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RESUMO

i}



O ldpus eritematoso sist€émico (LES) é uma doenca auto-imune inflamatéria, crénica, em
que ocorre importante dano tissular principalmente por deposi¢io de imunecomplexos
circulantes. O anion superéxido (SO) liberado pelos fagécitos durante o processo
inflamatorio € lesivo aos tecidos. Em estudos feitos em adultos com LES a liberacdo do SO
se correlacionou com a atividade inflamatéria da doenga, porém, nao hd estudos em
pacientes com LES juvenil (LESJ). O objetivo deste trabalho foi estudar as liberagdes
espontanea e estimulada de SO pelos polimorfonucleares (PMN) e mondcitos (MO) de
pacientes com LESJ. E um estudo analitico da liberacio de SO, expressa em nmol por 10°
células, em seis instantes de tempo de incubacdo, de 23 pacientes (3M:20F) com LESJ
segundo os critérios de Tan (1982). A primeira andlise comparou o grupo de pacientes com
LESJ e o grupo controle (35 individuos sadios). A segunda andlise comparou o grupo
controle com dois subgrupos do grupo LESJ, classificados, quanto a atividade da doenca,
pelo SLEDAI em um subgrupo inativo (< 5 pontos) (15 pacientes) e outro subgrupo em
atividade (8 pacientes). Utilizou-se a andlise de variancia, o teste de Mann-Whitney e o de
Bonferroni sempre com nivel de significancia de 5%. Os resultados obtidos revelaram que
no ensaio dos MO espontaneos houve menor liberacdo de SO no grupo LESJ em relacao ao
grupo controle. No ensaio dos PMN estimulados houve maior liberacdo de SO pelo grupo
LESJ quando comparado ao controle. Nao houve diferenca significativa na liberagdao de SO
entre os dois subgrupos do LESJ em nenhum ensaio. A menor liberacdo de SO pelo grupo
com LESJ nos ensaios espontaneos pode ser devida a acdo antiinflamatéria e
imunossupressora dos medicamentos utilizados para o controle da doenca. A significativa
maior liberacdo de SO pelo grupo com LESJ nos ensaios estimulados, principalmente nos
momentos iniciais do ensaio dos PMN, a “explosdo respiratoria”, pode ser interpretada
como decorrente do estado inflamatdrio potencializado dos leucdcitos que, devido ao LESJ,
estariam “primados”. Os PMN estimulados de criangas com LESJ liberam mais SO quando

comparados aos controles.
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Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune inflammatory disease with tissular
injury due to immune complex deposition. The superoxide anion (SO) released by
phagocytes during the inflammatory process is dangerous to the tissues. Studies performed
with SLE adults revealed that SO liberation is correlated with the inflammatory activity.
There are no studies with patients with juvenile SLE (JSLE). The main objective of this
analytic study was to analyze the spontaneous and stimulated liberation of SO by the
polimorphonucleates (PMN) and monocytes (MO) of 23 patients (3M:20F) with JSLE
according to Tan criteria (1982). Such liberation of SO was expressed in nmol by 10° cells,
in six different times of incubation. A first analysis compared the JSLE group with a
control group of 35 healthy people. A second analysis compared the control group with two
subgroups of the JSLE group, which was classified by SLEDAI, in one subgroup inactive
(score < 5 ) (15 patients) and another subgroup with activity (score > 5) ( 8 patients).
Variance analysis, Mann-Whitney and Bonferroni test were used with 5% of significance
level. The results showed that in the spontaneous MO assay there was less liberation of SO
in the JSLE group than in the control group. In the PMN stimulated assay there was more
SO liberation in the JSLE group than in the control. There was no significant difference in
SO liberation between the two subgroups of JSLE in any assay. The lower liberation of SO
by the JSLE group in the spontaneous assays could be due to the anti-inflammatory and
immunosupressor actions of the treatment drugs. The significative higher liberation of SO
in the assays of the stimulated PMN, mainly in the initial moments, the so called
“respiratory burst” could be attributed to the inflammatory state of the phagocytes, that due
to the JSLE, would be in a high excitatory level. The stimulated PMN of children with

JSLE released more SO when compared with controls.
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No processo evolutivo dos seres vivos a capacidade de adaptacdo ao meio é
fundamental para a preservacdo da espécie. Esta adaptacdo compreende, além da
maleabilidade de interagir com o meio ambiente favordvel, a de desenvolver maneiras de se

defender de agentes agressores.

Todos os seres vivos apresentam, em diferentes graus de complexidade e
eficiéncia, conforme sua posi¢cdo na escala evolutiva, um sistema de defesa de seu

organismo.

O sistema de defesa humano pode, didaticamente, ser dividido em dois grandes
componentes: o natural e o adquirido. Estes dois componentes apresentam caracteristicas
proprias, sdo ativadas por estimulos diferentes, mas ndo sao independentes nem estanques e

freqiientemente interagem.

A imunidade natural, que poderia ser denominada de congénita, desenvolve-se
independente de estimulos externos, e tem como fungdo principal manter a integridade e
pureza do organismo. Esta atividade € realizada através de vigilancia constante, procurando
alguma estrutura alterada que, uma vez reconhecida e identificada como estranha, sera

englobada em um processo de eliminagdo.

A imunidade adquirida € ativada por estimulos externos; fisicos, quimicos ou,
na grande maioria das vezes, por um agente infeccioso. A resposta imune, desencadeada
apos o agente ser reconhecido como estranho, é extremamente especifica e visa inativa-lo,

eliminé-lo e reparar o dano ocorrido.

A interacdo entre o agente agressor € o hospedeiro pode ocasionar alteracdes de
estruturas ou componentes do hospedeiro que, sendo reconhecidas como diferentes pelo

sistema imune, o ativam, iniciando o processo de eliminacao.

O sistema imunoldgico de alguns individuos, geneticamente predispostos, nao
consegue distinguir as estruturas alteradas das normais devido a enorme semelhanca entre
elas. O mecanismo de auto protecdo, denominado tolerancia imune, €, portanto, ineficiente,
fazendo com que o sistema imune alterado entenda como estranhas estruturas do préprio

individuo, perpetuando esta resposta e acarretando lesdes quando deveria protegé-lo.
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Dentre as doencas auto-imunes, decorrentes deste fendmeno de auto-agressao, o
lupus eritematoso sistémico (LES), pela grande variedade de auto-anticorpos que pode

produzir, e pela potencialidade de lesar vérios tecidos, € considerado o seu prototipo.
1.1- Lapus eritematoso sistémico (LES)

O LES ¢ definido como uma doenca auto-imune, multissist€mica, caracterizada
pela inflamacdo generalizada do tecido conjuntivo e dos vasos sangiiineos, bem como pela
presenca de auto-anticorpos anti-nucleares, especialmente os anticorpos contra o 4cido
desoxirribonucléico nativo (nDNA). As suas manifestacdes clinicas sdo extremamente
variadas, a sua evolu¢@o natural ndo € semelhante em todos os casos porém, se nao tratado,
€ quase sempre uma doenca progressiva e com significativo indice de mortalidade

(Cassidy e Petty, 2001).

Estudos epidemioldgicos estimam que a incidéncia do LES na faixa etaria
pedidtrica, ou seja, com inicio dos sintomas em individuos com até 15 anos de idade, varie
entre 0,53 a 0,6 por 100.000 habitantes (Siegel e Lee, 1973; Hochberg, 1985).
Lehman et al. (1989), inferiram haver entre 5.000 e 10.000 criancas com LES nos E.U.A..
Harvey et al. (1954), estimaram entre 15 e 17 a porcentagem de pacientes que inicia as
manifestacoes LES antes dos 16 anos de idade; a doencga € rara antes dos cinco anos de
idade sendo que sua freqii€ncia aumenta com o avangar da idade (Meislin e Rothfield,
1968). E uma doenca que acomete preferencialmente os adolescentes, tendo Kornreich
(1976), relatado que em aproximadamente 33% dos casos, considerando a faixa etdria

abaixo dos 16, ela se inicia antes dos 10 anos de idade.

Embora nao haja estudos epidemioldgicos no Brasil, trabalhos brasileiros que
abrangem pacientes menores de 16 anos apresentam dados semelhantes aos de outros paises

(Sato et al., 1991; Hilario et al., 1992; Costallat e Coimbra, 1994; Marini e Costallat, 1999).

A maior incidéncia em individuos do sexo feminino ocorre em todas as faixas
etarias, havendo uma variagdo na propor¢ao feminino/masculino que oscila, nos menores
de 16 anos, de 1,4 a 5,8:1; nos pacientes mais velhos atinge propor¢cdes de 8 a 13:1.

(Rothfield, 1981; Walasse e Dubois, 1987). Cassidy et al. (1977), encontraram nos
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pacientes com até nove anos de idade uma propor¢do de 4:3 de acometimento na relagdo
feminino/masculino a qual aumentava para 4:1 na faixa dos 10 a 14 anos e de 5:1 nos

pacientes entre 15 e 19 anos de idade.

A etiopatogenia do LES, apesar de muito estudada, ainda ndo estd elucidada,
embora indmeros trabalhos tenham relacionado os fatores que influenciam o
desencadeamento das manifestagdes clinicas. Acredita-se que um desequilibrio do sistema
hormonal, uma alteracdo do estado psicolégico, os fatores ambientais € 0s processos
infecciosos, agindo de forma isolada ou em conjunto, em um individuo geneticamente
predisposto, ocasionem uma alteracdo da resposta imune com conseqiiente

desencadeamento da doenga (Cassidy e Petty, 2001).

Assim sendo, devemos considerar o que denominamos de LES como a
manifestacdo clinica de um mecanismo patogénico que pode ser desencadeado por diversos
fatores; ndo apenas como uma doenca, mas como uma somatdria de sintomas e sinais

(Steinberg e Klinman, 1988).

1.2- Resposta imune

A atuagdo do sistema imune se faz através de uma série de eventos fisicos,
quimicos, interdependentes e concatenados, agrupados sob a denominacdo de resposta

inflamatoria.

Na maioria das vezes a resposta imune € eficiente e elimina o agente agressor,
ou estranho, sem produzir uma inflamacao clinicamente aparente; quando esta acontece é
indicativo que o sistema imune encontrou uma grande quantidade de antigeno incomum, ou
um antigeno em local diferente ao usual ou ainda um antigeno dificil de ser eliminado

(Gallin, 1993).

Nas doencas auto-imunes a presenca do antigeno € perene, acarretando uma
resposta constante do sistema imune que, num circulo vicioso, retro alimenta e perpetua a

doenca.
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No LES, assim como em outras doengas auto-imunes, diferente do que ocorre
quando o antigeno desencadeia normalmente uma resposta inflamatéria aguda que pode
evoluir para cronicidade, esta resposta desde o inicio tem caracteristicas de cronicidade. A
resposta cronica, histologicamente, se caracteriza por apresentar maior infiltrado celular
que acumulo de fluidos, a coexisténcia de destruicdo e reparo e, de infiltrado celular

constituido de polimorfonucleares, mondcitos e seus derivados.

A manifestacdo clinica da doenca € a parte visivel do processo inflamatdrio
mediado pelo sistema imune. No LES ocorrem duas categorias inflamatdrias da resposta
imune, ambas com participa¢do das imunoglobulinas IgG e IgM, e o sistema complemento.

A primeira € mediada pelos anticorpos citotoxicos e a segunda pelos imunocomplexos.

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas séricas particularmente produzidas em
resposta a um estimulo antigénico especifico. O sistema complemento compreende uma
série de pelo menos 20 glicoproteinas séricas, que atuam em uma seqiiéncia, como cascata,
quando ativadas, sendo importantes na atividade inflamatéria, na imunorregulacdo e na

erradicacdo de organismos ou imunecomplexos.

