos a uma segunda
avaliagdo clinica e laboratorial.
Nesse grupo de 28 pacientes , uma segunda amostra de sangue
foi colhida com um intervalo que variou de 1 a 23 meses ( média=10,57+7,12

meses) quando novos indices de atividade foram atribuidos.
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Quadro 2 -LACC (The Lupus Activity Criteria Count )

VARIAVEIS

DEFINICOES

1. artrite

Artrite nd3o erosiva envolvendo 02 ou mais
articulagbes periféricas,caracterizada por dor, edema
ou efusgo

2. testes laboratoriais anormais
célula LE
leucopenia<4000/mm?
complemento CH50 reduzido
complemento C3 reduzido
anticorpo anti-DNA

CH350 e C3 reduzidos representam menos que 02 desvios
padrdes abaixo da média do valor normal

Anti-DNA medido pela técnica de Farr com uma ligagdo
maior que 25% do normal

3. Rash, Glceras mucosas, alopecia

Aparecimento de um novo rash, novas tlceras ou alopécia,
ou piora dos ja existentes

4. Pleurite e pericardite

Pleurite — histéria convincente de dor pleuritica ou atrito
pleural identificado por um médico. Evidéncia de derrame
pleural.

Pericardite — atrito detectado por um médico ou alteragdes
sugestivas no ECG ou evidéncias de derrame pericardico

5.Convulsdes, psicose, sindrome

cerebral orgénica, cefaléia lupica

Convulsdes, psicose e sindrome cerebral orgdnica na
auséncia de drogas ou disturbios metabolicos

Cefaléia lupica — cefaléia severa ndo usual, intratavel e ndo
responsiva aos analgésicos comuns.

6.Vasculite

Vasculite — ulceragdo de pele ou de dedos ou bidpsia
mostrando vasculite

7. Hematuria

Hematiiria >5 hemdcias/campo

* doenca ativa — 02 ou mais variaveis
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Quadro 3 - SLEDAI (SYSTEMIC LUPUS ERITHEMATOSUS DISEASE ACTIVITY

INDEX)
PESO | DESCRITOR DEFINICAO
8 Convulsdo Recente aparecimento. Excluidas causas metabélicas, infecciosas ou
medicamentosa.
8 Psicose Distarbio da percepgdo da realidade,alucinagdes, incoeréncia, perda
de associages, pensamento ildgico, desorganizado ou catatonico.
Excluir uremia ou drogas
8 Sindrome cerebral organica Alteragdo da fungdo mental com distirbio da orientagdo,memoéria ou
outras fungdes intelectuais.
8 Disturbio visual Alteragdes retinianas. Corpos citdides, hemorragias, exsudatos ,
hemorragia na cordide ou neurite Optica. Excluir hipertensio,
| infecg@o ou outras causas.
8 Desordem de nervo craniano Neuropatia sensorial ou motora de nervos cranianos de aparecimento
recente
8 Cefaléia lupica Cefaléia persistente, severa, enxaquecosa mas ndo responsiva a
analgesia com narcdticos
8 AVC Acidente cerebrovascular recente. Excluir arteriosclerose
8 Vasculite Ulceras, gangrenas, nodulos digitais dolorosos, infarto periungueais,
splinter, biépsia ou angiografia compativel com vasculite
4 Artrite Mais que 02 articulagdes com sinais de inflamagdo
B Miosite Fraqueza de mialgia de musculos proximais com elevagdo da CPK e
ou aldolase ou alteragdes eletromiograficas ou bidpsia mostrando
miosite.
4 Cilindros urindrios | Cilindros hematicos
< Hematuria Mais que 5 hemécias por campo. Excluir calculos, infecgdo ou outra
causa
4 Proteinuria Maior que 500mg/24h. Aparecimento recente ou elevagdo de mais de
500mg /24h
4 Piaria Maior que 5 pidcitos/campo. Excluir infecg3o.
2 Novo rash Aparecimento recente ou recorréncia do rash inflamatério
2 Alopécia Aparecimento recente ou recorréncia de queda de cabelo em placa ou
difusa.
2 Ulceras mucosas Ulceras orais ou nasais de aparecimento recente ou recorrente
2 Pleurite Dor toracica pleuritica com atrito ou derrame pleural ou
espessamento de pleura.
2 Pericardite Dor com pelo menos | dos seguintes achados :atrito, derrame ou
confirmagdo eletrocardiografica/ecocardiografica
2 Redugdo do complemento Diminuigdo do CH50,C3 ou C4 abaixo do limite normal
2 Titulos elevados de anti-DNA Ligagdo maior que 25% pela técnica de Farr ou titulos acima do
normal para o teste laboratorial empregado ’
1 Febre Maior que 38°C. Excluir infecgdo.
1 Trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm3
1 Leucopeiiia <3000 leucocitos/mm3. Excluir outras causas.
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O  grupo controle definido para determinagdo dos niveis de
normalidade de cada teste foi constituido de 26 doadores voluntarios de sangue
cadastrados no Centro de Hemoterapia do Cearda (HEMOCE), sendo a
determinac¢do do ponto de corte (cut-off) obtida pela média dos titulos de
anticorpos acrescida de trés desvios padrdes.

