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“... A chama de uma idéia parece que cintila por um instante e logo se
apaga, deixando o homem abalado, ao mesmo tempo feliz e apreensivo. Ha
muitos precedentes, é claro. Todo mundo conhece a historia da magd de
Newton. Charles Darwin declarou que sua “Origem das Espécies” surgiu-
lhe a mente, completa, em um segundo, tendo ele passado o resto da vida a
procurar comprovda-la. A teoria da relatividade ocorreu a Einstein no
tempo que se leva para bater as mdos. E esse um dos maiores mistérios da
mente humana, esse estranho salto indutivo. Subitamente, tudo se ajusta no
lugar, as incongruéncias se relacionam, as dissondncias se tornam
harmonicas, os absurdos se revestem do mais amplo significado. Mas o
salto elucidativo surge em meio ao solo fértil da confusdo e quem o da ndo

estd alheio a angustia...”

J. Steinbeck
“Doce Quinta-feira”
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“Ndo sois obrigado a concluir a obra, mas tampouco

)

estais livre para desistir dela.’

Aforismo judeu

“Hda wuma ignordncia iletrada que precede o
conhecimento, e uma ignordncia doutoral que o sucede. *

Montaigne
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Resumo

Racional. Lupus eritematoso sist€émico (LES) € uma doenca auto-imune grave com
fisiopatologia ainda desconhecida. Na gestac@o o transito bidirecional que ocorre entre
as células da mie e feto causa o aparecimento do microquimerismo fetal (MCF).
Existem evidéncias que a persisténcia do MCF poderia causar ou exacerbar doenca
auto-imune. Objetivo. Determinar a freqiiéncia de ocorréncia de MCF em pacientes
(pts) acometidas pelo LES e avaliar o efeito da gestacio e de caracteristicas
epidemiolégicas do LES sobre o MCF. Pacientes e Métodos. Reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real para seqiiéncias de DNA especificas do cromossomo Y foi a
técnica usada para detectar células fetais masculinas (fmc) no sangue de 46 mulheres
selecionadas conforme os critérios: 1- histéria com presenga de pelo menos uma
gravidez do sexo masculino; 2- auséncia de abortos, transfusdo sanguinea ou
transplantes prévios. Foram ainda obtidas informacdes sobre tempo decorrido desde o
nascimento do primeiro filho (tempo de microquimerismo), nimero de gestacdes do
sexo masculino, idade ao nascimento do primeiro filho, tempo de diagnéstico de LES e
evidéncias de nefrite lipica. Resultados. Vinte oito pts e 18 mulheres sauddveis foram
incluidas no estudo. O niimero de fmc/ml de sangue materno foi maior nas pts com LES
do que no grupo controle (252 + 654) vs (2,13 £ 3,7) fmc/ml; (p=0,029). Regressao
linear multipla mostrou significante correlacdo positiva entre o nimero de fmc/ml e o
tempo de doenca ldpica (p=0,027). Enquanto nas pts com LES a quantidade de fmc/ml
aumentou progressivamente com o tempo de microquimerismo (< 10 anos = 33 £ 65
fme/ml; 11 — 15a = 140 + 382; >15a = 395 + 860 mfc/ml; p=0,003) nas mulheres
sauddveis ocorreu uma leve redu¢do nos mesmos intervalos de tempo (respectivamente

2,55 £ 4,34; 2,66 + 3,79; 1,64 £ 3,81 fmc/ml; p= NS). MCF nao foi associado com o
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nimero de gestacdes do sexo masculino nem com a idade ao nascimento do primeiro
filho. Maior nimero de fmc/ml foi detectado nas pacientes sem nefrite lipica quando
comparado com as pts com doenca renal (388 + 827 vs 95,5 + 338 fmc/ml; p=0,019).
Essa observacido também foi notada entre pts sem nefrite que pariram o primeiro filho
até 18 anos de idade (355 = 623 vs 0,23 £ 0,22 fmc/ml respectivamente; p=0,028).
Conclusées. A quantidade de células fetais microquiméricas é maior entre as pts com
LES e o ndmero dessas células aumenta com decorrer do tempo de doenga e do tempo
de microquimerismo. Essas observacdes sugerem que as células fetais masculinas
podem proliferar, aumentando nas pts com LES e diminuindo ou mesmo desaparecendo
nas mulheres sauddveis. Ainda é possivel que o FMC nao tenha apenas um papel

deletério no LES podendo produzir beneficios nos casos de nefrite lipica.

Palavras-Chave: 1. Microquimerismo; 2. Lupus Eritematoso Sist€émico; 3. Doenca

auto-imune; 4. Nefropatia lipica ; 5. Microquimerismo fetal.
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Abstract

Background. Systemic lupus erythematosus (LES) is a serious systemic autoimmune
disease of which the pathogenesis remains elusive. Bi-directional cell traffic during
pregnancy gives rise to fetal microchimerism (FMC). There is accumulating evidence
suggesting that FMC can cause or exacerbate autoimmunity. Objective. To determine
the incidence of FMC in LES patients (pts) and to assess the effect of pregnancy and
some epidemiological characteristics of LES on the FMC. Patients and Methods. Real
time polymerase chain reaction for specific Y chromosome sequences was used to
detect fetal male cells (fmc) in the peripheral blood of 46 women selected according to
this criteria: 1- pregnancy of at least one male offspring; 2- absence of history of
previous transfusions, miscarriages or transplants. Information was obtained on the age
of the mother at first male birth, number of male offspring, time since birth of the first
son (time of microchimerism), time since disease diagnosis and renal involvement of
LES. Results. Twenty eight pts and 18 healthy women were included in the study. The
number of fmc/ml of maternal blood was higher among LES pts than in control group
(252 + 654 vs 2,13 £ 3,7 fmc/ml; p= 0,029). Multiple linear regression did show a
strong positive correlation between the number of fmc/ml and the length of the disease
(p= 0,027). The number of male cells also increase with duration of microchimerism in
LES pts (< 10 years = 33 £ 65 mfc/ml; 11 - 15y = 140 + 382; >15y = 395 + 860 fmc/ml;
p= 0,003) while slightly decreasing among healthy women during the same time periods
(2,55 £4,34; 2,66 £3,79; 1,64 + 3,81fmc/ml; p= NS). FMC was not associated with this
number of male births and was also not associated with the mother’s age at the birth of
the first son. Higher numbers of fmc/ml were detected among pts without nephropathy

when compared to those of pts with lupus nephritis (388 + 827 vs 95,5 + 338 fmc/ml;
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p=0,019). This same observation was made in pts < 18 years old at first male birth (355
+ 623 vs 0,23 + 0,22 fmc/ml respectively; p= 0,028). Conclusions. Our data
demonstrates that the number of fmc/ml is higher in LES pts than in healthy women and
it does increase with length of disease and duration of microchimerism. These results
strongly suggest that in LES pts fetal microchimeric cells do proliferate with time but
decrease or tend to disappear in healthy women. It is possible that FMC may not be
totally detrimental to the host because it may provide some benefits in lupus nephritis

cases.

Key-Words: 1. Microchimerism; 2. Systemic lupus erythematosus; 3. autoimmune

disease; 4. lupus nephropathy; 5. Fetal microchimerism.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes Gerais.

Lupus Eritematoso Sist€émico (LES) é uma doenca extremamente complexa cuja
descricao inicial atribuida a Hipdcrates foi feita entre 460-370AC e denominada “herpes
esthiomenos”. Essa doenca considerada “classicamente” como de etiologia auto-imune,
possui nome latino enigmdtico — Lupus, cujo significado é lobo, e eritematoso como
referéncia a cor vermelha das ulceracdes encontradas na face dos pacientes. Segundo a
tradicdo, consta que essas ulceracdes assemelhavam-se a mordidas de lobos ou que o
eritema facial desenvolvido conferia aos pacientes aparéncia desses animais ),

Durante séculos o LES foi empregado para descrever principalmente lesdes
cutdneas como aquelas feitas por Paracelso (1493-1541) e Moritz Kaposi (1872-1902).
Entretanto, o acometimento sist€émico da doenca foi reconhecido somente em 1851
quando Pierre Cazenave descreveu 3 diferentes formas do entdo batizado “Lupus
Arythemateux™: 1- Lupus que destréi a superficie dos tecidos; 2- Lupus que destréi em
profundidade; 3- Lupus sem ulceracdes mas acompanhado de hipertrofia das partes
acometidas

Kaposi foi o primeiro a alertar para a gravidade da doenga lipica e entre 1895 e
1903 Willian Osler publicou trés trabalhos que expandiram o conceito do acometimento
sistémico e das graves complicacdes do LES -

Desde entdo o conhecimento clinico patolégico da doenca evoluiu lentamente,
principalmente em virtude da grande diversidade de formas clinicas pelas quais pode
manifestar-se, afetando qualquer 6rgio do corpo dificultando com isso a realizacdo de
ensaios clinicos. Ainda, em conseqiiéncia desse fato, a industria farmac€utica parece

relutar para realizar investimentos na pesquisa de novas drogas para o tratamento do
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LES, pois a doenga poderia simular efeitos adversos da nova droga e comprometer seu
desenvolvimento comercial .