A atividade citotéxica € direta e leva a destruicao celular, inicialmente, pela
adesdo do anticorpo especifico (classe IgG ou IgM) na superficie da célula reconhecida
como estranha, devido aos antigenos de sua membrana e, posteriormente, pelo
desencadeamento da cascata do sistema complemento. A manifestacdo clinica desta
atividade no LES € a citopenia que pode ocorrer em uma ou mais das séries sangiiineas,

com as hemdcias, as plaquetas e os linfdcitos.

A lesdo tecidual pelo depdsito de imunecomplexos nos tecidos € indireta porque
a reacdo entre o antigeno e o anticorpo com a fixacdo do complemento, ocorre na
circulacdo; no momento que este complexo imune se deposita no tecido é que ocorre, com
participacdo das enzimas inflamatodrias, a lesdo celular. A manifestacdao desta atividade
pode ocorrer em qualquer tecido, mas acomete preferencialmente a pele, as serosas, os rins

e o sistema nervoso central (SNC).
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1.3- Resposta inflamatoria

O tecido, quando lesado, libera mediadores quimicos que promovem a
vasodilatacdo do leito capilar, inicialmente do sistema venoso e posteriormente do
arteriolar. Com a dilatacdo hd maior permeabilidade vascular, bem como um fluxo
sangiiineo mais lento e concomitante extravasamento de plasma nos tecidos perivasculares;
ocorre a migracdao de leucdcitos no local com actimulo de leucdcitos, principalmente

neutrofilos e mondcitos.

Estas células sdo origindrias da medula 6ssea a partir de uma célula-tronco
hematopoiética pluripotente que se diferencia em um progenitor linféide, que originara os
linfécitos, € um progenitor mieldide, o qual novamente se diferencia e lanca na corrente
sangiiinea os megacariocitos, que se transformardo em plaquetas; os eritroblastos que se

transformardo em hemdcias; e os granuldcitos, os mondcitos e 0s mastdcitos.

Os granulécitos, assim denominados porque possuem granulos densamente
coraveis em seu citoplasma, também referidos como leucécitos polimorfonucleares, sao os
neutréfilos, os eosindfilos e os basofilos. Os mondcitos, ndo tem granulos no citoplasma e
sdo as células que ao migrarem da corrente sangiiinea para o tecido se transformam em
macréfagos. Os mastdcitos, cujo precursor circulante ainda ndo estd bem definido, também

se diferencia ao chegar aos tecidos.

Os neutréfilos e macréfagos tém a fungdo de aprisionar e degradar o agente
agressor € também os complexos imunes, antigenos estranhos e detritos das células
necrdticas. Esta destrui¢do e/ou degradacdo, se faz no interior de lisossomos dos leucécitos
com o aprisionamento das particulas agressoras previamente opsonizadas no interior de
vacuolos (fagossomos). No citoplasma da célula a incorporagdo do lisossomo ao fagossomo

forma o fagolisossomo, onde ocorre a destrui¢io ou a degradacdo do agente agressor.

Os fagdcitos atravessam o endotélio indo para o intersticio, havendo a liberacao
de outros mediadores quimicos do processo inflamatério. Os leucdcitos também promovem
a liberagcdo extracelular de produtos leucocitdrios (enzimas lisossomais e metabodlitos

ativos).
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Nessas ocasides devido a maior atividade dos leucdécitos, ha aumento do

consumo de O, pelo metabolismo celular, resultando ao final desta atividade aerdbica uma
maior producdo de radicais de oxigé€nio téxicos como o superdxido (02-), o peréxido de

hidrogénio (H20?) e o hidroxila (OH).

1.4- Radicais do oxigénio

Os radicais do oxigénio sdo radicais livres, elementos quimicos que cont€ém
pelo menos um elétron ndo pareado em sua Orbita atbmica externa; sua producdo pelo
organismo € constante, t€m fungdes fisiolégicas, mas podem, em certas circunstancias,

apresentar manifestacdes patoldgicas ( Halliwell, 1994).

Devido ao elétron ndo pareado, os radicais livres sdo instdveis, buscam reagir
com outras moléculas doando (reducdo) ou recebendo (oxidag@o) elétrons, a fim de obter
uma configuracdo eletronica pareada, ou seja, estavel. O resultante destas reacdes sdo as

moléculas, oxidadas ou reduzidas, cujo acimulo € prejudicial.

A enzima NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase) oxidase
existente na superficie das células inflamatérias como os polimorfonucleares, os
macréfagos e os mondcitos, quando estimuladas cedem um elétron a molécula de O;
formando o anion superdéxido; parte dele é liberado para o extracelular onde ocorrerd a

conversdo para HyO, como mostra a Figura 1.

NADPH NADPH
HMP Oxidase
0, NADP*
(0)%
H,0,
oCI 20,

mieloperoxidase _> H* + Oy”

IADPH oxigenase

Figura 1- Esquema do ciclo de producao dos radicais do O,
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O anion superdxido tem participacdo destacada no processo inflamatério; é

citotoxico, altamente lesivo aos tecidos; pode provocar lesdes irreversiveis em

macromoléculas (Nathan, 1987); ¢ muito reativo, particularmente com proteinas contendo

ferro, lipides e DNA.

Os organismos tentando evitar esse efeito nocivo dispdoem de substancias
antioxidantes como, por exemplo, a vitamina E, ou desenvolveram mecanismos protetores
ou reparadores, como a enzima superéxido dismutase (SOD) que converte o O, em
oxigénio (O) e peroxido de hidrogénio (H,0,), a fim de evitar este acimulo, como mostra

0 préximo esquema.

H" +H +0;+ Oz‘ﬁ H,O0, ., 0, ﬁ H,O

SO dismutase Peroxidase

Verificou-se que os radicais livres participam ativamente em processos
1squémicos, nas lesdes ocasionadas pela radioatividade, nos processos de envelhecimento e,
de maneira intensa, nos inflamatérios (Halliwell, 1994; Halliwell, 1995; Wiseman e

Halliwell, 1996).

Existem muitas dificuldades técnicas para dosar diretamente os radicais livres
devido a sua instabilidade, alta reatividade e tendéncia em reagir em cadeia, motivos pelo

quais hd ensaios laboratoriais que os dosam apenas indiretamente.

Babior (1978) descreveu que o consumo de O, por neutréfilos humanos
aumenta de 50 a 100 vezes apds estimulo especifico; esta reacdo com intenso consumo de
0,, é denominada “explosao respiratéria”, a qual é desencadeada por estimulos fisioldgicos,
como, dentre outros, os microorganismos opsonizados, o fragmento Cs, do sistema
complemento, o dcido aracdonico, o fator ativador de plaquetas (PAF) e citocinas (McPhail
e Snyderman, 1983; McPhail et al., 1984; McPhail et al., 1985). Sdo denominados

fisiolégicos visto haver na membrana celular receptores especificos para cada um deles.

Estimulos ndo fisiolégicos podem, também, desencadear a “‘explosdo
respiratdria” como, por exemplo, os ésteres de forbol miristato acetato (FMA), os quais sdo

utilizados nos ensaios laboratoriais no estudo destes radicais livres (Robinson et al., 1985).
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1.5- Medicamentos

Como ja mencionado, no LES o antigeno € perene e acarreta uma resposta
constante do sistema imune criando um circulo vicioso que retroalimenta e perpetua a
doenca. O tratamento das doencas auto-imunes utiliza drogas com efeito antiinflamatério e
imunossupressor que visam, através da inibi¢do desta resposta, quebrar este circulo vicioso.
Dentre as drogas freqiientemente utilizadas no tratamento do LES estdo os
antiinflamatdrios nio hormonais, os corticosteréides, os antimaléricos e os citostaticos. E

importante uma breve revisdo dos mecanismos de acao destes medicamentos visto que estes

podem alterar a liberagdo do anion SO.
Antiinflamatdérios nao hormonais

Os antiinflamatérios ndo hormonais (AINH) fazem parte de um grupo
heterogéneo de compostos quimicos, a maioria de acidos organicos. Todos t€ém efeito

analgésico, antitérmico e antiinflamatério (Roberts e Morrow, 2001)

Quando ocorre uma lesdo da membrana celular, que € constituida
fundamentalmente de fosfolipides, a enzima fosfolipase A2, presente nos leucdcitos e
plaquetas, € ativada levando a degradacdo destes fosfolipides, resultando no &cido
aracdonico. Este, ao ser metabolizado, forma os leucotrienos pela acdo da enzima
lipoxigenase e, pela a¢do da enzima cicloxigenase (COX), geram-se as prostaglandinas

(PG), as prostaciclinas(PC) e os tromboxanos(TX). (Figura 1-2)

As prostaglandinas, dentre outras fun¢des promovem o relaxamento do musculo
liso, t€ém acdo vasodilatadora, aumentando o fluxo sangiiineo. Quando sua producdo ¢é
aumentada ocorre um incremento da resposta inflamatéria. Os AINH agem inibindo a acao
da cicloxigenase com conseqiiente diminui¢ao da producdo de prostaglandinas, diminuindo

a atividade inflamatoria.

As indicagdes dos AINH no LES estdo limitadas as manifestacoes
potencialmente menos danosas como artrite, mialgia, febre, serosite, cefaléia. Importante é
a indicacdo do dcido acetilsalicilico, visto sua potente e prolongada acdo como
antiagregante plaquetdrio, pela inibi¢ado do Tromboxano A,, nos pacientes com a sindrome

do antifosfolipide (Clements e Paulus, 1997).
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Alguns AINH podem inibir a atividade ou a expressao de certas moléculas de
adesdo como as moléculas de adesao intracelular (ICAM-1) ou a moléculas de adesao
celular vascular (VCAM-1) (Diaz-Gonzales e Sanches-Madrid, 1998), ou agir em outros

locais do processo inflamatério (Vane e Botting, 1995).

Corticosterodides

Os corticosterdides devido a sua atividade antiinflamatdria sdo as drogas de
escolha no tratamento ou controle das doengas auto-imunes. Sua a¢do € ampla e variada,
interferindo no metabolismo dos hidratos de carbono, lipides e proteinas, bem como no
equilibrio hidroeletrolitico; alteram as fung¢des dos sistemas cardiovascular, renal,

enddcrino, nervoso € imune.

Segundo Schimmer e Parker (2001) os corticosterdides sdo classificados
segundo trés critérios: capacidade de retencio de sédio (Na*), o efeito no metabolismo dos
hidratos de carbono e a poténcia antiinflamatéria. Conforme sua ag¢do principal, reteng¢do
salina ou antiinflamatoria, sdo respectivamente divididos em mineralocorticéides ou
glicocorticéides, sendo estes freqiilentemente utilizados no tratamento das doencas

reumaticas.

Os glicocorticoides entram passivamente nas células, se ligam ao receptor
especifico, os complexos migram para o nucleo da célula, onde induzem genes que
codificam proteinas importantes no processo inflamatério como, por exemplo, a proteina
inibidora da fosfolipase A,, o que implicard em uma diminuic@o das prostaglandinas (PG),
das prostaciclinas (PC) e dos tromboxanos (TX), que s3o importantes agentes

pro-inflamatorios (Figura 2).
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| GLicocorTICODE |

LIPOXIGENASE

ACIDO ARACDONICO

FOSFOLIPASE A , LEUCOTRIENOS  PROSTAGLANDINAS

Y
MEMBRANXV\/\I\l QELULAR
FOSFOLIPIDIOS

Figura 2- Esquema de atuacdo dos antiinflamatérios ndo hormonais (AINH) e os
hormonais (glicocorticdides) na inibicdo da producdo dos leucotrienos e

prostaglandinas

Este mecanismo de acdo, visto a necessidade de codificacdo e expressdo de

proteinas, diferente dos AINH, ndo é imediato, demorando vérias horas para se tornar

aparente (Schimmer e Parker, 2001).