A mesma metodologia foi empregada ap6s obtengdo de soro de dois
outros grupos de pacientes, 32 portadores de artrite reumatéide (AR) e 18
portadores de glomerulopatia priméaria (GP). Os portadores de AR
encontravam-se em seguimento ambulatorial no Servico de Reumatologia do
HUWC e preenchiam critérios clinicos para o diagnostico de AR em atividade.
Os portadores de GP, que se encontravam em acompanhamento no Servigo de
Nefrologia do HUWC, tinham diagnéstico histologico definido e ndo
apresentavam doenga sistémica . A determinacdo dos niveis séricos dos
anticorpos nesses trés grypos teve por finalidade a defini¢do da sensibilidade e
da especificidade dos anticorpos anti-dsDNA e anti-nucleossoma no grupo de

pacientes lapicos.
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3.2 OBTENCAO DE ANTIGENOS

3.2.1 PREPARACAO DA CROMATINA E DE MONONUCLEOSSOMAS

A cromatina foi preparada no Laboratério da Unidade 25 do

INSERM — Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale,
Hospital Necker, Paris, Franc¢a, utilizando células eritroleucémicas de
camundongos da linhagem 1210 , cultivadas em RPMI diluido em soro fetal
bovino a 10%, juntamente com penicilina, estreptomicina (GIBCO) 10.000
Ul/ml e glutamina. As seguintes etapas foram seguidas a partir de 4 litros
dessas células, numa conéentragﬁo de 1 x 10° células/L :
1) as células foram colocadas dentro de recipientes de 500ml e centrifugadas
durante 20 minutos a 3000 rpm,;
2) com uma pipeta de vidro o precipitado foi recuperado e rediluido em
200ml PBS ( sem Ca*" ou Mg”") pH 7,4, a 4°C e posteriormente distribuido
em 06 tubos policarbonados de 40ml;
3) nova centrifugagdo por 10 minutos a 1500 rpm

Para a lise da membrana citoplasmatica das células, foi utilizado um

tampdo composto de:
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Tris15mM
KCl1 60mM
NaCl 15mM
Espermina 0,15mM
Espermidina 0,5mM
NP40 0.65% — 26ml
Pmsf 0,17mM — 680pl de pmsf 50 mM
beta mercaptoetanol 14,3mM — 200 pl
Sucrose 8% — 16g
H,0O gsp —200ml
4) o precipitado foi rediluido a seguir com 200 ml do tampZo, distribuidos
em tubos e submetido a agita¢do a 4°C durante 10 minutos em banho de gelo.
5) nova centrifugacéo pof 10 minutos a 2000 rpm
6) procedeu-se a recuperagdo dos nucleos com micropipetas de lOOOul. e
lavagem com 150 ml de um tampéo de sucrose,
Tampéo de sucrose :
sucrose 0,34 M —23,27g
Tris 15mM
KC1 60mM
NaCl 30mM
espermina 0,15mM
espermidina0,5mM
beta mercaptoetanol 14,3mM —200pl.
H,0 gsp 200 ml
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7) centrifugagéo por 10 minutos a 2000 rpm ;

8) nova recuperagdo do precipitado em pelo menos 20ml do tampdo de
sucrose, de forma a se obter uma concentragdo de cromatina em torno de
1000pg/ml;

9) adigédo de 10 pl dos nucleos a 990ul de PBS 50mM , NaCl 2M (dilui¢do
1/100) para a leitura em densidade éptica (D.O). D.O na faixa (0,300 a
0,260 nm) corresponde a uma concentrago de 10pg/ml. Se a D.O estiver
acima de 0,300nm, os nucleos sdo rediluidos para um melhor agdo da
nuclease que serd utilizada posteriormente. Realiza-se uma contagem dos
nucleos em azul trypan numa dilui¢éo 1/20  (10ul dos nicleos em 190 pl
do azul ). A concentragdo final a ser obtida ¢ 1000 pg/ml =1 x 10°
nucleos/ml; .