Entretanto, a partir do inicio do século 21, o avango das técnicas de biologia
molecular e do conhecimento dos mecanismos regulatérios do sistema imunoldgico,
trouxeram esperanca para possibilidade de identificacdo de novas pistas que pudessem
ajudar a desvendar a complexa fisiopatogenia do LES. Vdrias organizacdes ndo-
governamentais além do préprio Instituto Nacional de Doencas de Pele, Musculo
Esqueléticas e Artrite (NIAMS) dos EUA, demonstrando interesse sobre a doencga,
destinaram em 2002 cerca de 110 milhdes de délares para pesquisas referentes ao LES
(2)'

A prevaléncia da doenga nao é bem conhecida, mas estima-se que seja de 40 para
100.000 habitantes norte-americanos ou habitantes do norte da Europa. Existe ainda
variagdo da prevaléncia conforme diferentes grupos étnicos e regides geograficas: 1/250
negros americanos, 1/100 chineses e 1/4300 mulheres neozelandesas. Cerca de 80% dos
casos de LES ocorrem durante o periodo de vida fértil de mulheres jovens e a doenga
apresenta maior gravidade na raca negra. A prevaléncia em criangas e adultos idosos é
de 1/100.000, com proporc¢do de 3 mulheres para cada homem @,

O LES € uma doenca auto-imune que se caracteriza pelo acometimento de
multiplos 6rgdos, da pele as mucosas, produzindo lesdes graves no sistema nervoso
central e rins. Critérios para distinguir a doencga lipica de outras doencas do tecido
conectivo foram estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia de modo a
tornar possivel diagnosticar a doengca de forma confidvel e ndo somente baseada em

dados clinicos .
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A presenca de titulos elevados de anticorpos dirigidos contra componentes
nucleares (fator anti-niicleo), quantidade elevada de complexos imunoldgicos
circulantes e consumo de complemento sdo as principais caracteristicas da doenca 24
Fatores genéticos e ambientais também tém sido implicados na génese do LES e foram
revisados recentemente . Deficiéncia no processo de depuracdo de células mortas,
alteracdo na producgdo de Interleucina-2 (IL-2) e mimetizacdo molecular induzida por
infecgdes sdo outras hipoteses formuladas que tém adquirido crescente importancia na
fisiopatogenia do LES ®9.10)

Entretanto a doenca ainda permanece como sendo de etiologia multifatorial e

portanto, esses fatores nao estdo bem determinados.

1.2. Microquimerismo (MC): Conceito e Fisiopatologia.
O termo “microquimerismo” foi utilizado inicialmente por Liegeois e cols em

publicacdo que descrevia a sobrevida prolongada de pequena quantidade de células da

medula 6ssea do doador, em relacio as do receptor, em camundongos de laboratério V.

Ap6s quatro anos, os mesmos autores demonstraram a presenca de células fetais

alogénicas em tecidos materno, durante e longo tempo apds a gestacao (12)

Desde entio, MC tem sido descrito como sendo resultado de transfusdes

a s)

sanguineas 3, transplante de O6rgaos D, gemelaridade e, sobretudo devido ao
transito de células que ocorre entre mie e feto durante a gestacdo. A gravidez ndo
necessariamente precisa ser completada, pois MC foi documentado em 60% de
mulheres com abortos espontaneos recorrentes e,

A descoberta desse “trafego” celular bidirecional, entre mie e feto, suscitou

questdes relativas ao papel desempenhado por essas células “quiméricas” e a sua
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persisténcia no hospedeiro, tanto em situacdes de doencas como em individuos
saudaveis.

Atualmente, sabe-se que durante a gestacio humana células fetais entram na
circulacdo materna e podem persistir no sangue ou nos tecidos da mae durante décadas
U719 Egsas células sdo em pequena quantidade, com freqiiéncia estimada entre 2-6
células/mL de sangue materno 19 Além disso, o nimero dessas células pode aumentar
no término da gravidez ou em situa¢cdes de anormalidades da méae ou do feto 2021)

Seqiiéncias de DNA do cromossomo Y podem ser detectadas no sangue materno a
partir da 6* semana de gestacdo de fetos masculinos e andlise quantitativa desse transito
celular demonstrou que a transferéncia de células e de DNA, embora pequena, ocorre
significativamente em maior quantidade no sentido do feto para a mae. A presenga e a
persisténcia dessa reduzida populacdo de células, ou de pequenas quantidades de DNA
fetal no corpo materno é chamada de “microquimerismo feto maternal ou fetal” (22.23)

Virios tipos de células fetais t€ém sido identificadas no sangue materno:
trofoblastos, células tronco mesenquimais, linfécitos T e B e células hematopoiéticas
progenitoras tipo CD34+ ¢ CD34+ CD38+ “*. Bianchi e cols demonstraram em 1996
que células fetais, com caracteristicas de células tronco hematopoiéticas (CD34+ e
CD34+ CD 38-) obtidas do sangue materno, podiam persistir na circulagdo de maes
saudaveis, sem terem recebido transfusdes sanguineas, durante periodos de até 27 anos

apds o parto us),

Ciaranfi e cols, estudando 62 mulheres apds o parto de neonatos do
sexo masculino, demonstraram que mais de 50% delas apresentavam linfdcitos

masculinos circulantes dois anos apds o parto, e em alguns casos o cromossomo Y foi

. . 2 . . . 2
ainda detectado cinco anos apds nascimento de criancas do sexo masculino @A
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persisténcia de células fetais com caracteristicas CD34+ foi também confirmada por
Guetta e cols em 10 mulheres que haviam parido um ou mais meninos ha 4-21 anos @8),

A presenca de DNA fetal masculino no sangue de mées de criangas masculinas foi
também investigada por Adams e cols que relataram a presenca de DNA masculino em
34% da populagdo estudada, sendo que nas fragdes de sangue enriquecidas com células
CD34+ a positividade para presenca do DNA aumentou para 48% @n,

Esses relatos reforcaram a idéia que a gestacdo pode transformar a mulher em uma
quimera, a figura mitoldgica de um animal dotado de um corpo com duas cabecas, de
ledo e de cabra e cuja cauda era uma serpente. Essa figura, considerada como do sexo
feminino embora possuindo a juba da cabeca leonina, significa a co-existéncia de trés
espécies diferentes de animais em um s6 corpo e tem varias conotagdes, uma delas
muito conhecida em transplante de érgaos, a da “tolerdncia imunolégica”. Portanto, o
termo microquimerismo € proveniente dessa conotacdo mitolégica que simboliza um
individuo que hospeda pequenas quantidades de células, geneticamente distintas e com

origens diferentes em sua circulagio !V

1.3. Doencas Auto-imunes (Al) e Microquimerismo Fetal (MCF)

As doencas auto-imunes constituem um grupo heterogéneo de alteracdes
patolégicas onde a principal caracteristica dessas doencas € a predilecdo para
acometimento de pacientes do sexo feminino e cuja maior incidéncia ocorre nos anos
imediatos apds a gestacdo @ Além disso, algumas doengas auto-imunes como a
Esclerose Sistémica (ES) apresentam similaridade com o quadro clinico que ocorre apds
transplante de medula dssea, denominado Doenca Cronica do Enxerto contra o

Hospedeiro (cGVHD) @)



Introducao -7

Essas observacdes, associadas ao conhecimento do trafego celular bidirecional de
células que persistem no hospedeiro até décadas apds a gestacdo, sugeriram o possivel
envolvimento do MCF na patogénese das doencas Al ol

Em 1989 foi proposto pela primeira vez que o MCF poderia estar envolvido na
génese da ES sendo postulado que ‘“‘esclerodermia era um tipo de GVHD crénica
resultante da transferéncia transplacentdria de células entre mie e feto”, e ainda que
“essa condicao poderia levar a um estado de microquimerismo e ativacio dessas células
causando a doenca do tipo GVHD cronica” (031)

Em 1996 Nelson e cols realizaram o primeiro estudo prospectivo para avaliar a
presenga de MCF em pacientes com doenga Al. Nesse estudo os autores detectaram
niveis de DNA masculino significativamente mais elevados no sangue de mulheres com
Esclerose Sistémica (ES), quando comparados aos niveis de DNA obtidos de mulheres
saudaveis que também haviam parido pelo menos uma crianca do sexo masculino 62,

Posteriormente outros estudos corroboraram a correlacdo positiva entre MCF em
pacientes com ES @339 Desde entdo, a presenca de MCF tem sido associada ao
desenvolvimento de varias doencas auto-imunes, além da ES: Doenca de Graves,
Tiroidite de Hashimoto, Sindrome de Sjogren e Cirrose Biliar Primaria 3538),

O papel relevante das células quiméricas e do trafego bidirecional no processo de
auto-agressdo foi reforcado por evidéncias de outros estudos que demonstraram a
presenca de outros tipos de quimerismo, o “microquimerismo materno”, nos tecidos de
adultos jovens acometidos por miopatia inflamatéria juvenil idiopatica, ES, e
[ ES394041)

Embora o LES seja uma classica doenca auto-imune, estudos relacionando o MCF

ao LES humano sio raros e restritos a poucos relatos de casos isolados (42.43)



Introdugado - 8

Meta-andlise recente de microquimerismo identificou 42 trabalhos publicados,
sendo 23 referentes a transplantes de 6rgios sélidos e 19 a doengas auto-imunes “ 0
estudo avaliou a literatura médica no periodo de janeiro 1966 e dezembro de 2003,
utilizando os unitérmos: microquimerismo no sangue periférico, quimerismo (micro ou
misto), gestacdo, tecido, doenca auto-imune, transplante e quimera. Apenas dois
trabalhos sobre LES sdo citados pela meta-andlise, um deles referente a dados
preliminares publicados pelo nosso grupo “346)

Recentemente, Mosca e cols, avaliando 22 pacientes com LES e 24 mulheres
saudaveis, ndo encontraram diferenca significativa do nimero de células masculinas
microquiméricas entre os dois grupos. Entretanto, pacientes lipicas com doenca renal

ativa apresentaram nimeros significativamente maiores de células microquiméricas “n,

1.4. Objetivos

Considerando que: a) as doencas auto-imunes afetam cerca de 5% da populagdo
dos paises ocidentais; b) ¢ um grupo de doencas graves com patogénese multifatorial e
pouco conhecida; ¢) o microquimerismo fetal decorrente da gravidez € um fendmeno
atualmente comprovado e cuja deteccdo foi tornada possivel em virtude do avanco das
técnicas de biologia molecular; d) evidéncias na literatura médica sugerem associagdo
do MCF com doengas auto-imunes; €) o nimero de publicagdes envolvendo LES e
MCF € muito pequeno e com resultados controversos; o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a presenga do MCF em pacientes acometidas pelo LES, investigar os

efeitos de varidveis epidemioldgicas do LES sobre as células microquiméricas e tentar
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estabelecer associacdes entre varidveis proprias da gestacdo, gravidade da doenga ldpica

(nefropatia) e 0 MCF.