Os glicocorticoides atuam na fase aguda da inflama¢do diminuindo o edema, a
deposicdo de fibrina, a migracdo dos linfocitos e a atividade fagocitaria; atuam também na
fase posterior diminuindo a proliferacdo de capilares e a deposicdo de coldgeno; muitos

destes efeitos sdo devidos a diminui¢ao da sintese de varias quimiocinas e citocinas.
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O efeito imunossupressor dos glicocorticéides se faz principalmente pela

diminuig¢do dos linfécitos T, sendo que esta acdo € mais pronunciada nos T “helper” do que

nos T citotoxicos; os linfocitos B também sofrem acdo dos corticéides, porém, em menor

intensidade. O nadir da linfopenia ocorre entre 4 e 8 horas aps uma Unica administragdao do

glicocorticdide, e a recuperagdo ocorre em 24 horas. Os mondcitos sofrem uma diminui¢ao

de aproximadamente 90% nas primeiras 6 horas (Laxer e Gazarian, 2001). A tabela 1

mostra, de forma resumida, as células, os produtos gerados e a respectiva agdo no processo

inflamatorio.

Tabela 1- Efeito dos glicocorticdides na resposta inflamatéria e imune

CELULA

FATOR

ACAO

Linfécitos

Citocinas IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12
TNF- a

Fator estimulante da
granulécitos e mondcitos (GM-CSF)

Intérferon gama (INF- v)

colonizacdio de

Inibicdo da produgdo via sintese de
lipocortina que inibe a fosfolipase A,

Produgdo e liberagdo sdo bloqueadas. As
citocinas ampliam os efeitos inflamatdrios

Inibem formacao dos reativos inclusive do
terceiro componente do complemento

Macroéfagos e

Acido aracdonico e seus metabdlitos

Inibicdo da produgdo via sintese de
lipocortina que inibe a fosfolipase A,

mondcitos
Citocinas IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12 Produgdo e liberagdo sdo bloqueadas. As
Fator de necrose tumoral alfa (TNE- o) citocinas ampliam os efeitos inflamatdrios
Reativos da fase aguda Inibem formacgao dos reativos inclusive do
terceiro componente do complemento
Células Moléculas de adesdo endotelial (ELAM-1) Importantes para a fixacdo dos leucdcitos
endoteliais Moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1)
Citocinas IL-1, IL-6
Reativos da fase aguda
Acido aracdénico e seus metabdlitos
Basoéfilos Histamina Inibem a liberacdo de IgE
Leucotrienos
Fibroblastos Acido aracddnico e seus metabdlitos Inibi¢do da fosfolipase A,

Inibe proliferacdo de fibroblastos

Schimmer e Parker (2001)
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Antimalaricos

Os antimaldricos sdo utilizados no tratamento do lipus cutineo desde 1894,
porém, apenas a partir de 1954, 14 anos apds a sintese da cloroquina e hidroxicloroquina,
que sdo menos téxicas que os antecessores, € que estas drogas comegam a ser utilizadas no
tratamento do LES. Sao utilizados também como drogas no tratamento de diversas outras
doencas cronicas como a artrite reumatdide, a artrite reumatdide juvenil, sarcoidose,

doencas de fotossensibilidade (Wallace, 1997).

Estas duas drogas s3o praticamente totalmente absorvidas pelo trato

gastrintestinal, se ligam as proteinas plasmaticas e sdo depositadas nos tecidos.

A cloroquina pode se concentrar em altas doses no figado, no bago, nos rins,
nos pulmdes, em elementos sangiiineos e em tecidos pigmentados; a excrecdo € renal e é
lenta, podendo ser detectada na urina até 5 anos apds a interrup¢do do tratamento. Também
¢ excretada no leite, recebendo o lactente uma dose menor que 1% da dose plasmatica

materna (Wallace, 1997).

A hidroxicloroquina tem a mesma farmacocinética que a cloroquina, porém
com meia vida mais curta; o estado de equilibrio da concentragdo sérica é alcancado ao

redor de seis meses.

Os antimaldricos agem nos processos inflamatérios podendo afetar a resposta
imunolégica. Devido a alta concentracdo que alcancam nos tecidos provocam uma aumento
do pH citoplasmatico, o que altera os processos dos receptores e efetores celulares como,
por exemplo, inibindo a atividade da fosfolipase, a sintese de DNA e de RNA, e das

reagdes antigeno-anticorpo.

De particular importincia quanto a fotossensibilidade em pacientes lipicos, € o
fato de que os antimaldricos t€ém um efeito protetor contra os raios ultravioleta (UV) que
podem desencadear ou agravar a doenga nestes pacientes; esta protecdao € dada, quando a

pele esta impregnada com estes medicamentos pois estes absorvem os UV (Wallace, 1997).

Os antimaldricos podem inibir a geracdo do superéxido pelos
polimorfonucleares agindo em diferentes locais da via metabdlica (Hurst et al., 1986;

Miyachi et al., 1986; Hurst et al., 1987; Hurst et al., 1988; Salmon et al., 1990).
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O efeito terapéutico dos antimaldricos € devido a véarios mecanismos de acao
como, por exemplo, a absor¢do da radiacio ultravioleta, o bloqueio do processamento do
antigeno, a diminui¢do da producdo de interleucinas € do TNF-a, inibicdo da agdo da
fosfolipase A, e da agregacdo e adesdao plaquetdrias, diminui¢do das atividades de

fagocitose e quimiotaxia, bem como bloqueio da producao de superdxido.

Citostaticos

Os citostéticos sao drogas largamente empregadas no tratamento de pacientes
ldpicos (McCune, 1997). Agem inibindo a divisdo celular ou causando a morte celular;
atuam principalmente nas células com divisdo rdpida como nas do sistema imune,
particularmente os linfécitos T; apresentam uma ac¢do mais rapida, antiinflamatdria, e uma

outra, mais retardada, imunossupressora (Laxer e Gazarian, 2001).

Os citostaticos freqiientemente utilizados no tratamento de pacientes da faixa
etdria pedidtrica com LES, da mesma forma que nos adultos, sdo a azatioprina, a

ciclofosfamida, a ciclosporina A.

Azatioprina

A azatioprina, um andlogo da purina, € inativo até ser metabolizado no figado
ou no eritrocito para 6-mercaptopurina, que € novamente metabolizada pela enzima
hipoxantina fosforibosil transferase para dcido 6-tio-inosinico, o qual suprime a sintese de

adenina e guanina e, consequentemente, do DNA.

Devido a inibi¢do do desenvolvimento das células T durante a fase S da divisao
celular, hd um menor nimero de células com conseqiiente diminui¢do da resposta imune e

inibicdo da atividade dos mondcitos.
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Ciclofosfamida

A ciclofosfamida € um agente alquilante, derivado da mostarda nitrogenada,
inativo até ser metabolizado, principalmente no figado pelo citocromo P450, para o
componente ativo que € a mostarda fosforamida; esta se une a guanina do DNA, destréi o

anel purinico e interrompe a duplicacao celular.

A ciclofosfamida age potencialmente em todas as células, mesmo nas inativas
do ponto de vista de divisdo celular como por exemplo as células T de memoria, tendo
como conseqiiéncia uma atividade antiinflamatdéria e uma acdo imunossupressora. A acao
sobre as células B parece ser mais intensa que sobre as células T, havendo uma diminui¢ao
da producao de IgG e IgM que pode ser quantificada apds uso prolongado desta droga. A
leucopenia e a trombocitopenia sdo os efeitos colaterais mais freqiientes

(Laxer e Gazarian, 2001).

O acometimento da fertilidade deve ser considerado, pois para uma mesma dose
de ciclofosfamida a chance de infertilidade é maior quanto mais velho for o individuo.

(Rivkees e Crawford, 1988; Mok et al., 1998).

Ciclosporina

A ciclosporina € um polipeptideo inativo proveniente do metabolismo do fungo
Bauveria nivea, que ao encontrar seu receptor intracelular, a ciclofilina, forma um
complexo que se liga a calcineurina fosfatase inibindo sua atividade, que € de permitir o
deslocamento para dentro do nicleo do fator nuclear de ativacao dos linfécitos T (NFAT);

este fator € necessdrio para a transcri¢ao da IL-2 e outras citocinas (Krensky, 2001).

1.6- Atividade da doenca

O espectro de manifestacoes do LES € muito amplo; avaliar o grau de
atividade da doencga € importante para que se possa programar um esquema terapéutico,

institui-lo e, posteriormente, avalid-lo.

Introdugdo

60



Embora existam muitos sistemas propostos para avaliar a atividade da doenca
lupica, ndo existe um consenso ou um método claramente definido e universalmente aceito
para tal. Os vdrios sistemas de avaliacdo da atividade do LES, como o British Isles Lupus
Assessment Group (BILAG), o Systemic Lupus Activity Measure (SLAM), o Lupus
Activity Index (LAI) e o Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI),
dentre outros, utilizam como varidveis as manifestacdes clinicas, o resultado dos exames
laboratoriais, ou a dosagem do medicamento que o paciente estd recebendo em um
determinado periodo de tempo; a cada varidvel € atribuida uma pontuacido conforme escala
individualizada para cada sistema. As varidveis dos sistemas sdo diferentes de um para
outro método, com pontuacdes diferentes em cada uma, mas todos sdo concordes em
considerar que quanto maior a pontuacdo a atividade da doengca € mais intensa

(Kaluniam, 1997).

O SLEDALI avalia 24 itens em nove sistemas organicos, tendo um maximo de
105 pontos; o BILAG avalia 86 itens em oito sistemas, e a pontuacdo maxima é 32; o

SLAM avalia 32 itens abrange 11 sistemas e a pontuacao méxima € 86.

Petri et al. (1991) demonstraram que o LAI e o SLEDAI conseguem detectar
mudancas na atividade da doenca e que estes métodos sdo ferramentas importantes no

acompanhamento destes pacientes.

Gladman et al. (1994) realizaram um estudo para avaliar a sensibilidade de trés
métodos, 0 BILAG, o SLEDAI e o SLAM, e chegaram a conclusio que os trés métodos sao
bem correlacionados, detectam diferencas entre os pacientes, mas apenas o SLEDAI

consegue diferenciar a atividade entre as consultas de um paciente.

O SLEDALI é, de fato, um dos métodos mais utilizados em adultos e que foi
referendado para o uso em pacientes pedidtricos (Bombardier et al., 1992). Este método
leva em consideracdo as manifestagdes clinicas ou laboratoriais ocorridas nos dltimos dez
dias que antecedem a avalia¢do. Consta de 24 itens tendo cada um deles um peso conforme
a gravidade da manifestacdo; as manifestagdes clinicas t€m um peso maior, ficando as

laboratoriais com os menores (Anexo 1).
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1.7- Liberacao de anion SO e atividade da doenca

A liberagdo do anion SO foi estudada no LES e em outras doengas auto-imunes
por alguns autores. Hashimoto et al. (1982) estudaram a resposta inflamatéria de PMN
obtidos de pessoas higidas quanto a capacidade de producao de SO, quando incubadosdos
em soro de trés grupos de pacientes adultos com doenca auto-imune, e observaram um
aumento significativo na libera¢do de SO pelos PMN incubadosdos no soro dos pacientes

com LES em atividade.

Bruce et al. (1997) estudando a lesdo vascular das enfermidades reumatoldgicas
quantificaram a liberacdo de SO pelos mondcitos de um grupo de 24 pacientes com
vasculite sist€mica primdria e observaram uma maior liberacdo que a dos mondcitos de um
grupo de 20 individuos com vasculite auto-imune, de 12 pacientes com vasculite periférica
e de um grupo de oito pacientes transplantados renais; os valores também eram
significativamente maiores que os encontrados em um grupo controle de 56 individuos.
Cabe ressaltar que, apesar da liberagao de SO pelos mondcitos do grupo de pacientes com
vasculite auto-imune ter sido a segunda maior, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa com nenhum dos outros trés grupos com menor liberacdo de SO. Estes dados
levaram os autores a concluir que os mondcitos em determinadas enfermidades produzem

mais SO, porém nio esclarecem se este mecanismo € lesivo ou se € cicatricial.