10) digestdo do nucleos com utilizagdo de nuclease proveniente de
Staphylococcus aureus (Boerhringer Mannheim GmbH , Alemanha). Para
cada 10 pul de nucleos sdo adicionados 250ul de CaCl2 0.05M , durante 5
minutos a 37°C;

11) adicdo da nuclease, cujo volume € calculado através da formula:
166,66 x 10ml(volume niucleos) x [ cromatina segundo DO]

5x 1000p/1

A adicdo da nuclease foi feita durante 5 minutos a 37°C, com agitagédo
a cada 30 segundos. A enzima fora previamente tamponada com solucdo de
Tris 10 mM e NaCl 10mM, pH= 7,7 e passagem através de filtro milipore de
0,4p a 4°C, havendo sido a nuclease diluida na concentragdo de 15000 Ul/ml
e conservada a —20°C;

12) interrupcdo da f;agﬁo com 500 pl de EDTA 0,1M, pH 7,0 a 4°C para
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cada 10ml de nucleo;
13) centrifugagéo por 10 minutos a 5000 rpm;

Para expulsdo da cromatina nuclear, recupera-se o precipitado com
1,8ml de EDTA 1mM, pH=7,0 , para cada 10 ml de nucleo e, através de
pipeta , com movimentos repetitivos de aspira¢do e liberacdo nos tubos,
inicia-se a quebra dos niicleos, que é obtida quando se observa uma coloragéo

ligeiramente azul do contetudo dos tubos;
14) centrifugagéo por 10 minutos a 5000 rpm ;

15) recuperacdo do sobrenadante e determinagdo precisa do volume .
determinacdo da D.O a 260nm com 10 ul do sobrenadante adicionado a
990 ul de EDTA 1mM ( diluigdo 1/100 ) e realizagio do seguinte
calculo:

Valor final da D.O =D.0O a 260nm x 100 (dilui¢éo) x volume(ml)

16) eliminagdo da Histona H1 com NaCl 0,55 M, adicionado gota a gota sob
agitacfo,

17) conservagdo do material nuclear a 4°C até o dia seguinte;

18) lavagem dos nticleos com 1 litro da solugdo : Tris 10mM-EDTA 1mM
final; Pmsf 0,2 mM final ; NaCl 0,55M ; pH 7.5.

e
e

19) Separagdo dos mononucleossomas através de coluna de sefarose,
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utilizando bomba com débito de 0,8ml/min, registrador de 1mm/min e

20mV, leitura de 254nm, escala 1 e coletor externo 60.X1.
20) Trés horas e 30 minutos apés a deposicdo na coluna de sefarose inicia-se
a recuperacdo dos mononucleossomas. As fra¢des obtidas sfo dialisadas

em solucdo de 2 litros de TrislOmM; EDTA 1mM final; Pmsf 0,2mM
final; pH 4.

21) Concentragdo através de filtro Amicon;

22) comprovagdo da pureza da preparacdo dos mononucleossomas através da

extragdo de DNA e teste em gel de poliacrilamida.

3.2.2 - OUTROS ANTIGENOS :

O DNA de dupla hélice e histonas totais foram comercialmente

adquiridas do Laboratorio Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemanha)
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3.3 PESQUISA DOS ANTICORPOS

Os soros foram testados por método imunoenzimatico ( ELISA ),

obedecendo as seguintes etapas:

1) Os antigenos - nucleossoma, DNA e histonas totais foram depositados em
placas de Microtest Luxlon de 96 orificios (N‘emours, Franca) e deixados a
4°C por 12 horas.

Antes dessa incubagdo, a placa de DNA havia sido preenchida com

100 pl de poli-L lisina (concentragdo: 100 pL/ml , conservada a -20°C) na

dilucdo 1/10 em H,O destilada com permanéncia de 2 horas em temperatura

ambiente. Em seguida o excesso da poli-L lisina era desprezado sem lavagem,
adicionando-se 100 pl ao DNA numa concentragio de Spug/ml em PBS,

seguida por nova incubagdo por 2 horas em temperatura ambiente .

2) Placas semelhantes foram preenchidas separadamente com o0s
nucleossomas e histonas, ambos na concentragdo de Sug/ml , através de
dilugdo em PBS , pH=7,2, sendo colocados 100ul em cada orificio. As

placas eram em seguida incubadas a 4°C , durante 12 horas.

3) Na etapa seguinte, procedia-se a lavagem das placas com solugdo de
Tween 0,05% diluido em PBS com pH= 7,2 , por 3 vezes , seguida de uma
saturagdo com soro fetal bovino diluido a 10% em PBS, pH= 7,2, durante 2
horas em temperatura ambiente, desprezando-se o conteudo dos orificios ,

sem lavagem . =
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4) Diluicdo dos soros a serem testados em solugéo de PBS contendo soro fetal
bovino a 10% ,Tween a 0,05% em concentragdo de 1/100 e 1/500 .
Incubag@o por 2 horas a temperatura ambiente e trés lavagens com solugéo
de Tween 0,05% em PBS, pH= 7,2. Cada soro foi testado em duplicata,

sendo adicionado um controle positivo € um negativo em cada teste.

5) Imunoglobulinas humanas do tipo anti-IgG marcadas com peroxidase
(Biosys, Compiegne, Franga) foram adicionadas, apds dilu¢do 1/1000 em<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>