2. CASUISTICA E METODO |
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2. CASUISTICA E METODO

De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolucdo 196/96 do Ministério da Satide, o presente projeto foi encaminhado ao
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, Sdo
Paulo (CEP-FAMERP) e para a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) de
Brasilia (DF). As pacientes foram incluidas no estudo apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1), aprovado pelo CEP (protocolo sob n°
0418/2000, parecer n° 0007/2000) (Anexo 1) e CONEP (protocolo sob n°
25000.016530-00 e registro sob n° 1529) (Anexo 2).

Foram inicialmente avaliadas um total de 60 mulheres, sendo 33 pacientes
acometidas de LES (grupo LES) e 27 saudaveis (controle).

Trinta e trés pacientes foram recrutadas nos ambulatérios de Reumatologia e de
Nefrologia do Hospital de Base da Fundagao Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto, enquanto que para constitui¢do do grupo controle foram recrutadas 27 mulheres
voluntdrias sauddveis, no campus da Faculdade, no mesmo periodo de tempo, sem
histéria prévia de doenca reumatoldgica ou osteomuscular. Do grupo inicial com LES
foram excluidas cinco pacientes por histéria provdvel de aborto (n=2), ou de transfusdo
anterior (n=2) e um caso em consequéncia do material colhido ser classificado como
inadequado para anélise de DNA. Do grupo controle foram excluidas nove mulheres em
virtude de queixas clinicas de doencga reumatolégica/osteomuscular (n=4), material para
andlise de DNA inadequado (n=3), histéria de aborto (n=1) e transfusdo sanguinea

anterior (n=1).
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Todas aceitaram participar voluntariamente do estudo apds solicitagdo
esclarecimento médico e leitura do termo de consentimento.

A caracterizagdo demografica das mulheres estudadas no que se refere aos dados
como, idade cronoldgica na época do estudo, idade na época do diagndstico de LES,
idade ao nascimento do primeiro filho do sexo masculino e o tempo desde o nascimento

do primeiro filho esta apresentada nas tabelas 1 e 2.

2.1. Critérios de Inclusdao e Exclusio das mulheres dos Grupos de Estudo e
Controle.

Os critérios comuns usados para a inclusdo em ambos os grupos foram: a) ter
parido pelo menos uma crianga do sexo masculino; b) possuir histéria confirmada de
auséncia de abortos prévios (espontidneos ou provocados); ¢) ter histéria confirmada de
auséncia de transfusio sangiiinea anteriormente.

As pacientes com diagndstico de LES foram incluidas com base nos critérios
revisados do Colégio Americano de Reumatologia de 1997 . Nefropatia ldpica foi
caracterizada através de alteracdes do sedimento urindrio semi-quantitativo (proteintria
> 1+, hemdacias > 5000/mL e/ou creatinina sérica > 1,5mg/dL, e/ou depuragdo da
creatinina sérica < 80mL/min/ 1,73m2 , e/ou proteinuria 24h > 200mg, observados em
pelo menos duas avaliagdes ambulatoriais consecutivas.

Os dados das pacientes foram obtidos de seus prontudrios médicos e todas as
mulheres foram entrevistadas por profissionais treinados para dirigir o questiondrio
visando obter os dados epidemioldgicos necessdrios para cumprimento dos critérios de

exclusao/inclusao no estudo (Apéndice 2).
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Tabela 1. Caracterizacdo das 28 pacientes acometidas por LES quanto a idade
cronoldgica na época do estudo, idade na época do diagndstico de LES,
idade ao nascimento do primeiro filho do sexo masculino e tempo desde o

nascimento do 1° filho masculino.

PACIENTES IDADE IDADE (anos) NO IDADE (anos) AO TEMPO (anos)

(cédigo do Lab) (anos) DIAGNOSTICO NASCIMENTO DO DESDE O
n=28 DE LES 1° FILHO NASCIMENTO DO 1.°
MASCULINO  FILHO MASCULINO
1 52 46 36 15
2 45 38 27 18
4 50 47 36 14
6 43 39 18 25
7 32 25 24 8
10 40 30 25 15
11 42 34 21 21
12 44 35 19 25
13 39 32 18 20
14 37 21 18 19
15 63 62 21 42
16 33 24 17 15
17 53 52 27 26
18 45 38 29 17
19 35 27 20 15
20 43 42 20 23
21 31 28 17 13
22 33 24 22 11
23 42 39 27 15
24 32 26 20 12
26 36 36 28 8
27 31 29 28 3
28 38 30 27 11
29 38 31 18 19
30 66 53 36 30
31 59 36 24 34
32 23 22 18 4
33 38 38 17 21
Média 41,5 35,1 23,5 17,8

Desvio Padrao 10,0 10,0 5,9 8,6
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Tabela 2. Caracterizagao das 18 voluntdrias saudaveis quanto a idade cronolégica na
época do estudo, idade ao nascimento do primeiro filho do sexo masculino e

tempo desde o nascimento do 1° filho masculino.

VOLUNTARIAS IDADE (anos) IDADE (anos) AO TEMPO (anos)
SAUDAVEIS NASCIMENTO DO DESDE O
(cédigo do Lab) 1.° FILHO NASCIMENTO DO

n=18 1.° FILHO
1 44 32 12
4 36 33 2
5 40 27 12
8 36 32 4
9 39 24 14
10 41 24 17
12 36 19 16
13 44 32 11
14 40 32 7
16 45 24 21
17 36 24 12
21 46 25 20
22 58 33 25
23 41 24 16
25 40 25 15
26 51 24 27
27 51 22 29
28 59 24 34
Média 42,6 26,2 15,8

Desvio Padrao 6,3 4,2 8.4




Casuistica e Método - 15

2.2. Analise Molecular.
A andlise molecular no sangue periférico e das bidpsias renais das pacientes com

lupus e do grupo controle procedeu-se como se segue:

2.2.1. Extracdo de DNA a Partir de Sangue Total.

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue periférico segundo a técnica
de Abdel-Rahman et al.“*® A amostra de sangue periférico foi colhida em tubos ja
contendo anticoagulante (EDTA) e os linfécitos foram isolados com auxilio de Ficcol-
Paque Plus (Amershan Biosciences) (gradiente de densidade). Aos linfocitos isolados,
foram adicionados: 3 mL de Tampdo de Lise (TrisHCl 10 mM, NaCl 400 mM,
Na,EDTA 2 mM); 0,2 mL de SDS (Sodium dodecyl sulfate) 10 %; 0,5 uLL de proteinase
K (20 mg/mL); 40 pL. de RNAse A (20mg/mL). Em seguida, o tubo foi incubado
overnight a 37°C, para a digestdo protéica. Apds incubagdo, foi acrescentado 1 mL de
NaCl 6 M (em solucao saturada) e o tubo agitado no vortex até a solu¢ao espumar. O
material permaneceu em gelo por 15 minutos, foi novamente agitado e, entao,
centrifugado por 15 minutos a 2.000 rpm. Apds centrifugacao, o tubo recebeu 10 mL de
etanol 100% gelado e foi invertido cuidadosamente até a precipitacio do DNA. O DNA
precipitado foi lavado com etanol 70 % e mantido em temperatura ambiente para secar.
Posteriormente, foi ressuspendido em agua Mili-Q autoclavada e armazenado a -20°C

para posterior amplificagdo.

2.2.2  Quantificacio do DNA genémico.
A quantificagdo do DNA gendmico foi primeiramente realizada por

espectrofotometria, que consiste na determinacdo da concentracio do DNA pela
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absorbéincia do comprimento de onda de 260nm. Para tanto, o DNA foi previamente
diluido em dgua (4uL da amostra de DNA para 396uL de dgua ultrapura autoclavada) e
o espectrofotometro calibrado para 260nm. No espectrofotdmetro, o valor da
concentracdo € dado em ng/uL. O grau de pureza foi determinado através do célculo de
densidade 6ptica (OD) a 260 e 280nm, onde a amostra € considerada pura quando a
relagdo OD260/0D280 € igual a 1,8.

Posteriormente, a concentracio do DNA genomico foi confirmada em gel de
agarose com o auxilio do software Kodak 1D, versdo 3.5. Nesse caso, o DNA (1uL),
diluido em 8uL de dgua ultrapura autoclavada e 1L de corante, foi aplicado em gel de
agarose 1% e submetido a 100 Volts em tampao TEB 1X por 50 minutos. Apds esse
periodo o gel foi corado com brometo de etideo (concentragdo final 0,5 pg/mL) por 10
minutos e observado em luz ultravioleta. Para a determinacdo da concentracdo, o gel foi
analisado no software Kodak que consiste em comparar a intensidade da banda do DNA
gendmico com aquelas das de um marcador de peso molecular previamente
estabelecido.