Em trabalho realizado por Jiang e Chein (1992) estudaram-se 83 pacientes com
LES analisando a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e peroxidase lipidica
(POL), associadas aos parametros laboratoriais FAN, anti-DNA e C3 destes pacientes. Os
autores observaram que nos pacientes com LES ativo a atividade da enzima POL estava
significativamente elevada ao passo que a SOD significativamente diminuida, quando
comparadas a atividade das enzimas de 29 individuos sadios utilizados como controle.
Neste trabalho os pacientes lipicos foram classificados conforme a atividade da doenga em
trés grupos: o primeiro com 31 pacientes que até o momento do experimento nao haviam
recebido nenhuma medicacio e que estavam em atividade, o segundo com 26 pacientes em
atividade apesar de estarem recebendo terapéutica especifica como corticosterdides,
imunossupressores € agentes antioxidantes, e o terceiro grupo também com 26 pacientes

inativos. Os parametros para considerar atividade ou nao da doenca foram o envolvimento

Introdugdo

62



renal, e ou das serosas e ou do sistema nervoso central; os individuos classificados como
sem atividade nao apresentavam nenhum de qualquer dos trés acometimentos anteriormente

citados.

Houve uma correlacdo significativa dos niveis elevados da POL com elevados
niveis de FAN e de anti-DNA, com niveis diminuidos de C3, bem como observaram que a
diminui¢do da atividade da SOD estava correlacionada aos niveis elevados de anti-DNA e
baixos de C3. Estes dados sdo concordes com a hipétese de que no LES em atividade hd
uma maior producao de SO, com conseqiiente dano tissular, bem como que a mensuragao

do anion superéxido poderia ser mais um indicativo desta atividade.

Virios autores como Cencetti et al. (1990), Macconi et al. (1993), Halliwell
(1995), Miesel et al. (1996), Mur et al. (1997), Freitas et al. (1998), Yoshida et al. (1998),
Sambo et al. (1999), estudaram a producdo do &nion SO em pacientes com doenca
auto-imune, outros poucos como Hashimoto et al. (1982), Niwa et al. (1984), Yu et al.
(1989), Jiang e Chen (1992), Bruce et al. (1997), Nielsen et al. (1998), estudaram

particularmente esta liberagdo em paciente com LES.

Todos os trabalhos citados relacionando a doenca LES e o anion SO foram
realizados em pacientes adultos, ndo havendo trabalhos que tenham estudado esta relagao

em pacientes com LESJ, que é o escopo deste trabalho.
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2- JUSTIFICATIVA DO TRABALHO
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O estudo do comportamento dos polimorfonucleares neutréfilos e mondcitos de
pacientes com lupus eritematoso sistémico juvenil (LESJ) no tocante a liberacdo do anion
SO podera nos levar a detectar se ha diferencas significativas entre individuos sadios e
doentes com LESJ, e se também h4 diferencas na produgdo entre os individuos com e sem

atividade da doenca.

Os resultados deste trabalho poderdo contribuir para ampliar a compreensdo do
mecanismo patogé€nico desta doenga auto-imune, fornecendo informacgdes do

comportamento do dnion SO nesta doenca.
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3.1- Objetivos gerais

Avaliar a liberagdo do anion superoxido pelos polimorfonucleares neutréfilos e

mondcitos de pacientes com lipus eritematoso sistémico juvenil.

3.2- Objetivos especificos

Avaliar a liberagdo do anion superdxido pelos polimorfonucleares neutréfilos e mondcitos
de pacientes com lupus eritematoso sisteémico juvenil classificados quanto a atividade da

doenca.
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4.1- Tipo de estudo

Realizou-se um estudo analitico transversal, com dados e amostras sangiiineas
colhidos de pacientes do servico de Reumatologia Pediétrica do Departamento de Pediatria
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

(FCM-UNICAMP).

4.2- Local de estudo

A assisténcia ao paciente e a coleta das amostras para a realizacdo dos ensaios
para o anion SO realizaram-se no Ambulatério de Pediatria e no setor de coleta do
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de

Campinas (HC-UNICAMP).

Os ensaios para determinacdo do anion SO realizaram-se no laboratério de

Biologia Molecular e Cultura de Células do Centro de Investigagdo em Pediatria (CIPED)

4.3- Pacientes

Analisou-se 23 pacientes (3M / 20F) acompanhados no ambulatério de
reumatologia pedidtrica do HC-UNICAMP com diagndstico de Lipus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LESJ).

4.4- Grupo controle

Utilizou-se como grupo controle os dados previamente obtidos de uma
populacdo de 35 individuos adultos, de ambos os sexos, constituida de pds-graduandos,
técnicos de laboratorio, residentes, estagidrios e outros funciondrios que freqiientavam o
CIPED; os controles ndo tinham nenhuma patologia crénica, ndo estavam agudamente

doentes, nem haviam utilizado quaisquer medicamentos nas duas dltimas semanas.
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4.5- Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, estando em acordo
com as determinacdes do Conselho Nacional de Saide (Resolucdo 196/96 e 251/97),
(processo 308/2003) (Apéndice 1).

Foi obtido o consentimento pds-informagdo verbal e por escrito de todos os

pacientes ou dos responsdveis (Apéndice 2).

4.6- Critérios de inclusao

Todos os pacientes apresentaram pelo menos quatro dos onze critérios definidos

pelo ACR (Tan et al., 1982) para o diagndstico de LES.

Todos os pacientes tiveram o inicio dos sintomas antes dos 16 anos de idade.

4.7- Critérios de exclusio

Foram excluidos os pacientes com LESJ que apresentavam associagdo com

outras doengas cronicas ou neopldsicas.

Foram excluidos os pacientes que apresentavam na ocasido do estudo qualquer

quadro infeccioso que tivesse um potencial de comprometimento sistémico.

4.8- Critérios de classificacao

Os pacientes foram classificados em dois grupos utilizando os critérios do
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index - SLEDAI (Bombardier et al.,
1992).

Foram considerados como LES inativo (LES (-)) os pacientes com pontuagdo

até cinco pontos e LES ativo (LES (+)) os com pontuacao maior ou igual a seis.
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4.9- Coleta das amostras

No dia em que o paciente compareceu a0 HC-UNICAMP para a coleta dos
exames laboratoriais rotineiramente realizados para o acompanhamento da doenca
utilizou-se a mesma puncdo venosa para a retirada de uma aliquota especifica para a

realizacdo do estudo do anion superéxido (SO).

Os pacientes foram orientados a permanecer em jejum desde as 22:00 horas do

dia anterior, e a ndo realizar exercicio fisico nas 24 horas que antecedessem a coleta.

Os exames de laboratdrio solicitados para controle dos pacientes com LES
foram os seguintes: hemograma, dosagem de complemento sérico (C3 e C4), titulagdo do
anti-dcido desoxirribonucleico (ADNA), titulacdo do fator anti-nicleo (FAN), urina I e

proteindria de 24 hs.

As amostras para o ensaio do SO foram imediatamente encaminhadas e

processadas no laboratério de Biologia Molecular e Cultura de Células do CIPED.

Os demais exames laboratoriais seguiram a rotina do hospital e foram

realizados pelo laboratorio de Patologia Clinica do HC-UNICAMP.

Os resultados dos exames laboratoriais foram anotados em ficha individual;

constam desta ficha os medicamentos em uso e a pontuacdo do SLEDAI (Apéndice 3).

O intervalo miximo de tempo entre a coleta dos exames e a posterior consulta

médica para a avaliacao clinica e pontuacdo pelo SLEDALI foi de 14 dias.

4.10- Determinacio do anion superoxido

De cada paciente estudou-se a liberacdo do anion SO pelos polimorfonucleares
e pelos mondcitos de duas formas, uma espontanea, e outra estimulada pelo forbol miristato

acetato.

Para a determinacdo do SO utilizou-se a técnica de separacdo de leucdcitos
segundo o método de centrifugacdo em gradiente variado de densidade em Ficoll-Hipaque

(Boyum, 1968).
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O primeiro passo foi a separagdo dos leucdcitos do sangue suspenso em
Dextran — T 500, durante 40 minutos, a seguir a suspensdo celular foi lavada trés vezes

(por serem os leucdcitos mais leves, ficam separados acima das hemécias).

Em um tubo coOnico de 15 ml, preparamos uma suspensio de 3 ml de
Histopaque®-1119 e 3ml de Histopaque®-1077; a adicdo do segundo componente foi feita

cuidadosamente a fim de ndo haver mistura entre as solugdes das diferentes densidades.

Foi feita a aspiracao do sobrenadante da suspensdo de células e, suavemente,
transferiu-se 6 ml para o tubo cdnico, deixando-o escorrer pela parede do tubo, a fim de

evitar a mistura dos 3 componentes.

A seguir procedeu-se a centrifugacdo a 700 g durante 30 minutos. Ao término
observou-se a separacdo dos diferentes elementos do sangue. As poucas hemdcias restantes
ficaram no fundo; os polimorfonucleares formaram um anel acima do Histopaque®-1119, e
os mononucleares um anel acima do Histopaque®-1077. O plasma formou o anel mais alto

do tubo apés a centrifugacgao.

O préximo passo foi a separacdo dos mononucleares pela aspiracdo e
transferéncia para outro tubo identificado, sendo o mesmo processo realizado com os

polimorfonucleares que estavam na camada inferior.

Efetuou-se entdo a contagem e célculo da viabilidade celular em uma lamina
com a cAmara de Neubauer. A suspensdo foi ajustada a fim de conter 2x10” células/ml em

solucdo de Hanks, sem célcio, magnésio ou vermelho de fenol.

A liberagcdo de O, pelos polimorfonucleares e pelos mondcitos foi determinada
pelo ensaio da reducdo do citocromo ¢, especificamente inibida pela super 6xido dismutase
(SOD) (McCord e Fridovich, 1969; Dias da Mota et al., 1996). Como ja foi dito foram
estudadas duas formas: a espontanea (leucécitos incubados apenas em solugdo de Hanks) e
a estimulada (leucécitos incubados com forbol miristato acetato 30nM). Metade dos tubos
continham SOD (60 U/ml) no inicio da reagdo, e foram usados como controle para a
reducdo inespecifica do citocromo c¢. A absorbincia da reagdo foi medida no

espectrofotometro a 550 nm nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos. A quantidade de SO
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liberado foi calculada aplicando-se o coeficiente de extingdo de 21.100M™' cm™. Os
resultados em nmol de superoxido/ 1O6células/temp0 de incubacgdo, foram expressos pela
diferenca de absorbancia, ao mesmo tempo de experimento, entre os tubos com e sem a

SOD.

4.11- Analise estatistica dos dados

Utilizou-se inicialmente a Anélise de Variancia (AV) para comparar a liberacdo
do anion SO entre os trés grupos de individuos, para cada um dos quatro tipos de ensaio e

para cada tempo de reacdo, com medidas repetidas.

Na segunda andlise comparou-se os dados obtidos do grupo de pacientes com
LESJ, sem classificd-los quanto a atividade, e os do grupo de individuos controle. Neste

estudo utilizou-se o teste de Mann-Whitney.

A seguir compararam-se os dados do grupo de pacientes com LESJ,
classificados conforme a atividade da doenca, e os dados dos individuos controle. Nesta
andlise dos trés grupos, utilizou-se a Andlise de Variancia. Posteriormente utilizou-se o
teste de Bonferroni para, efetuando as comparagdes multiplas das médias para cada tipo de

ensaio, determinar entre quais grupos e em que instante houve diferencga significativa.

Consideramos o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5- RESULTADOS
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5.1- Dados gerais

Foram estudados 23 pacientes com ldpus eritematoso sistémico juvenil
(3Ma / 20Fe), 17 de etnia caucaséide (Ca) e seis de etnia ndo caucaséide (NCa); a idade de
inicio dos sintomas do LES variou de 1,9 a 13,7 anos; a idade média ao diagndstico de LES
foi de 10,9 anos, sendo o mais tardio aos 16,4 anos. O tempo de acompanhamento dos

pacientes até o instante do ensaio para o anion SO variou de zero até 22,2 anos.

5.2- Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais colhidos concomitantes ao ensaio do anion SO estdo

apresentados no Apéndice 3.

5.3- Atividade da doenca

Os dados clinicos e laboratoriais utilizados na pontuacdo do SLEDAI de cada

paciente sao apresentados no Apéndice 4.

A avaliacido dos pacientes pelos critérios do SLEDALI, classificou 15 (63 %),
que receberam uma pontuagdo de até cinco pontos, como LES inativo (LES (-)) e oito
(37 %) pacientes que receberam uma pontuacdo maior classificados como LES ativo

(LES (+)).

Os dados epidemioldgicos e a pontuagdo do SLEDAI individuais de cada um

dos pacientes estdao apresentados no Apéndice 5.

z

A distribuicdo dos pacientes conforme a classificacio do SLEDAI ¢

apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2- LESJ: Distribuicdo dos dados epidemioldgicos dos 23 pacientes classificados

quanto a atividade de doenca pelo SLEDALI

Dados epidemiologicos inativo ativo
n=15 n=38

sexo (Ma/ Fe) 0OMa/ 15 Fe 3Ma/5Fe

caucasoéide(Ca) / nao caucaséide (NCa) 11 Ca/4 NCa 6 Ca/2 NCa

idade* média do inicio dos sintomas 8,5 (1.9a13,7) 10,3 (8,5a12,3)

idade* média ao diagndstico de LES 8,7 45a16,4) 10,6 (9,9 a12,5)

idade* média ao ensaio 12,4 (6,7 a26,5) 11,42 (11,4a16)

tempo* médio de acompanhamento 2,89 (0a222) 0,8 (0a 6,7)

* anos

Os dados brutos obtidos nos diferentes ensaios estdo apresentados no

Apéndice 6.

5.4- Anadlise global da liberacao de anion SO

Na primeira avaliacdo estudou-se a liberacdo do anion SO nas medidas
repetidas (tempos 0°, 5°, 15°, 25°, 45’ e 60’) para os quatro ensaios realizados, os
polimorfonucleares espontaneos (PME), os polimorfonucleares ativados (PMA), os
mondcitos espontaneos (MOE) e os mondcitos ativados (MOA) nos grupos de pacientes

com LESJ e grupo controle; utilizou-se o método da Andlise de Varidncia.

Observou-se uma diferenca estatistica significativa (p < 0,001) em todas as

variaveis, conforme descrito na Tabela 3.

Resultados

84



Tabela 3- LESJ: Andlise global dos quatro ensaios realizados. Valores de Fv, graus de

liberdade (GL) e probabilidade (p) da Andlise de Variancia.

Variaveis Fv GL p
PME 12,437 5;255 < 0,001
PMA 67,912 5; 220 < 0,001
MOE 13,495 5;250 < 0,001
MOA 75,893 5;250 < 0,001
Fv razdo das varidncias entre e dentre as amostras

GL graus de liberdade

p probabilidade de semelhanca das amostras

Observou-se portanto um comportamento diferente da liberacdo de anion SO

em cada um dos quatro tipos de ensaio.

5.5- Liberacao de anion SO pelos pacientes com LES]J

A seguir analisou-se a liberacdo do anion SO pelos 23 pacientes com LESJ, nas
medidas repetidas (tempos 0°, 5°, 15°, 25°, 45* e 60’) para os quatro ensaios realizados:
polimorfonucleares espontineos (PME), polimorfonucleares ativados (PMA), mondcitos
espontaneos (MOE) e mondcitos ativados (MOA) e, independentemente da atividade da

doenca, comparou-se com a liberacao do anion SO pelo grupo controle.

5.5.1- Polimorfos nucleares espontaneos (PME)

Os resultados obtidos, a média e o desvio padrdo sdo apresentados na Tabela 4.
Observou-se que neste ensaio os PME dos individuos com LESJ apresentaram uma
liberacdo de anion SO sempre menor que a dos individuos controle, mas apenas nos

instantes 45 e 60 minutos a mesma foi significativa. A representagdo estd no Gréfico 1.
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Tabela 4- LESJ: Média (M) e desvio padrao (DP) da liberacdo de anion SO* pelos PME

dos grupos LES e Controle nos diferentes instantes de tempo de incubagao.

Grupo tempo 0’ 5’ 15 25 45’ 60’
LESJ n 22 22 22 23 22 23
M(DP) 0,95 (+0,44) 1,09 (+0,41) 1,32 (+0,60) 1,59 (+0,72) 1,52 (+0,79) 1,63 (+ 0,86)
Controle n 35 34 35 35 35 35
M(DP) 1,14 (+0,52) 1,30 (+0,68) 1,61 (+0,94) 1,64 (+ 1,17) 2,12 (+ 1,30) 2,32 (+ 1,42)
p (Mann-Whitney) ns ns ns ns 0,050 0,047

* em nmol por 10° células

n numero de individuos

nmol/ SO 10° células (PME)

LESJ

5 10 15 =20 25 30 B35 40 45 50 55 60

minutos

Grifico 1-LESJ: Liberagao de anion SO pelos PME dos grupos LESJ e Controle

Resultados

86

CONTROLE



5.5.2- Polimorfos nucleares ativados (PMA)

Os resultados obtidos, a média e o desvio padrdo sdo apresentados na Tabela 5.
Observou-se que neste ensaio os PMA dos individuos com LESJ apresentaram uma
liberacdo de anion SO, nos instantes iniciais, maior que a dos individuos controle; nos
instantes 45 e 60 minutos foi menor, sendo que nos instantes 00, 05 e 60 minutos a

diferenca foi significativa. A representacio estd no Grafico 2.

Tabela 5- LESJ: Média (M) e desvio padrdo (DP) da liberagdo de anion SO* pelos PMA

dos grupos LES e Controle nos diferentes instantes de tempo de incubacao.

Grupo tempo 0 5 15 25’ 45’ 60’
LESJ n 18 18 18 18 18 18
M(DP) 3,39 (+2,29) 7,65 (+3,08) 9,13 (+2,80) 9,58 (+2,71) 10,17 (+ 1,98) 9,69 (+ 2,20)
Controle n 30 29 30 30 30 30
M(DP) 2,34 (+2,27) 4,54 (+3,93) 7,13 (+4,26) 9,16 (+ 3,71) 11,30 (+ 2,53) 11,78 (+2,18)
p (Mann-Whitney) 0,022 0,002 ns ns ns 0,047

* em nmol por 10° células

n numero de individuos

nmol/ SO 10° células (PMA)

14

12 A

10 1

LESJ

(6] CONTROLE

o 5 10 15 =20 =25 30 35 40 45 50 55 60

minutos

Grifico 2- LESJ: Liberagao de anion SO pelos PMA dos grupos LESJ e Controle
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5.5.3- Mondcitos espontaneos (MOE)

Os resultados obtidos, a média e o desvio padrdo sdo apresentados na Tabela 6.
Observou-se neste ensaio que os MOE dos individuos com LESJ apresentaram uma
liberacdo de anion SO sempre menor que a dos individuos controle, e que a mesma foi
significativamente menor em todos os instantes exceto no inicial e aos 15 minutos do

ensaio. A representacdo estd no Gréfico 3.

Tabela 6- LESJ: Média(M) e desvio padrao (DP) da liberacdo de anion SO* pelos MOE

dos grupos LES e Controle nos diferentes instantes de tempo de incubacao.

Grupo tempo 0 5 15’ 25’ 45’ 60’
LESJ n 21 21 21 21 23 23
M(DP) 0,96 (+ 0,45) 0,96 (+0,53) 1,15 (+ 0,47) 1,16 (+ 0,66) 1,29 (+0,85) 1,65 (+ 1,13)
Controle n 34 33 34 34 34 34
M(DP) 1,29 (+0,68) 1,30 (+0,58) 1,38 (+ 0,56) 1,45 (+0,60) 1,69 (+0,62) 1,78 (+ 0,63)
p (Mann-Whitney) ns 0,012 ns 0,048 0,002 0,035

* em nmol por 10° células

n numero de individuos

nmol/ SO 10° células (MOE)

1,81 *

LESJ

8 CONTROLE
(0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

minutos

Grifico 3- LESJ: Liberacdo de anion SO pelos MOE dos grupos LESJ e Controle
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5.5.4- Mondcitos ativados (MOA)

Os resultados obtidos, a média e o desvio padrdo sdo apresentados na Tabela 7.
Observou-se que neste ensaio os MOA dos individuos com LESJ apresentaram uma
liberagdo de 4nion SO maior que a dos individuos controle até o instante 25 minutos do

ensaio, porém em todo o ensaio ndo houve diferenca significativa. A representacao esta no
Griéfico 4.

Tabela 7- LES]J: Média(M) e desvio padrao (DP) da liberacdo de anion SO* pelos MOA

dos grupos LES e Controle nos diferentes instantes de tempo de incubacao.

grupo tempo 0 5 15 25’ 45’ 60’

LESJ n 20 21 21 21 21 21
MMDP) 1,73 (+1,07) 3,18 (+1,88) 4,90 (+2,42) 5,90 (+2,81) 6,74 (+2,78) 7,43 (+3,29)

Controle n 34 33 34 34 34 34

M(@®DP) 1,57 (+1,20) 2,68 (+2,20) 4,33 (+3,38) 5,79 (+3,78) 7,56 (+3,69) 8,64 (+3,68)

P (Mann-Whitney) ns ns ns ns ns ns

* em nmol por 10° células
n nimero de individuos

nmol/ SO 10° células (MOA)

10

LESJ

(0] CONTROLE

0 5 10 15 =20 =25 30 35 40 45 50 55 60

minutos

Grifico 4- LESJ: Liberacao de anion SO pelos MOA dos grupos LESJ e Controle

Resultados

89



5.6- Liberacao de anion SO pelos pacientes com LES]J conforme a atividade de doenca

A seguir avaliou-se a liberacdo de SO obtida pelos 15 pacientes LES inativo,
pelos oito pacientes LES ativo, comparada com a dos 35 individuos Controle (C), nos
diferentes tempos do experimento particularizando cada um de acordo com os quatro tipos

de ensaio realizados.

As Tabelas 8, 10, 12 e 14 apresentam a média e desvio padrdo destes

resultados.

Os gréficos 5 a 8 representam as médias da liberacdo de SO obtidas pelos 15
pacientes LES inativo, pelos oito pacientes LES ativo e a dos 35 individuos Controle (C),

nos diferentes tempos do experimento de acordo aos quatro tipos de ensaio realizados.
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5.6.1- Polimorfos nucleares espontaneos (PME)

Os valores obtidos nos ensaios dos PME sio apresentados na Tabela 8 e a

representacao destes resultados estd no Gréfico 5.

Tabela 8- LESJ: Média(M) e desvio padrao (DP) da liberacdo de anion SO* pelos PME

nos trés grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagao.