Ap6s a leitura no espectro e a andlise do gel, a concentracdo das amostras de DNA

gendmico foi ajustada para 50ng/pL.

2.2.3 Reac¢io em cadeia da polimerase em tempo real
O DNA fetal foi quantificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real utilizando um aparelho de deteccao imediata (SDS-7700 Perkin-Elmer). O
método de PCR quantitativo em tempo real mede o acimulo de produtos de PCR por

meio de uma sonda fluorogénica duplamente marcada. Utilizando a mesma
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concentracdo de DNA gen6mico para cada amostra, € possivel medir a quantidade de
copias de um determinado gene em cada uma delas, com primers e sonda especificos“g),

A reacdo de PCR quantitativo baseia-se na atividade nucleolitica 5° da Taq
polimerase. Esta enzima cliva a sonda durante o processo de amplificacdo, levando a
um aumento da fluorescéncia do corante presente na posicdo 5° (Reporfer) que estava
inicialmente suprimida por transferéncia de energia pelo corante da posicdo 3’
(quencher). Apds a clivagem, que s6 ocorre quando a sonda é hibridizada com a
seqiiéncia alvo, a polimerizagcao da cadeia € concluida (Figura 1). Esse processo ocorre
a cada ciclo e ndo interfere com o acimulo exponencial do produto 0,

Para quantificar o DNA fetal masculino presente em cada amostra de DNA
gendmico materno utilizou-se sondas para o gene SRY, localizado no cromossomo Y.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Os resultados obtidos foram
convertidos em nimero de cépias génicas por meio de uma curva padrdo produzida com
dilui¢des seriadas de DNA gendmico de um homem saudével, utilizando-se um fator de
conversao de 6.6 pg de DNA por célula G (Figura 2). O fator de conversao de 6.6 pg de
DNA por célula foi usado para expressar os resultados como equivalente gendmico de
células masculinas por mililitro de plasma materno ou por milhdo (10% de células
maternas °". No presente trabalho serdo utilizados como sindnimos de equivalente
gendmico de células masculinas os termos: nimero de cépias de DNA masculino,
nimero de células fetais masculinas, nimero de células microquiméricas.

A quantificacdo € baseada nos valores de Ct (threshold Cycle = nimero do ciclo

onde a amostra iniciou sua amplificacdo), que € inversamente proporcional ao

logaritmico do nimero de cépias e, determinada com base na equacdo da reta obtida na
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curva padrao (Figuras 2 e 3), que é gerada em escala logaritmica. O nimero de cOpias €
entdo convertido em nimero real (ou seja, sem escala logaritmica).

A reacdo de PCR para o gene SRY foi realizada em um volume de 25uL
contendo 1pL de DNA materno (50ng), 1x universal mastermix (PE Biosystems
Warrington, Cheshire, UK), 1pmol/uL de cada primer e 0.5 pmol/uL de sonda. Em cada
placa de amplificagdo foram realizadas trés reacdes controles para excluir a
possibilidade de contaminacdo das solugdes com DNA, na qual foram adicionados
todos os reagentes exceto o DNA molde. Foi também realizada a amplificacio de DNA
de seis mulheres sauddveis sem histéria gestacional ou com histéria gestacional
feminina para controle negativo de amplificacao.

Para o gene da B-actina, a rea¢do de PCR foi também realizada em um volume de
25uL. contendo 1uL. de DNA materno (50ng), 1x universal mastermix (PE Biosystems
Warrington, Cheshire, UK), 0.3uM de cada primer e 0.2 uM de sonda.

Ambos os genes (SRY e [-actina) foram submetidos a um programa de
amplificacdo que compreendeu uma primeira etapa de 2 minutos a 50°C para a atividade
da AmpErase, seguida de uma etapa de 10 minutos a 95°C e de 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C para desnaturagcdo do DNA e 60 segundos para anelamento dos primers e
extensdo das cadeias em temperatura de 60°C.

A seqiiéncia dos primers e a sondas foram desenhados com o auxilio do software

Primer Express (Perkin Elmer) e seguem abaixo:
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Seqiiéncias dos primers (SRY) Fragmento amplificado

SRY-sense 5' CGCATTCATCGTGTGGTCTC 3' 73 pares de base (pb)
SRY-anti 5'CTCTGAGTTTCGCATTCTGGG 3'

Seqiiéncia da sonda (SRY)

VIC -5 CGATCAGAGGCGCAAGATGGCTCTAG 3’- TAMRA

Seqiiéncias dos primers (f-actina) Fragmento amplificado

SRY-sense 5' TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA 3' 295 pb
SRY-anti 5' CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG 3'

Seqiiéncia da sonda (B-actina)

FAM -5" ATGCCC- X (TAMRA) - CCCCCATGCCATCCTTGCGT 3'
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Figura 1. Representag@o da polimerizagdo das fitas do DNA e da atividade nucleolitica
da enzima Taq polimerase durante uma etapa de extensdo da reagdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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Figura 2. Grafico de amplificacdo e curva padrio para o gene SRY. (A) Cada curva de
amplificacdo corresponde aos PCRs realizados com diferentes quantidades de
DNA gendmico conhecidas. O eixo X representa o nimero de ciclos de uma
reacdo de PCR quantitativo e o Y representa o ARn, que € a intensidade de
fluorescéncia sobre o background. (B) Curva do Ct (threshold Cycle = nimero
do ciclo inicial de amplificagdo) inversamente proporcional ao logaritmo do

nimero de cépias. O coeficiente de correlacio (R?) € 0,9969.
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2.3. Analise Estatistica.

Foram empregados cdlculos de estatistica descritiva bem como Teste exato de
Fisher, Teste ¢ de student e teste de Mann-Whitney para comparagio de freqii€ncias, de
médias e de postos, respectivamente. Para comparagdes entre médias de mais de dois
grupos foram utilizados o teste de andlise de varidncia ANOVA e Kruskal-Wallis.

Andlise de regressdo linear multipla foi usada para avaliar possivel dependéncia
do niimero de cépias do DNA masculino com as varidveis continuas.

O teste de Correlagcdo de Spearman foi utilizado para identificar tendéncias entre
as diferentes varidveis e o niimero de copias de DNA masculino.

Com objetivo de tentar definir um valor de corte (cut off) que permitisse a
obtencdo de um balango apropriado entre possiveis valores do niimero de cOpias do
cromossomo Y falsos positivos e falsos negativos foi empregada a andlise feita pelas
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) com auxilio do programa StatsDirect
® versdo 2.35%. A Capacidade diagnéstica ou acuracia de um teste bioldgico pode ser
avaliada pela andlise da curva ROC. Esse tipo de curva tem como objetivo obter a
sensibilidade e especificidade de cada valor de corte individual na amostra (com e sem
diagnoéstico de LES). A curva € obtida pela distribuicdo em grifico dos valores
verdadeiramente positivos (sensibilidade) contra os falso-positivos (1 - especificidade)
dos individuos analisados.

Valores de “p” menores que 0,05 (bicaudal) foram considerados significativos
estatisticamente. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Graph Pad

Instat, da indtstria Graph Pad Software (San Diego, Ca, EUA).
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3. RESULTADOS

Comparacdes entre os grupos LES e controle ndo mostraram diferencas
significantes entre faixas etdrias, idade das mulheres quando do nascimento do primeiro
filho e do tempo decorrido desde a primeira gestagdo do sexo masculino (tempo de
microquimerismo). As pacientes com LES tinham em média 35 + 10 anos na época do
diagnéstico e tempo médio de doenca ldpica de 6 + 5 anos. Treze das 28 pacientes
apresentavam critério para diagndstico de nefrite lipica. Nao houve diferenca também

entre o nimero de gestacdes do sexo masculino entre os dois grupos (Tabela 3).

3.1. Avaliacdo do Equivalente Genémico masculino em LES

Andlise do ntimero de coOpias de seqiiéncias de DNA do cromossomo Y foi
significantemente maior no grupo das pacientes com LES (252 £ 654 vs 2,13 £3,7;p =
0,029) demonstrando um possivel papel do microquimerismo nessa doenga auto-imune.
A mediana e a variacdo da amostra dos grupos LES e controle foram respectivamente

0,8 (0,052-2912) e 0,09 (0052-11,7) (Tabela 4).
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Tabela 3. Dados demograficos das mulheres com LES e saudaveis (controle).

Dados demograficos LES Controle
(n=28) (n=18)
Idade (anos) 41 + 10 435+7
Tempo de doenga (anos) 65 -
Idade ao nascimento do 1° filho (anos) 23,5+6 274

Idade quando diagnéstico de LES  35+10 -

(anos)

N° gestacdes sexo masculino 1 17 13
>1 11 5

Tempo desde nascimento 1° filho 18+7 16 £8,5

(anos)

3.2. Equivalente genémico e tempo de doenca

Estratificacdo do tempo da doenga em periodos (<5 anos, entre 6 € 10 anos ¢ >10
anos) nao demonstrou haver diferenca significativa entre os valores médios do nimero
de cdpias masculinas, respectivamente 113,5 + 350 vs 115 + 354 vs 1,401 £ 1459 ( p=
NS; Tabela 4). Entretanto, observa-se que no grupo com mais de 10 anos de doenca
mais células microquiméricas foram detectadas, embora sem significancia estatistica.
Utilizando andlise de Regressdo Linear Univariada foi possivel observar significativa
correlagdo positiva (p= 0,003) entre o tempo de doenga ldpica e o nimero de células
microquiméricas masculinas, sugerindo a possibilidade de proliferacdo dessas células

com decorrer do tempo (Figura 3).
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Figura 3. Correlacdo entre nimero de cépias de DNA masculino e tempo de doenca

ldpica.