Grupo tempo 0’ 5 15’ 25 45’ 60’
LES inativo n 14 14 15 15 14 15

MDP) 0,86(+037) 094(+0,32) 1,18(+0,62) 1,49(+0,78) 1,36 (+0,83) 1,50 (+0,92)
LES ativo n 8 8 7 8 8 8

M(MDP) 1,13(+0,53) 1,35(+043) 1,64(+0,47) 1,79(+0,60) 1,81 (+0,70) 1,88 (+0,72)
Controle n 35 34 35 35 35 35

MDOP) 1,14(+0,52) 1,30(+0,68) 1,61(+0,94) 1,64+ 1,17) 2,12 (+1,30) 2,32 (+1,42)
TOTAL n 57 56 57 58 57 58

M(DP) 1,07 (+0,50) 1,22(+0,59) 1,50(+0,83) 1,62(+1,01) 1,89 (+1,16) 2,04 (+1,27)
pAndlise Variancia ns ns ns ns ns ns
* em nmol por 10° células
n nimero de individuos

nmol/ SO 10° células (PME)
2,5
2,01
—— S
& L —— —_— — - — —-—
LESINATI
LESATIVO
.5 . . . . . . . . . . . CONTROLE
(0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
minutos

Grafico 5- LESJ: Liberacdo de anion SO pelos PME nos trés grupos nos diferentes

instantes de tempo de incubacao.
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Neste ensaio observa-se que os resultados obtidos nos trés grupos de individuos
se comportam de maneira semelhante, com um aumento progressivo da liberagdo de SO em

relacdo ao tempo zero.

Para detectar se hé diferenca neste ensaio aplicou-se o teste de Bonferroni para
efetuar as comparagdes multiplas das médias dos trés grupos em cada tempo do ensaio

conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9- LESJ: Teste de Bonferroni para comparagdes multiplas das médias nos trés

grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagdo dos PME.

PME
tempo C X LES (-) C X LES (+) LES (-) X LES (+)
0’ ns ns ns
5 ns ns ns
15° ns ns ns
25° ns ns ns
457 ns ns ns
60” ns ns ns

LES (-) LES inativo; LES (+) LES ativo; C controle
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5.6.2- Polimorfos nucleares ativados (PMA)

Os valores obtidos dos PMA sdo apresentados na Tabela 10 e a representacao

destes resultados esta no Grafico 6.

Tabela 10- LESJ: Média(M) e desvio padrao(DP) da liberacdo de anion SO* células pelos

PMA nos trés grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagio.

Grupo tempo 0’ 5 15’ 25 45’ 60’

LES inativo n 11 11 11 11 11 11
MDP) 3,90 (+2,77) 7,94 (+3,34) 9,72 (+2,27) 10,37 (+ 1,85) 10,64 (+ 1,76) 10,03 (+2,16)

LES ativo n 7 7 7 7 7 7
M@DP) 2,60 (+0,97) 7,20 (+2,81) 8,21 (+3,45) 8,34 (+3,48) 9.43(+2,20) 9,16 (+2,33)

Controle n 30 29 30 30 30 30
M(DP) 2,34 (+2,27) 4,54 (+3,93) 7,13 (+4,26) 9,16 (+3,71) 11,30 (+2,53) 11,78 (+2,18)

TOTAL n 48 47 48 48 48 48

M(DP) 2,73 (+2,31) 5,73 (+3,90) 7,88 (+3,87) 9,32(+3,34) 10,88 (+2,38) 11,00 (+2,39)

p Anilise Variancia ns <0,05 ns ns ns <0,05

* em nmol por 10° células
n nimero de individuos

nmol/ SO 10° células (PMA)

14

LESINATI
LESATIVO
0 . . . . . . . . . . . CONTROLE
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
minutos

Grafico 6- LESJ: Liberacdo de anion SO pelos PMA nos trés grupos nos diferentes

instantes de tempo de incubacao.
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No ensaio dos PMA ao estudar a liberagdo do anion SO observou-se que os trés
grupos apresentaram um aumento da liberacdo de SO em relagcdo ao tempo zero, sendo que
os grupos LES inativo e LES ativo o fizeram de forma mais abrupta que o grupo Controle;
a liberacao de SO pelos pacientes com LES, ativo ou inativo, se estabiliza ao redor dos 15
minutos € a do grupo controle mantém o aumento da liberacio de SO de modo mais

harmonico e ultrapassa a dos outros dois grupos ao redor de 45 minutos.

Ao aplicar o teste de Bonferroni e efetuar as comparacdes multiplas das médias
dos trés grupos em cada tempo do ensaio detectou-se que hd uma diferencga estatistica
significativa no instante 5 minutos entre os grupos LES inativo e o controle, bem como
outra diferenca significativa entre os grupo LES ativo e Controle no instante 60 minutos. A
liberacao de SO foi significativamente maior no instante 5 minutos quando se comparou o
grupo LES inativo com o grupo controle. Também no instante 60 minutos observou-se
maior liberagdo do anion SO no grupo Controle que no grupo LES ativo, conforme

apresentado na Tabela 11.

Tabela 11- LESJ: Teste de Bonferroni para comparacdes mdltiplas das médias nos trés

grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagdo dos PMA.

PMA
Tempo C X LES () C X LES (+) LES (-) X LES (+)
0’ ns ns ns
57 0,036 ns ns
15° ns ns ns
25° ns ns ns
457 ns ns ns
607 ns 0,026 ns

LES (-) LES inativo; LES (+) LES ativo; C controle
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5.6.3- Mondcitos espontaneos (MOE)

Os valores obtidos dos MOE sao apresentados na Tabela 12 e a representacio

destes resultados esta no Grafico 7.

Tabela 12- LES] : Média(M) e desvio padrao(DP) da liberagdo de anion SO* pelos MOE

nos trés grupos nos diferentes instantes de tempo de incubacao.

Grupo tempo 0 5 15’ 25’ 45’ 60’
LES inativo n 13 13 13 13 15 15
M®DP) 092(+0,39) 087 (+047) 098(+041) 097 (+0,52) 1,02(+0,46) 1,51 (+1,26)
LES ativo n 8 8 8 8 8 8
M®DP) 1,05(+0,57) 1,10(+0,62) 1,42(+047) 146(+0,78) 1,80 (+1,16) 1,92 (+1,44)
Controle n 34 33 34 34 34 34
M®DP) 1,29(+0,68) 1,30(+0,58) 1,38(+0,56) 145(+0,60) 1,69 (+0,62) 1,78 (+0,63)
TOTAL n 55 54 55 55 57 57
M®DP) 1,17(+0,62) 1,17(x0,58) 1,29(+0,54) 1,34(+0,63) 1,53(+0,74) 1,73 (+0,95)
p Andlise Variancia ns <0,05 <0,05 ns <0,05 ns
* em nmol por 10° células
n nimero de individuos
nmol/ SO 10° células (MOE)
LESINATI
LESATIVO
CONTROLE

minutos

Grafico 7- LESJ: Liberacdo de anion SO pelos MOE nos trés grupos nos diferentes

instantes de tempo de incubacao.
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No ensaio que avalia os MOE observou-se que o aumento da liberacao de SO
pelos grupos LES ativo e controle é semelhante; a do grupo LES inativo se mantém estdvel
e somente no instante 60 minutos ha um aumento da liberagcdo de SO. A liberag¢do de SO foi
maior nos instantes 5, 15 e 45 minutos no grupo controle que no grupo LES inativo; a
andlise deste comportamento mostra uma diferenca estatistica significativa entre estes dois

grupos nestes instantes do ensaio conforme apresentado na Tabela 13.

Tabela 13- LESJ: Teste de Bonferroni para comparacdes mdltiplas das médias nos trés

grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagdo dos MOE.

MOE
Tempo C X LES () C X LES (+) LES (-) X LES (+)
0’ ns ns ns
57 0,017 ns ns
157 0,018 ns ns
25° ns ns ns
45° 0,047 ns ns
60” ns ns ns

LES (-) LES inativo; LES (+) LES ativo; C controle
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5.6.4- Mondcitos ativados (MOA)

Os valores obtidos dos MOA sdo apresentados na tabela 14 e a representacio

destes resultados esta no Grafico 8.

Tabela 14- LES]J : Média(M) e desvio padrao(DP) da liberacdo de anion SO* pelos MOA

nos trés grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagao.

Grupo tempo 0 5’ 15’ 25 45’ 60’
LES inativo n 14 15 15 15 15 15
MDP) 1,64(+094) 283(+147) 457221) 564x277) 644(2,77) 6,93 (+3,20)
LES ativo n 6 6 6 6 6 6
MDP) 1,90 (+1,42) 4,05H2,61) 575294) 6,55(+3,08) 7,50(+2,92) 8,66 (+3,46)
Controles n 34 33 34 34 34 34
M®DP) 1,57 (+1,20) 2,68 (+2,20) 4,33(+3,38) 579(+3,78) 7,56 (+3,69) 8,64 (+3,68)
TOTAL n 54 54 55 55 55 55
M®DP) 1,63 (+1,15) 2,87 (+2,08) 4,55(3,04) 583(+342) 725(+3,37) 8,18 (+3,56)

p Andlise Variancia

ns

ns

ns

ns

ns ns

* em nmol por 108 células

n ndmero de individuos

nmol/ SO 10° células (MOA)

10

LESINATI

LESATIVO

CONTROLE

minutos

Grafico 8- LESJ: Liberacdo de anion SO pelos MOA nos trés grupos nos diferentes

instantes de tempo de incubacao.

Resultados

97



Neste ensaio observa-se que os resultados obtidos nos trés grupos de individuos
se comportam de maneira semelhante, com um aumento progressivo da liberagdo de SO em

relacdo ao tempo zero.

Ao se aplicar o teste de Bonferroni para efetuar as comparagdes multiplas a fim
de detectar se ha diferenca neste ensaio observou-se que ndao hd nenhuma diferenca

significativa conforme apresentado na Tabela 15.

Tabela 15- LESJ: Teste de Bonferroni para comparacdes mdltiplas das médias nos trés

grupos nos diferentes instantes de tempo de incubagdo dos MOA.

MOA
Tempo C X LES- C X LES+ LES- X LES +
0” ns ns ns
57 ns ns ns
157 ns ns ns
257 ns ns ns
45° ns ns ns
60° ns ns ns

LES (-) LES inativo; LES (+) LES ativo; C controle
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O LES € uma doenga autoimune, caracterizada pela formacdo e deposi¢ao de
imunecomplexos que desencadeiam a liberacdo de mediadores inflamatdrios, estimulando
um afluxo de células como neutréfilos e macréfagos, os quais liberam enzimas proteoliticas

e induzem a producao dos radicais do oxigénio.

A produgdo de SO pelos polimorfonucleares e mondcitos € uma resposta inata
do corpo humano, que ndo depende de um receptor celular especifico; diversos fatores
podem desencaded-la, como um aporte de glicose, as citocinas, 0os compostos contendo
ferro, as imunoglobulinas, os complexos antigeno-anticorpo, as fragdes do complemento e
os leucotrienos (Jones, 1993; Babior, 2000; Dandona et al., 2001; Gougerot-Pocidalo et al.,
2002; Graga-Souza et al., 2002).

Os radicais do O2 sdo liberados com a finalidade de combater e eliminar
microorganismos invasores. A principio € uma agdo benéfica para o organismo, porém
quando produzidos em excesso, ou de forma prolongada, atingem os tecidos
circunvizinhos, lesando-os, atuando como componentes nocivos e importantes em muitas
patologias tais como o enfisema, a aterosclerose, neoplasias e doengas do coldgeno

(Babior, 2000).

Quando hd uma resposta inflamatéria o TNF-a, uma das citocinas liberadas é,
segundo Laudanna et al. (1990), auto-suficiente para estimular a producdo de SO pelos
PMN, independentemente da agdo das fosfolipases e da liberacdo do acido aracdonico.
Miesel et al. (1996) detectaram que os neutrofilos e mondcitos de pacientes com doenga
auto-imune t€ém uma producdo de SO de duas a oito vezes maior que a de individuos
controle, e que esta producdo € diretamente correlacionada com os niveis plasméticos do

TNF-o.

Estudos realizados com polimorfoneutréfilos de pacientes com doencgas
auto-imunes, como a Artrite Reumatdide e a doenca de Behcet observaram uma maior
producdo de SO que a dos grupos controle, e que se os neutréfilos de individuos normais
fossem incubados no soro dos pacientes a produ¢do de SO era incrementada, sugerindo a
existéncia de algum fator estimulador no soro de individuos doentes (Cencetti et al.,1990;

Yoshida et al., 1998).