3.3. Equivalente gendmico, idade materna ao nascimento do primeiro filho e
nimero de gestacdes do sexo masculino.

Embora nenhuma mulher do grupo controle apresentasse gestacdes do sexo
masculino até 18 anos de idade a andlise estatistica intragrupos nao demonstrou
diferencas entre o nimero de células microquiméricas quando essa gestacdo ocorreu
apés 18 anos de idade, tanto entre as pacientes lipicas como entre as mulheres
sauddveis. Comparagdo entre os grupos mostrou maior nimero de cépias masculinas
nas pacientes com LES, atingindo significado estatistico quando a gestagdo ocorreu na
faixa etdria entre 19 e 25 anos idade (p = 0,012; Tabela 4).

O nimero de gestacdes do sexo masculino ndo foi associado com diferenca do
nimero de células masculinas entre as pacientes primiparas ou multiparas (Tabela 4).

Entre as mulheres sauddveis houve uma significante reducdo no niimero de células
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masculinas das mulheres com mais do que uma gestacdo do sexo masculino, quando
comparadas aquelas com apenas um filho (0,073 £ 0,045 vs 2,93 +4,09; p = 0,027).

A multiparidade pareceu afetar diferentemente a quantidade de células
microquiméricas nos dois grupos, aumentando (embora nio significativamente) no
grupo LES e diminuindo no grupo controle. Entretanto, a compara¢do do nimero de
células masculinas entre os grupos mostrou diferenca significativa entre as pacientes
multiparas e com LES, quando comparadas as sem doenca (Tabela 4) (382 + 924 vs

0,073 £ 0,045; p =0,019).



Resultados - 28

Tabela 4. Equivalente gendmico (EqG) Masculino em mulheres com LES e saudéveis.

Os dados sdo expressos como Média + Desvio-padrao.

EqG masculino/mL LES (n=28) Controle (n=18)
252 + 654 2,13+3,7
EqG e tempo de doenc¢a® LES n=28" Controle
<S5anos 113,5 £ 350 -
(n=12)
6-10anos 115 +£354 -
(n=13)
>10anos 1401 + 1459 -
(n=3)
EqG e idade materna ao LES (n=28)" Controle (n=18)*
nascimento 1° filho (anos)”
<l18anos 178 £451 -
(n=8)
19-25anos 294 +£ 920 0,36 £0,53
(n=10) (n=11)
>25anos 270 £522 49+48
(n=10) (n=7)
EqG e n°. de gestacoes masculinas LES (n=28) Controle (n=18)
1 168 £ 412 2,93 +4,09'
(n=17) (n=13)
>1 382 +924¢ 0,073 £ 0,045°
(n=11) (n=5)
EqG e tempo de microquimerismo® LES (n=28)" Controle (n=18)’
<l0anos 33+ 65 2,55+4,34
(n=4) (n=3)
11-15anos 140 £ 382 2,66 £+ 3,79
(n=10) (n=6)
>15anos 395 + 860 1,64 £ 3,81

(n=14)

(n=9)

“P=0,029; a:(p= 0,003); b: (p=0,012); b vs ¢: (p=NS); d vs e: (p=0,019); e vs f: (p=0,027); g vs h: (p=0,003); g vs i:

(p=NS).
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3.4. Equivalente gendmico masculino e tempo de microquimerismo.

A Tabela 4 mostra que o aumento do tempo de microquimerismo correlacionou-se
positivamente com o aumento do ndmero de cépias de DNA masculino (p=0,0032),
pois as pacientes ldpicas que pariram o primeiro filho hda mais de 15 anos possuiam
cerca de 10 vezes mais células microquiméricas que aquelas cujo parto tenha ocorrido a
10 anos ou menos (395+860 vs 33+65), e quase o triplo de células masculinas quando o
nascimetno do primeiro filho ocorreu entre 11 e 15 anos (395 £ 869 vs 140 + 382);
(Figura 4A).

Andlise de regressdo linear multipla detectou que o periodo influenciando
significativamente essa correlacio foi aquele cujo nascimento do primeiro filho ocorreu
entre 11-15 anos (p= 0,002). Esses resultados sugerem uma possivel capacidade de
proliferagdo dessas células microquiméricas.

Andlise do grupo controle mostrou pequeno nimero de células masculinas, e
curiosamente a correlacdo entre nimero de copias de DNA e tempo de

microquimerismo foi inversa aquela observada no grupo LES (Figura 4B).
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Figura 4. Correlacdo entre nimero de cdépias de DNA masculino e tempo de

microquimerismo pacientes lipicas (A) e mulheres saudaveis (B).
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3.5. Equivalente gendmico, nefropatia lipica e multiparidade.

Em nossa casuistica 13 pacientes apresentaram critérios para diagnéstico de
nefrite lupica. Assumindo que o acometimento renal denota maior gravidade da doenga,
tentamos estabelecer correlagdo com o nimero de cdpias masculinas. A Tabela 5 mostra
que os pacientes sem nefrite Iipica mostraram nimero de cépias de DNA masculino
significativamente maior que as pacientes com nefrite (388 + 827 vs 95,5 + 338;
p=0,019).

Andlise estatistica ndo detectou associacdo entre multiparidade e o
desenvolvimento de nefropatia ldpica (OR=1,067; IC 95%: 0,23 — 4,88) (Tabela 5). E
interessante ressaltar que embora sem significado estatistico, observou-se maior nimero

de cépias no grupo de pacientes multiparas e sem nefropatia.

3.6. Equivalente gendmico masculino, nefropatia lipica e idade ao

nascimento do primeiro filho.

Pacientes com gestacao e parto ocorridos até 18 anos de idade e que apresentaram
nefrite tiveram um ndmero de células microquiméricas significativamente menor que
aquelas sem nefropatia (0,23 + 0,22 vs 355 + 623; p=0,028). A andlise estatistica nao
detectou associacdo entre a presenc¢a de nefropatia lipica e a idade das pacientes quando

do nascimento do primeiro filho (OR=0,81; IC 95%: 0,15 —4,22), (Tabela 6).

3.7. Influéncia das diferentes varidveis no nimero de coépias de DNA
masculino.
Andlise de regressdo linear multipla mostrou significativa correlacdo entre o

nimero de células masculinas com as varidveis, tempo de microquimerismo, idade da
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paciente quando do nascimento do primeiro filho, multiparidade e tempo de doenga
(R’= 0,36; F=3,31; p=0,027). A varidvel tempo de doenca foi aquela que apresentou
significativa contribuicio para essa correlacdo (p=0,011). As demais varidveis,

isoladamente ndo foram preditivas do microquimerismo.

3.8. Sensibilidade e Especificidade da analise do nimero de copias de DNA
masculino.

Andlise dos valores do nimero de cdépias de DNA masculino feita pela curva
ROC determinou o valor de corte ideal de 17,5 células microquiméricas. Utilizando esse
valor para discriminar mulheres com LES e microquimerismo daquelas sem LES a area
sob curva obtida foi de AUC= 0,692 (0,52 — 0,86; 1C95%) (Figura 5).

Estabelecendo que mulheres apresentando nimero de copias masculinas > 17, que
pariram com até 18 anos de idade e com tempo de microquimerismo acima de 10 anos
foi possivel detectar um nimero significativamente maior de mulheres com LES quando
comparadas com mulheres sem essas caracteristicas (Teste Fisher p= 0,032).

Nessas condicdes os valores preditivo positivo e negativo foram 100% e 25%
respectivamente com especificidade e sensibilidade do teste de 100% e 46%

respectivamente.
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Tabela 5. Equivalente Gendmico masculino em pacientes com nefropatia ldpica e

nimero de filhos. Os dados sao expressos como Média + Desvio Padro.

Com nefrite Sem nefrite
(n=13) (n=15)
EqG masculino/mL 95,5 + 338" 388 + 827
1 filho 155 + 430 179 + 420
(n=8) (n=9)
>1 filho 0,126 + 0,105 700 + 1,199
(n=5) (n=6)

(OR=1,067; IC 95%: 0,23 — 4,88), *P= 0,019

Tabela 6. Equivalente Gendmico masculino, nefropatia lupica e idade ao nascimento 1°

filho.

Com nefrite Sem nefrite
(n=13) (n=15)
EqG masculino/mL EqG masculino/mL
<18 anos 0,23 +£0,22* 355 £ 623*
- (n=4) (n=4)
18 anos 138 £ 406 400 £917
) (n=9) (n=11)

(OR=0,81; IC 95%: 0,15 —4,22), *P= 0,028
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Figura 5. Curva ROC para determinag@o do valor de corte ideal do nimero de células

masculinas microquiméricas.
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4. DISCUSSAO

Embora raras, as doencas Al conjuntamente afetam cerca de 5% da populacdo dos
paises ocidentais ©2 Esse grupo de doencas tem fisiopatologia pouco conhecida e tem
como caracteristica a ativacdo dos linfécitos T e B, isolada ou simultaneamente, na
auséncia de infeccdo ou outra causa inflamatéria identificavel ©3),

Clinicamente as doencas Al podem se manifestar com acometimento sist€émico
(como no LES) ou de um 6rgéo especifico (como no Diabete Melito tipo 1). Entretanto,
essa classificacdo clinica ndo permite fazer distingdo entre os possiveis mecanismos
fisiolégicos envolvidos, por exemplo, quando ocorrem alteracdes no processo de
selecdo clonal, regulacdo ou morte dos linfécitos T e B, ou ainda quando uma reacio
imunolégica anormal ocorre em resposta a um antigeno especifico, préprio ou estranho
ao hospedeiro, causando doencga Al =

O LES pode acometer desde a pele até o sistema nervoso central e por isso é
considerado a mais heterogénea das doengas Al. Classicamente pode ser caracterizado
pela progressao através de quatro estagios: 1) a presenca de auto-anticorpos (AA)
dirigidos contra grande diversidade de auto-antigenos; 2) deposi¢dao de AA e complexos
imunes nos tecidos; 3) desenvolvimento de inflamacio; 4) evolucdo para leséo tecidual
e fibrose “Y.

Embora a taxa de sobrevivéncia das pacientes com LES tenha aumentado nos
ultimos 40 anos, muitos deles ainda passam por periodos de exacerbacdo da doenca e
enfrentam complicagdes infecciosas graves, aterosclerose prematura e disfuncio
cognitiva (336 Bgsa observacdo reforca a necessidade de se aprimorar o entendimento

da patogénese do LES.
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Assim como outras doengas Al o LES possui tracos genéticos complexos pois
genes do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e de outros locais diferentes
do MHC parecem contribuir para o aparecimento da doenca. Vdarios locus de
cromossomos ligados aos tragos genéticos do LES foram mapeados, mas como cada
locus abrange numerosos genes, cujas respectivas contribuicdes para o risco de
desenvolvimento da doenca sdo parciais, a identificacdo dos genes predisponentes ao
LES tem sido um processo dificil ©758),

Manipulagdes genéticas que causam doenca semelhante ao lupus em
camundongos identificaram diferentes vias que podem estar envolvidas na patogénese
da doenca: inibi¢do da apoptose linfocitéria, depuracdo anormal de células apoptoticas,
defeitos no processo de ativagdo dos linfocitos T e B e anormalidades na producio de
citocinas ©7.

Alteracbes na funglo dos linfécitos T auxiliares (Th), supressores (Ts),
regulatorios (Treg) e células “natural killer” (NK) tém sido relatadas no LES, tanto em
animais de experimentacio como em humanos “***. Estimulagio do complexo formado
pelo receptor dos linfécitos T (TCR) e sua estrutura associada CD3, em pacientes com
lupus, mostram influxo aberrante de célcio e reducdo na producdo de IL-2, com
conseqiiente diminuicao do limiar de ativacdo da célula T s

Estudos em animais de laboratério também t€m mostrado que a excessiva co-
estimulacdo entre linfécitos T e B e células apresentadoras de antigenos (APC), feita
através das estruturas de membrana CD40 e seu receptor CD40L, ou CD28-B7, pode
desencadear o aparecimento do LES. Esses estudos despertaram a possibilidade para o

tratamento da doenca com os novos agentes bloqueadores da co-estimulacao 62.63)
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Anormalidades na funcdo dos linfocitos B foram descritos no LES e revisados
recentemente por Shlomchik e Madaio Y. Nesse contexto, também foi relatado que o
uso do Rituximab, anticorpo monoclonal dirigido contra a estrutura CD20 dos linfécitos
B, reduz a atividade da doenca ldpica ©3),

O fato de pacientes com lupus desenvolverem auto-anticorpos (AA) dirigidos
contra diferentes tipos de auto-antigenos e de ser possivel a detec¢do desses AA antes
do inicio clinico da doenga, também pode sugerir uma correlagdo patogénica importante
©% Outra evidéncia significativa do papel dos AA em humanos € o desenvolvimento
transitério de LES em recém nascidos de maes acometidas pela Sindrome de Sj 6gren(67).

Paradoxalmente, observagdes com camundongos MRL-Ipr geneticamente
modificados e incapazes de secretar IgG, ainda desenvolveram nefrite lipica ©8),

Essas observacdes sugerem que, embora exista forte evidéncia de que os AA
tenham importante papel patogé€nico no LES, ndo s@o conhecidos os mecanismos pelos
quais os mesmos estejam envolvidos na diversidade das lesdes observadas na doenca.
Conseqiientemente, embora a autoimunidade mediada por AA possa contribuir para a
producdo das lesdes teciduais observadas no LES, quando analisada isoladamente,
parece nao ser a Unica responsavel pelo processo.

Duas publicagdes feitas em 1996 foram cruciais para a formulacdo da hipétese de
que o microquimerismo fetal (MCF) e maternal (MCM) poderiam representar uma nova
etiopatologia para as doencgas Al. A primeira, na qual Bianchi e cols demonstraram que
mulheres gravidas gradativamente tornavam-se quiméricas em conseqiiéncia do trafego

bidirecional de células entre mae e feto e a segunda, onde Nelson estabeleceu a conexao

. . 1 . .
entre MCF e autoimunidade “**”. No mesmo ano, outro importante estudo confirmou o
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transito celular materno-fetal e a transferéncia de até 500.000 células fetais para
mulheres que haviam interrompido a gestagao no 3° trimestre 0,

A esclerodermia (ES) foi a doenca inicialmente escolhida para testar a correlagdo
entre doenca Al e MCF em virtude de ter quadro clinico semelhante ao da doenca do
enxerto contra o hospedeiro (GVHD) observado em transplante de medula 6ssea, afetar
principalmente mulheres e possuir maior incidéncia apds a gestacao 62 Nesse estudo,
os autores avaliaram a presenga de MCF em mulheres com ES que haviam parido pelo
menos uma crianga do sexo masculino e observaram quantidade significativamente
maior de DNA masculino no sangue das mulheres acometidas pela doenga @2,

Realmente, relatos avaliando pacientes com ES sdo mais encontrados na literatura
e os resultados parecem comprovar a maior prevaléncia do MCF nessas pacientes
quando comparadas as mulheres sauddveis @

Outras doengas Al como doenca de Graves, Tiroidite de Hashimoto, Sindrome de
Sjogren e Cirrose Biliar Primdria t€m sido também correlacionadas com o transito
bidirecional de células entre mae e feto durante a gravidez e conseqiientemente, com o
MCEF (revisado por Sarkar e cols) *Y.

Entretanto, no caso especifico do LES, estudos elaborados para investigar a
correlacdo entre a existéncia de MCF e a doenca lipica sdo raros.

No presente trabalho, utilizando a técnica de PCR em tempo real (PCR-RT)
observamos ndmero significativamente maior de células microquiméricas masculinas

nas pacientes acometidas pelo lupus, quando comparadas ao grupo controle de mulheres

sauddveis com caracteristicas demograficas semelhantes.
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Contrariamente, Miyashita e cols, utilizando a técnica de “nested” PCR, ndo
conseguiram demonstrar seqiiéncias de DNA especificas do cromossomo Y em
nenhuma das 21 pacientes com diagndstico de lupus “2)

Em seguida, Johnson e cols relataram o caso de uma paciente falecida de
complicacdes associadas a doenca lipica na qual foi detectada a presenca de MCF.
Empregando a técnica de hibridagéo in situ fluorescente (FISH), os autores encontraram
células masculinas nos 6rgdos e tecidos acometidos pela doenca, e sugeriram que essas
células microquiméricas poderiam estar associadas ao processo patoldgico envolvido
naquele caso @3 Ainda, baseados no achado de agrupamento dessas células, os autores
especularam seu potencial de proliferacdo e recrutamento para as areas com lesao
tissular 4.

Essa hipotese parece ser comprovada, pela primeira vez, com os resultados deste
estudo que fortemente sugerem a existéncia de uma correlagdo positiva entre a
capacidade de proliferacdo das células quiméricas e o desenvolvimento do LES. A
andlise de regressao linear multipla demonstrou uma significativa correlacdo entre o
nimero de cépias de células microquiméricas e o aumento progressivo do tempo de
doenca. Também o tempo de microquimerismo refor¢a essa possibilidade, pois os
resultados mostram que o nimero de cépias de DNA masculino aumentou
significativamente, quadruplicando nas pacientes que haviam parido o 1° filho ha 10 a
15 anos e aumentando mais de 10 vezes quando o nascimento desse filho ocorreu ha
mais de 15 anos. Esse fato ndo foi observado no grupo de mulheres saudaveis onde ao

contrario, foi observada tendéncia para redugdo no nimero dessas células com decorrer

do tempo. Esse padrao de proliferacdo apresentado pelas células microquiméricas nao
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foi relatado em nenhum outro trabalho e merece ser melhor investigado em futuros
projetos.

Também utilizando a técnica de “nested” PCR, Mosca e cols quantificaram o
DNA gendmico masculino de 22 pacientes lupicas e ndo encontraram diferenca
significativa no nimero de células microquiméricas desse grupo quando comparado ao
grupo controle @7 Entretanto, apenas no grupo de pacientes com nefropatia lipica uma
quantidade significativamente maior de células masculinas fetais foi detectada “n,

Nossos resultados contrariam esses achados em dois aspectos: 1) em nossa
casuistica as mulheres com LES tinham mais células microquiméricas que as saudaveis;
2) as pacientes com nefropatia curiosamente apresentavam nudmero significativamente
menor de copias de DNA masculino do que as pacientes sem lesdo renal.

Nossos achados, embora paradoxais, nao sao excludentes entre si. O MCF parece
ser significativamente mais prevalente em pacientes com doencas Al do que em

) Além disso, existem

individuos saudéveis de acordo com recente meta-andlise
evidéncias que células microquiméricas podem estar envolvidas no processo
inflamatério crénico, como na Sindrome do Lupus Neonatal e em algumas doengas da
tirdide ", Estudo experimental de Christrer e cols demonstraram que camundongos
tratados com um agente quimico desencadeador de esclerodermia apresentaram
alteracdes nos niveis de microquimerismo, e desenvolveram esplenomegalia e lesdes
cutaneas .