Discussdo

101



Ha estudos sobre a liberacao do anion SO em pacientes com LES comparada a
liberacao de individuos normais, bem como a comparacdo da liberacdo entre os pacientes
com e sem atividade da doenca LES. Diferente deste nosso trabalho todos analisam a
liberacdo do SO em apenas um momento do ensaio. Os resultados obtidos ndo sido todos
concordes (Bruce et al., 1997; Hashimoto et al., 1982; Niwa et al., 1984; Jiang e Chen,
1992; Marzocchi-Machado et al., 2002).

Em nosso estudo, a primeira andlise avaliou se houve diferenca na liberacdo do
anion SO entre o grupo de pacientes com LESJ e o grupo controle, para cada um dos quatro

tipos de células.

Ao analisarmos os PME observou-se que a liberacdo do anion SO pelo grupo
dos pacientes foi sempre menor que a do grupo controle, apresentando diferenca

significativa apenas nos instantes 45’ e 60° do ensaio (Grafico 1).

Porém ao analisarmos a liberacdo pelos PMA observou-se que a liberacao do
anion SO pelo grupo dos pacientes foi maior que a do grupo controle do instante 0’ até o
instante 25°, tornando-se, a seguir, menor nos outros dois instantes; detectou-se diferenca

significativa nos instantes 0’, 5’ e 60’ do ensaio.

No ensaio dos mondcitos espontaneos o comportamento foi semelhante ao dos
polimorfos espontaneos, sendo a liberacdo do anion SO sempre menor no grupo dos
pacientes com LESJ do que no grupo controle, tendo havido diferencga significativa nos

instantes 5°, 25°, 45° e 60’ do ensaio (Grafico 3).

Ao analisar a liberacdo pelos mondcitos ativados observou-se que neste ensaio
a liberagao de anion SO pelo grupo de pacientes com LESJ tendeu a ser maior desde o
instante zero até o instante 25°, passando a tendéncia de ser menor nas duas ultimas
mensuracdes do ensaio. Neste ensaio, porém, ndo foi detectada nenhuma diferenca

significativa.

Na andlise global dos resultados observou-se que nos ensaios com células
espontaneas a liberacao do anion SO pelos pacientes com LESJ sempre tendeu a ser menor

que a do grupo controle. Uma possivel explicagdo é a de que neste estudo o nimero de
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pacientes ativos, oito, é praticamente a metade do dos inativos, quinze, e que destes nove
utilizavam medicamentos a fim de controlar a atividade inflamatoria, fato que, concorde a

Miesel et al. (1996), pode ter influenciado os resultados desta maneira.

A mesma andlise global quando aplicada aos ensaios com as células ativadas
revela que a liberacdao de anion SO pelo grupo de pacientes com LESJ tende a ser maior
que a do grupo controle, independente do tipo de célula do ensaio, desde o instante 0’ até o
instante 25°, e que nos ultimos dois instantes a liberagdo € menor. Este comportamento €
melhor visualizado no grafico dos polimorfoneutréfilos (Grafico 2) do que no dos

mondcitos (Grafico 4).

A maior liberagdo nos instantes iniciais do ensaio, com posterior diminui¢ao
poderia ser o resultado de uma maior reserva de NADPH pelos polimorfoneutréfilos e
mondcitos dos pacientes com LESJ que, talvez devido ao estado inflamatério quando
estimulados com o forbol miristato acetato responderam de maneira sibita, mimetizando a
denominada “explosdo respiratéria”; e que, com o decorrer do ensaio, consumiram as
reservas de modo mais rdpido, acarretando uma menor liberacdo nos instantes finais do

mesmo.

A producio de SO também foi estudada por Sambo et al. (1999) na Esclerose
sist€émica onde o comprometimento vascular tem papel fundamental no desenvolvimento da
doenca; os autores observaram que hd uma maior producio de SO pelos pacientes com esta
doenca que em individuos controle e individuos com apenas o fendmeno de Raynaud
primdrio. Interessante ressaltar que quando os mondcitos eram estimulados pelo forbol
miristato acetato (FMA) a producdao de SO dos pacientes tornava-se menor que a dos
controles, talvez indicando que nos pacientes com atividade inflamatéria os mondcitos
estejam em um estado de estimulacdo persistente, sem capacidade de reserva, e incapazes
de responder, com aumento da producdo de SO, a um outro estimulo excitatério

(Sambo et al., 1999).

No presente trabalho este comportamento também foi encontrado, pois quando
se estudou a liberagdo do anion SO utilizando-se os PMA, observou-se que houve uma

rdpida subida da média da liberacdo de SO no grupo dos pacientes aos 5 minutos,
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expressando a explosdao respiratéria, seguida de um discreto aumento nos tempos
subseqiientes, ao passo que a média da liberacdo de SO dos individuos controle apresentou
uma subida lenta e gradual, ultrapassando a dos pacientes no instante 45 minutos de

incubacao (Gréfico 2).

A seguir nosso estudo avaliou a libera¢do do anion SO classificando o grupo de
pacientes em dois subgrupos, conforme a pontuacio do SLEDAI, em um grupo sem
atividade se a pontuacdo era menor ou igual a cinco e outro com pontuagdo maior que

cinco. Semelhante ao procedimento anterior analisamos os quatro tipos de ensaio.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada na liberagdao de SO nos ensaios
dos PME, sendo que a mesma foi menor no grupo sem atividade que no grupo com
atividade, tendo esta ultima apresentado um comportamento muito semelhante ao grupo

controle como pode ser observado no Gréfico 5.

No ensaio com 0os PMA, observou-se que a liberacao do anion SO dos pacientes
do grupo sem atividade foi significativamente maior que a do grupo controle apenas no
momento 5 minutos do ensaio, ndo ocorrendo diferenca no momento zero como a detectada
quando o grupo de pacientes foi analisado na totalidade. Esta discordancia provavelmente é
devida ao nimero pequeno de pacientes do subgrupo que influenciam aumentando o desvio
padrdo. A outra diferenca detectada, semelhante ao ensaio com apenas dois grupos, ocorre
no momento 60 minutos sendo que houve maior liberagdo pelo grupo em atividade que o

grupo controle (Gréfico 6).

Quando se estudou a liberacdo do anion SO utilizando-se os MOE, observou-se
que houve um aumento lento e progressivo da mesma, e que foi semelhante nos grupos
LES ativo e grupo controle, sendo que a do grupo com LES inativo se manteve
praticamente estdvel e, somente no instante 60 minutos ocorreu um aumento significativo
da liberacdo de SO. A andlise estatistica destes dados demonstrou que a liberacdo de SO
pelo grupo controle € significativamente maior que a do grupo LES inativo nos instante 5,
15 e 45 minutos (Gréfico 7). Este dado poderia refletir que no paciente inativo os
mondcitos t€m uma menor resposta inflamatdria, seja espontaneamente, seja pelo efeito do

tratamento, acarretando uma menor liberacao de radicais SO.
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A liberacdo SO pelos MOA nido apresentou nenhuma diferenca significativa
neste ensaio (Grafico 8). Observou-se que no ensaio dos mondcitos espontaneos a liberagao
de SO tendeu a ser maior no grupo controle, este fato poderia sugerir que o estimulo com
forbol miristato acetato (FMA) tem menor efeito sobre os mondcitos dos individuos
controle que nos dos pacientes com LES; ou que os mondcitos dos pacientes com LES sao
mais susceptiveis ou influencidveis que os dos individuos controle ao FMA, e que este
estimulo € importante a ponto de igualar a liberacdo de SO pelos mondcitos dos pacientes a

dos individuos controle.

A producdo de SO também € influenciada pelas plaquetas, pelo Fator Ativador
das Plaquetas (PAF) e pela trombina (Stewart et al., 1990). Moon et al. (1990) estudaram a
acdo destes fatores na geracao de SO por neutréfilos humanos e de ovelhas, e avaliaram que
esta producao necessita do contato das plaquetas com os PMN e que € dependente ndo s6

da presenca de trombina e de plaquetas, mas também da relaciao plaquetas/PMN.

Segundo Quismorio Jr (1997) nos individuos com LES, as plaquetopenias
ocorrem entre 7 € 52% e as leucopenias ao redor de 50% e nem sempre sao concomitantes.
No presente estudo, no instante do ensaio, nenhum paciente apresentava plaquetopenia.
Dentre os oito pacientes em atividade um apresentava leucopenia, dois leucopenia e
linfopenia e, um quarto, apresentava apenas linfopenia. Estas alteracOes quantitativas
celulares, ou relagdo numérica intercelular talvez possam ter influenciado a liberagdo de SO

nestes ensaios.

Nielsen et al. (1998) analisando o comportamento das hemécias de pacientes
com LES detectaram que elas ttm uma menor capacidade de proteger os leucdcitos da
opsonizagdo pelos imunecomplexos do que as hemdcias de individuos normais, fato que

favoreceria a geracdo de SO.

Outra possivel interferéncia na produ¢do de SO € a proteina C reativa (PCR),
que pode estar aumentada no soro de pacientes com doenca ativa. Este componente sérico
ao se ligar aos neutréfilos, exerce nestes uma acao inibitoria na produgdo de SO (Dobrinich
e Spagnuolo, 1991). Nesta casuistica dois pacientes com LES inativo e metade dos com

LES ativo apresentavam a PCR em niveis superiores ao da normalidade, podendo ser este
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um dos fatores que explique o fato de ndo se ter encontrado aumento significativo da
liberacdo de SO nos pacientes em atividade. Este dados poderiam ser discordantes dos
apresentados em um estudo de Miesel et al. (1996) no qual ndo foi detectada nenhuma
interferéncia dos niveis séricos da PCR com a liberacdo de SO. Cabe ressaltar que nenhum
dos pacientes, dos dois grupos, no instante da coleta apresentava quadro infeccioso

associado, pois foi critério de exclusio, o que poderia, também, alterar a PCR.

A deposicdo dos complexos imunes nos tecidos promove a liberagdo de
enzimas proteoliticas, que induzem a explosdo respiratéria ocasionando um incremento na

liberagdo de radicais do oxigénio como o SO.

Esta resposta inflamatéria normal, como ja foi dito, é perpetuada no LES, pois a
fonte de antigenos, o proprio individuo, € perene, formando um ciclo vicioso que na imensa
maioria das vezes tende a se retro alimentar. E de se esperar que quanto maior atividade

inflamatdria, maior seja a producao e liberacao dos radicais do O2.

Hashimoto et al. (1982) em um trabalho pioneiro estudaram o aumento da
capacidade de producdo de SO pelos neutréfilos de individuos normais quando incubados
em soro de pacientes lipicos. Neste amplo estudo os autores analisaram a liberagdo de SO
destes neutréfilos comparando esta liberacdo ndo apenas quando incubados em soro de 31
pacientes lipicos, mas também no de 20 pacientes com sindrome de Felty, no de 24 com
artrite reumatodide e no de 34 individuos sadios utilizados como controle. Por sua vez, os
pacientes lupicos foram divididos em dois grupos, um de 19 pacientes classificados como
em atividade e o outro de 12 inativos; foi considerado como ativo o paciente que

apresentasse pelo menos um sistema organico acometido.

Os autores observaram que apenas no grupo com atividade houve uma maior
liberacdo estatisticamente significativa (p < 0,001) de SO quando comparada a do grupo
controle. No entanto, diferente deste presente trabalho, Hashimoto et al. (1982) utilizaram
apenas parametros clinicos para classificar os pacientes quanto a atividade do LES, visto
que a época da realizacdo daquele trabalho ndo se dispunha de critérios padronizados de
atividade da doenca. A metodologia empregada pode ser o motivo da diferenca dos

resultados obtidos, pois se seleciondssemos os pacientes de Hashimoto et al. (1982),
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utilizando os critérios de atividade do SLEDAI, selecionar-se-iam aqueles com franca
atividade da doenca. Outro dado relevante que deve ter influenciado nos resultados € o fato

de que o nimero de pacientes em atividade, 19, era maior que o dos sem atividade, 12.