Por outro lado € possivel que o MCF desempenhe algum papel na reparacio
tecidual ou que, sem participar ativamente da reacdo inflamatéria, seja apenas um

expectador do processo. Os achados experimentais de Wang e cols parecem sugerir que

em situacdes onde ocorrem processos inflamatérios cronicos o MCF se estabelece mais
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freqiientemente, e as células microquiméricas podem estar envolvidas na reparagdo
tecidual 7?.

E possivel que a gestacio “per si” tenha algum papel no desenvolvimento e
gravidade da doenga Al. Admitindo a presenca da nefropatia ldpica como forma mais
grave do LES, nossos resultados sugerem que o maior ndmero de células
microquiméricas observado no grupo de pacientes sem nefrite poderia sugerir papel
reparador ou “protetor” para essas células, em conseqiiéncia de sua plasticidade 9,

O nimero de gestagdes também poderia ser um fator determinante na gravidade
da doenca, segundo Launay e cols ’>. Esses autores observaram que a esclerodermia,
em sua forma limitada, acometia principalmente mulheres multiparas e aquelas com
menores intervalos de tempo entre o nascimento do primeiro filho e o inicio da
doenga%).

Analisando na tabela 4 o efeito gestacional sobre o MCF observado neste estudo,
ndo foi possivel correlacionar o nimero de células microquiméricas com o nimero de
gestacdes do sexo masculino. Porém, enquanto que no grupo de mulheres sauddveis
ocorreu significativa redug¢do das células microquiméricas, no grupo das pacientes
multiparas e com LES observou-se tendéncia para duplicar a quantidade dessas células.
Houve também diferenca significativa do ndmero de células masculinas, quando
comparado aos das mulheres multiparas com e sem LES.

Ainda analisando o efeito da gestacdo e o risco de desenvolver esclerodermia,
Pisa e cols observaram que esse risco era menor entre as mulheres mais jovens quando

. . . 7 A s ~
da primeira gravidez 7% Nossos resultados mostraram a auséncia de correlacdo entre

nimero de células microquiméricas e a idade das pacientes quando da primeira gestacao
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e que entre as mulheres saudaveis ocorreu um aumento significativo de células com
aumento da idade materna na época do primeiro filho.

Esses resultados sugerem que gestacoes do sexo masculino afetaram
diferentemente os dois grupos de mulheres e realmente podem modular o
desenvolvimento e/ou evolugdo da doenga.

Em virtude de diferentes varidveis poderem influenciar o desenvolvimento do
MCEF, nosso estudo tentou estabelecer correlacdes entre essas varidveis € o nimero de
copias de DNA masculino. Nao foi possivel demonstrar correlagdo entre essas varidveis
e o numero de gestacdes, desenvolvimento de nefropatia (gravidade do LES) e
microquimerismo. Curiosamente, pacientes que pariram o primeiro filho até 18 anos de
idade e desenvolveram nefropatia apresentaram numero de células microquiméricas
significativamente menores do que as pacientes sem nefropatia na mesma faixa etdria.
Embora a associagdo entre idade ao nascimento do primeiro filho, nefropatia e MCF ndo
tenha alcancado valores de significincia estatistica € possivel especular que o nao
desenvolvimento de MCF, caracterizado pelo reduzido ndmero de células
microquiméricas, durante a primeira gestacio do sexo masculino de mulheres jovens,
poderia estar associado a uma forma mais grave da doenga, com desenvolvimento de
nefrite lupica.

Recentemente, Khosrotrhrami e cols estudaram a relagéo entre MCF e LES, pela
andlise das lesdes cutineas de 7 mulheres afetadas pela doenga. A técnica de FISH
usada pelos autores ndo detectou células masculinas em nenhuma das amostras teciduais
obtidas das pacientes D Os autores especularam que a auséncia de MCF poderia ser
conseqiiéncia da forma clinica de apresentacdo do LES na causistica estudada (cutinea

em um caso ¢ moderada sistémica em seis casos) ),
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A capacidade de deteccdo do MCF parece depender da sensibilidade e
especificidade da técnica de biologia molecular usada no processo.

A extragdo do DNA nido € seletiva e, portanto a amostra de DNA colhida no
sangue periférico reflete a propor¢do entre o conteido gendomico da paciente e o das
células microquiméricas masculinas no sistema circulatério ), Conseqlientemente, as
condi¢des para uso da técnica do PCR necessitam ser otimizada para permitir a
amplificacdo da amostra em estudo contida em uma solu¢gdo com elevada concentracio
de DNA do hospedeiro.

Por essa razdo e diferentemente de todos os estudos até o momento referidos na
literatura, optamos pela técnica da PCR-RT, uma ferramenta extremamente poderosa

(80)

para andlise quantitativa dos &4cidos nucléicos Nessa técnica, as seqii€ncias

especificas de DNA a serem analisadas sdo amplificadas e detectadas simultaneamente,
com acurdcia e sensibilidade suficientes para detectar uma tnica molécula s

Quando comparada as técnicas cuja quantificacdo de DNA sao obtidas no final do
processo de amplificacdo, a PCR-RT proporciona maior reprodutibilidade e precisio,
além de mais simplicidade ),

E possivel que a auséncia ou mesmo a ndo deteccdo de pequenas quantidades de
copias de DNA masculino, envolvendo pacientes com LES, relatado nos estudos
citados, quando comparados ao nosso estudo, possa ser conseqiiéncia da diferente
sensibilidade entre os métodos de PCR utilizados.

Andlise pela curva ROC para discriminar pacientes com LES daquelas sem a

doenca forneceu uma AUC de 0,7 (0,52 a 0,86, IC 95%) com valor de corte ideal de 17

copias de DNA masculino.
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Estabelecendo um modelo que inclui além de 17 células microquiméricas,
pacientes com tempo de microquimerismo maior que 10 anos e que engravidaram apds
18 anos de idade, obtivemos 100% de especificidade e 46% de sensibilidade para esse
teste com valor preditivo positivo de 100%. Embora néo tenha sido objetivo primério
deste estudo propor a pesquisa de células microquiméricas como teste biolégico para
identificacdo do LES, esses resultados abrem perspectivas para futuros projetos nessa
area especifica.

Os mecanismos fisiopatolégicos pelos quais 0 MCF pode causar doenca Al sdo
complexos e controvertidos e sua discussdo comeca pelo estudo da relacdo materno-
fetal.

O feto pode ser visto como um 6rgdo transplantado geneticamente diferente da
mie e que de acordo com as leis do transplante, deveria provocar a resposta
imunolégica materna, visando sua “rejeicdo” logo a pds a implantacdo do blastocisto na
parede uterina 77.78)

Para explicar o paradoxo da tolerdncia materna ao feto Medawar apresentou trés
hipéteses: a) separacdo fisica entre mae e feto; b) imaturidade antigénica do feto; c)
“inércia” imunolégica da mae @D Esse paradoxo ainda permanece sem reposta
definitiva mas pode fornecer idéias para a compreensido do MCF.

Atualmente vérias evidéncias sugerem que as células fetais que penetram na
circulacdo podem afetar o sistema imunoldgico, “tolerizando” as células T maternas,

(82,83)

mantendo esse estado de tolerdncia apds o parto . Esse potencial das células

microquiméricas tem sido postulado como um dos fatores responsdveis pelo

prolongamento da sobrevivéncia de 6rgaos transplantados %



Discussdo - 46

A quebra dos mecanismos fisioldgicos que mantém a tolerincia para com os
antigenos proprios tem sido aventada para explicar a producdo deficiente de IL-2,
observada no LES ¢ E possivel que as células microquiméricas participem desse
processo alterando o equilibrio entre as citocinas inflamatdrias e inibitérias, a interacio
entre linfécitos Thl, Th2, Ts e Treg, interferindo com células APC, ou mesmo
assumindo o papel de célula apresentadora de antigeno, e dessa forma modificando o
sistema imunolégico do hospedeiro (24,28.60.85)

Outra possibilidade é que devido as suas caracteristicas fenotipicas de célula
primitiva, semelhante as das células tronco, as células microquiméricas podem ter
capacidade de transformacgao, remodelacao e reparacdo tecidual @),

Em resumo, conclusdes tiradas de estudos sobre MC ainda sao passiveis de varias
especulacdes em conseqii€éncia das iniimeras varidaveis associadas com o trafego celular
materno-fetal. Entretanto, alguns fatos parecem robustecer a conexdo entre 0 MCF e as
doencas Al: acometimento maior das mulheres, mais freqiiente em idade fértil, e a
gestacao servindo como agente modulador da doenga(20’28’31’35 9,

Ainda, duas recentes metandlises, que incluiram trabalhos contendo informacdes
detalhadas sobre a histéria gestacional das pacientes, associaram significativamente o
MCF com doenca Al e

Com relagdo ao caso especifico do LES, alguns relatos de caso, utilizando
diferentes métodos para deteccdo de MCF e raros trabalhos com casuisticas reduzidas e

falhas na aquisicio de informacdes sobre as varidveis envolvidas com a histéria

gestacional, produziram resultados controvertidos.
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Utilizando técnica de biologia molecular mais sensivel e especifica o presente
estudo investigou a presenca de seqii€éncias especificas do cromossomo Y no sangue de
mulheres acometidas pelo LES e saudaveis.

Nossos resultados estabelecem claramente a presenca de MCF nas pacientes
lupicas e sugerem que as células microquiméricas proliferam com o decorrer do tempo
de doenca e desde o nascimento do primeiro filho.

A observacdo de que mais células microquiméricas foram detectadas nas
pacientes que nao apresentavam nefropatia, e que esse fato foi também notado entre as
mulheres que haviam parido o primeiro filho até 18 anos de idade, sugerem um papel
“protetor” para o MCF em relag@o a ocorréncia da doenga renal lipica.

Os fatores que determinam a atuacao dessas células como pré-inflamagao ou anti-
inflamatérias permanecem desconhecidos e permitem diferentes tipos de hipdteses que
certamente poderdo ser utilizadas para elaboracdo de futuras linhas de investigacdo

envolvendo MCF e LES.



5. CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

Utilizando a técnica de PCR-RT, inédita para esse tipo de estudo em nosso
conhecimento, o presente trabalho demonstra claramente que a quantidade de células
microquiméricas masculinas € maior nas pacientes acometidas pelo LES.

A correlagdo positiva entre o nimero dessas células e o tempo de doenga, também
observada com o decorrer do tempo de microquimerismo, sugere fortemente pela
primeira vez, a capacidade proliferativa das células quiméricas masculinas fetais.
Curiosamente a correlacio com o tempo de microquimerismo foi negativa entre as
mulheres sauddveis denotando tendéncia diferente das células microquiméricas nessa
populacio.

Naio foi possivel detectar associacdo entre paridade e MCF no grupo de pacientes
com LES, mas a gestacdo afetou as mulheres sauddveis pois as multiparas desse grupo
apresentaram significantemente menor quantidade de células masculinas fetais do que
as primiparas. Comparacdo entre os grupos mostrou que as pacientes lupicas multiparas
apresentaram maior nimero de células microquiméricas do que as suas correspondentes
saudaveis.

Pacientes com nefropatia lipica apresentaram menos células microquiméricas do
que aquelas sem doenga renal e esse fato ndo foi associado com o nimero de gestacdes
do sexo masculino. E possivel que a faixa etéria seja um fator modulador do LES pois a
quantidade de células masculinas fetais foi maior nas pacientes sem nefropatia quando a

primeira gestagdo do sexo masculino ocorreu até 18 anos de idade.
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A deteccdo do MCF em mulheres pode abrir perspectivas para desenvolvimento
de testes bioldgicos, pois os resultados da curva ROC permitiram obter um valor

preditivo positivo de 100% para o teste utilizado.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Aprovacio do Comité de Etica.

FACULDADE DE MEDICINA DE SA0O JOSE DO RIO PRETO

B AUTARQUIA ESTADUAL = LEI N.o 8899, de 27/19/94
P ! |:u“
- A

| Kecowlooerds podo Decrcto Federsl na 74,075 de 1400674 §
i

Parecer o™ 000772000
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protecolo n® MIRT000 sob a responsabilidade de Eny Maria Goloni
Bertollo, mtinadado  “lnvestigacio de DMNA Fetal ne sangue perifénico ¢ em
tecido renal de pacientcs com Lipus Eritematoso Sistémico” estd de scordo
com 05 Principios Eticos da Resolugdo 19696 do Minissério da Sabde ¢ fioi
sprovado pelo CEP-FAMERP.

580 José do Rie Preto, 14 de fevereiro de 2000,

PROF, DR. JOSE l".:ﬂtllﬂ CIFULLD
PRESIDENTE DM} CEP

""""" Ax: Brigadeiro Farla Limn, 5416 = Cep 15090008 = Fope; (8]17) IET.5711
Fax: 22371277 = Sin José de Rin Preta = 530 Faulo = Brasil
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Anexo 2. Aprovacio do CONEP.

WA TERIG i w400
i ipnae Vhe - 55l bl ol =iy
L oarmivadio: wgnisnad G0 Fos s e Progeees @ (%00

PARECER N" 682/2000

Processo A" 25000.018530/00-00 Ragietra SONEP = 1520 : praracois SEF 04100580 |
Projeto ge Pesquisa: “frvestigacde 80 CNL fafal ne sangue penfins & ¢ fegoia rona’ gy
AdsiEated SO lupuE emnrnaats pgfdmica

Pesquisador Responsavel: Ora =ny Mana Gainn 2efglio

Instituicde. Faculgans de Medicns & 330 Jose oo Rio Preto / UEF

Data de entrada na CONEF - 18072000

Ares Tematica Especial. GaAnsios mUmand

A g0 proceder o oandlise de prolocold em Quasldse, cabem as saguintes
contarasdas
al as informaghes enviadéd alendem BOE ASpACIDS  lundamantad  da
Resolugdo CNS 156M¢ sobre Dweinzes e Nomas Regulamenascrat  of Pesouisas
Ervelvaran Haras Humanos.
B) ¢ provero foo aprévaco pilp Cnr‘gu:& ge Elca e Pagguea - LEF 08
insiiuIcas supraditada
Ciante do expostc, 8 Comisslio Maclonal de ELsa em Foaguisd
GIDMNEN. ar arords compr un uifibuiofes Aohmidas ns Begdlucio SME 1968 manifetts.
se pel aprovacic do projeic dé¢  pesquisa propesto, Lom as  seguintes
racomendagdes & serem acampanhadas pais CEP @
1- déacrover nog Termos d Consentimanto Llve a Esdaracds = TOLE os
fstos ralacsonados & coihelia de malaeral eologesd, confarme itens Vi1 e XVI do resums oo
prolocals
2o it ar Mo CAMPa 45 98 InERA OF S CRTRE DreICaL LA SRR Lk Nila J4
de Fplateron 03 POPILISE. AN COEnEel IC BEksgueTadal
Situagdo - Froete aprovaoo com recomendacdas
Brasmg 21 de apghsic de 2000

P
. s, il e T
aoarle

CWILLIAM SAAD HOSSNE
Coordengdor da CONEP-MS
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Apéndice 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

Autarquia Estadual — lei n.® 8899, de 27/09/94
(RECONHECIDA PELO DECRETO FEDERAL N.° 74.179, DE 14/06/74)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Satde, resolucdo 196/96)

Ell, 9

RG , nascido(a) em / / e domiciliado(a) a

, municipio de

usudrio (a) (ou responsavel legal pelo usudrio) s

declaro que consinto em participar como voluntidrio (a) do projeto de pesquisa
“Investigacdo de DNA Fetal no Sangue Periférico e em Tecido Renal de Pcientes com
Lupus Eritematoso Sistémico” sob responsabilidade da pesquisadora Dra. Eny Maria
Goloni Bertollo (CRB 06661-01). Declaro que fui satisfatoriamente esclarecido que: A)
o estudo serd feito utilizando-se sangue, que serd colhido com seringa descartivel e
realizado por profissionais habilitados nos pacientes portadores de Lipus Eritematoso
Sistémico; B) ndo haverd nenhum risco adicional para minha satdde; C) que posso
consultar a pesquisadora responsdvel em qualquer época, pessoalmente ou pelo telefone
17 - 227 5733, ramal 114/141, para esclarecimento de qualquer divida; D) que estou
livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa € que ndo preciso
apresentar justificativas para isso; E) que todas as informag¢des por mim fornecidas e os
resultados serdo mantidos em sigilo e que, estes ultimos sé serdo utilizados para
divulgacdo em reunides e revistas cientificas; F) que serei informado de todos os
resultados, independentemente, do fato destes poderem mudar meu consentimento em
participar da pesquisa; G) que esse estudo é importante porque pode colaborar no
esclarecimento dos mecanismos que resultam nessa doenca.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questao.

Sao José do Rio Preto, de ,2004.

Usudrio / Responsavel legal Pesquisador Responsdvel



Apéndices - T1

Apéndice 2. Ficha utilizada para levantamento de dados do Protocolo do Projeto
“Investigacio de DNA Fetal no Sangue Periférico de Pacientes com

Liapus Eritematoso Sistémico”.

FORMULARIO DA PACIENTE COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

| [ o] - TR T e imm Py aen gy SR R e =S SURE A L AR LA IR TR AR e e e A m e anE R R amaan g

RG do Prontudrio da Paciente (HBY ..o veecasssninen. Dt de Noscimento: ... 4.0

Cidade: _.... g e e e CEP: e ritntinr e Telefone:

Profissido: ..., peesmrrmerenseanee AR oriental O capcasiona O negréide
Fez transfusio sanguinea: O Wao O Sim — hi quanio tempo? e, [
Fez transplante renal: O Ndo O Sim - ha quanto tempa? S £ SRS

Wiamero de flhos: &7 e Flaininns PR A BT - i o m e SN B S DI S Ry i

Data de nascimento dofs) Nlhos{s): G- RN SN DRI Fy ) -

Aborto: O Mo B Sim =0 woonerees

Qual a idade quando diagnosticada a doenga? .o

Diabético: & Nao O Sim

Consome aspartame (adogante): O Muito O Mais oo menoz [ Pouco O MNunca
Apresentou :1|.|:'UI'I1i.I infeceio viral prosimo ao dignostico O Mo & gim 0, T

Toma algum tipo de medicamento come anticoncepeional, anti-hipertensivo, ou gualquer

outre, Ha quanto empoT o s s i A B A e a2 R AR ——
= Mn< ST, " . - B

K fer tratamento hommonal: O Wie O Sim - Desde quando ¢ por guanto

BT T ovmsinsnsce ot anpasbsasias P T e S O PP PP PP TP E L .

Ciclo menstneal; Awalmente: Y Nomal Y Trocgular

Em algum momento: [0 Sempre normal [ Ja foi irregular - Quando? ...

Diagnostico de sifilis: O Nio U Sim - quando®. e PR
Parentes que apresentam Lipus Eritomatoso Sistémico (nome, enderego ¢ telefonel ...