Outro estudo, realizado por Niwa et al. (1984), mostrou um aumento da
liberacao de radicais do O2 em seis pacientes com LES ativo e ndo medicado, quando
comparados a 14 pacientes com vdrios processos infecciosos, suficientemente graves para
promover uma resposta imune, observada no hemograma como leucocitose maior que
15.000/mm’ e de neutrofilia maior que 70%; a liberacdo de SO deste grupo de pacientes

infectados era, por sua vez, maior que a de 10 individuos sadios estudados como controles.

Jiang e Chen (1992) analisaram a atividade da enzima SOD em hemadcias de
pacientes com LES, divididos em trés grupos de atividade da doenga, e a compararam com
a de 29 individuos controle; detectaram que nos pacientes com LES a atividade da SOD
estava diminuida e concluiram que h4 uma correlacio direta da atividade da doenca com a

producdo de SO.

Waszczykowska et al. (1999) realizaram uma pesquisa em 63 pacientes com
LES nos quais estudaram os niveis séricos de IL-6, IL-10, TNF- alfa e a produgdo de SO.
Observaram que havia uma correlagao diretamente proporcional de todos estes pardmetros

com a atividade da doenca.

Os pacientes ldpicos apresentam uma maior morbidade e mortalidade em
relacdo aos processos infecciosos, independente do estado de atividade da doencga e da
utilizacdo de corticosterdides; porém esta susceptibilidade sofre influéncia e tem correlagao
direta com o grau de imunossupressdo provocada pelos medicamentos utilizados

(Ginzler, 1997).

Dentre os mecanismos de defesa, sdo citados como possiveis causas de maior
susceptibilidade a infeccdes dos pacientes lipicos as deficiéncias do sistema complemento,

da quimiotaxia e da atividade fagocitaria dos PMN.

Yu et al. (1989) estudaram a atividade fagocitaria de 23 pacientes com LES e
avaliaram, além da producdo do TNF - a, a producdo de SO. Detectaram que a fagocitose

dos PMN de pacientes lupicos, € menor que a do grupo controle, e que a producdo de anion
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SO € igual. O estudo avaliou 23 pacientes (1Ma:22Fe) com LES, com idade variando de 15
a 47 anos; nove deles em uso de prednisona, oito estavam sendo medicados com associagao

de prednisona e azatioprina e os seis restantes estavam sem medicagao.

Os autores encontraram uma significativa diminui¢do da fagocitose dos PMN
dos individuos lupicos, independentemente do esquema terapéutico, bem como nos nao
medicados, quando comparada a fagocitose do grupo controle. Este achado poderia ser uma
explicacdo do fato de haver maior susceptibilidade a infec¢des pelos pacientes ldpicos.
Detectaram entretanto que a capacidade de liberacio de SO ndo apresentou diferenca
estatistica entre o grupo de pacientes com LES, ativo ou inativo, independentemente

também se tratados ou ndo e a do grupo dos individuos controle.

Ao estudar os MO Yu et al. (1989) demonstraram que apesar de haver um nivel
sérico aumentado de TNF-a nos pacientes ldpicos estas células, in vitro, produziam uma

menor quantidade desta citocina que o grupo controle.

Frente a estes dados os autores sugeriram que in vivo poderia haver um fator de
estimulo constante para a produc¢do de TNF-a, e que, quando in vitro, o estimulo cessaria,

ou que no ensaio a adicdo de PMA poderia ocasionar uma inibi¢do desta producdo.

Interessante experimento foi feito pelos autores quando acrescentaram o
TNF-a, um potente indutor da resposta inflamatdria e da fagocitose, no ensaio dos PMN e
observaram que a atividade fagocitdria, mensurada pela producdo de SO, nao
significativamente diferente entre os grupos controle e ldpicos, bem como nos lipicos
estimulados ndo atingiu os valores normais do grupo controle. Yu et al. interpretaram que
esta resposta poderia ocorrer devido a um estado de menor sensibilizacio dos PMN no
experimento apos a hipersensibilizagdo in vivo ou, semelhante aos MO, haveria algum fator

inibidor no ensaio.

Os achados acima referidos quanto a producao de SO pelos PMN de pacientes
lupicos sdo semelhantes aos observados neste atual trabalho, e as possibilidades

anteriormente cogitadas podem também aqui ser aventadas.
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Segundo Ginzler (1997) ha uma maior morbidade e mortalidade, em relagdo aos
processos infecciosos, dentre os pacientes lupicos, levando esta intercorréncia a um estado

de maior atividade inflamatdria e possivel interferéncia na producdo do anion SO.

No instante deste estudo ndo houve nenhum paciente com quadro infeccioso,
porém posteriormente uma paciente faleceu devido a uma pneumonia que evoluiu em
menos de 24 horas para choque séptico; a andlise da liberacdo de SO desta paciente, em

todos os ensaios, nio detectou nenhuma tendéncia a niveis mais baixos de SO.

Outros autores, partindo do fato de que pacientes com sindrome de Down
apresentam maior susceptibilidade a infeccdes, estudaram em 12 individuos (7Ma:5Fe)
com a trissomia do cromossomo 21, com idade variando de 9 meses a 12 anos, a
capacidade de producdo de SO. Os autores observaram que nestes a liberacao foi menor
que nos 20 individuos do grupo controle; este achado poderia ser uma das explicacdes do
maior nimero de infec¢des em pacientes acometidos com a sindrome que na populagdo
normal; no grupo de pacientes com a sindrome também foi detectada uma menor atividade

da enzima SOD (Gabbianelli et al., 1993).

De La Fuente et al. (2001) avaliaram em 60 pacientes (3Ma:57Fe) com LES
vérios aspectos do mecanismo da imunidade nao especifica, dentre os quais a capacidade de
resposta dos leucécitos na explosao respiratoria. Dos 60 pacientes, 18 estavam em atividade
e 42 inativos da doenca. Os autores observaram que, embora ndo significativa, havia uma
tendéncia a diminui¢do da produc¢do dos radicais do oxigénio nos leucdcitos dos pacientes
com LES quando comparados ao grupo controle de 35 individuos, e que esta tendéncia era
independente do estado de atividade da doenca ou do tratamento prescrito. Dos 18
pacientes em atividade, 17 estavam em uso de prednisona associada ou ndo a drogas
imunossupressoras; dentre os 42 pacientes inativos, 22 estavam sendo medicados com

prednisona.

Marzocchi-Machado et al. (2002) estudando os mecanismos de clareamento dos
complexos imunes formados durante a resposta imunoldgica analisaram dentre outros a
importancia de dois receptores, o da fracdo Fc da IgG (RFcy) e o do complemento (RC), na
funcdo fagocitdria de neutréfilos de pacientes com LES, particularmente no da explosao

respiratoria.
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Deste interessante estudo participaram no total 95 pacientes, todos utilizando
apenas baixas doses de corticosterdides. Foram classificados em um subgrupo de ativos e
outro de inativos pelo sistema do SLEDALI utilizando valores menores que trés com ponto
de corte; 54 foram classificados como ativos, 41 como inativos e 42 voluntarios sadios
constituiram o grupo controle. No estudo particular dos RFcy e RC o experimento foi
realizado com 26 pacientes em cada grupo de LES e 33 no controle. Foi observada uma
significativa diminui¢ao na explosao respiratéria pelos neutréfilos dos pacientes com LES
ativo, comparada a do grupo controle, quando esta resposta era mediada por estes dois
receptores, ndo havendo nenhuma diferenca entre o grupo inativo com os outros dois
grupos. Os autores formularam as hipéteses de que talvez haja uma menor expressao ou
uma disfuncdo destes receptores na membrana dos neutréfilos de pacientes com LES em
atividade, ou ainda um deficiente acoplamento do complexo imune com o complemento de

pacientes com LES em atividade.

Marzocchi-Machado et al. (2002) finalizam o trabalho sugerindo que as
alteracdes nestes receptores sdo mais responsaveis pela diminui¢do da explosao respiratdria

de neutréfilos de pacientes com LES em atividade que os baixos niveis de complemento.

Diferente ao relatado neste ultimo trabalho os dados obtidos no ensaio dos
PMN espontineos nao demonstraram em nenhum momento uma diferenga significativa
entre os trés grupos, € que a liberacdo do anion SO foi muito semelhante entre os grupos

controle e ativo nos momentos iniciais do ensaio conforme pode ser observado na Tabela 5.

Kurien e Scofield (2003) estudando o soro de 57 pacientes com LES detectaram
uma significativa menor atividade da superéxido dismutase (SOD) nestes pacientes quando
comparada a atividade do grupo controle; a SOD converte o O,” em oxigénio (O,), € uma
menor atividade desta enzima poderia levar a um deficiente neutralizagdo do radical com

conseqiiente incremento na leitura no espectrofotometro.

Interessante também a investigacdo que fizeram os autores, partindo do fato de
ser o LES uma doenca em que ha producdo exacerbada de auto-anticorpos, pesquisando a
existéncia de anticorpo anti-SOD no soro destes pacientes; detectaram-no em 50 % dos
pacientes e que esta diferenca em relacdo ao grupo controle era de um aumento

significativo (p < 0,0055).
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Ao analisar os dados obtidos neste trabalho, quando avaliamos os grupos LESJ
e controle, vemos que os dados sdo semelhantes ao relatados por De La Fuente et al.
(2001), quanto a menor producdo de SO pelos leucdcitos de pacientes com LES, bem como

a ndo diferenciacdo da producao entre os com e sem atividade.

Na presente casuistica, no instante da coleta das amostras havia, entre os oito
pacientes com atividade da doenga, cinco que nao utilizavam nenhuma droga, um utilizava
apenas prednisona, outro a utilizava associada a cloroquina e outro paciente utilizava
somente AINH. Dentre os 15 inativos, seis pacientes ndo faziam uso de nenhum
medicamento; sete pacientes faziam uso de prednisona e cloroquina, dois as tomavam em
associacdo (um com azatioprina e o outro com metotrexato); um paciente fazia uso de

prednisona e azatioprina, € apenas um tomava somente prednisona.

A hipoétese de que a liberagdo do SO nos individuos com LES € diretamente
correlacionada com a atividade da doenca nao foi confirmada neste estudo. Nos estudos
comparativos, em cada uma das quatro séries de células, e em cada diferente tempo de
ensaio ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes

ativos e inativos.

No entanto, ao analisar o grifico da liberacdio de SO pelos mondcitos
espontaneos observamos que todas as médias da liberagdo dos pacientes em atividade sao
maiores que a médias dos pacientes inativos. A andlise estatistica ndo define esta diferenca

visual como significativa.

Neste ensaio ao analisar os dados obtidos (Apéndice 6) observa-se que a
variacdo da leitura do experimento dentro do grupo de pacientes em atividade € ampla,
variando de 0,22 a 2,11 no instante 5 minutos, de 0,81 a 3,00 no instante 25 minutos e de
0,86 a 4,50 no instante 45 minutos; o mesmo ocorre no grupo dos pacientes inativos,
variando de 0,06 a 2,05, de 0,26 a 2,15 e de 0,30 a 2,31 respectivamente nos instantes 5 , 25
e 45 minutos. Estes dados, associados ao fato de que a amostra de pacientes em atividade é
pequena, ou seja, de 8 individuos, nos remetem a interpretacdo de que provavelmente
devido ao erro padrdao também ser amplo, o teste estatistico ndo consegue detectar a

diferenga observada graficamente.
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Uma diferenca importante dos demais trabalhos apresentados € que a presente
casuistica € toda de pacientes com LES juvenil. A média da idade dos pacientes ao realizar
o ensaio é de 146 meses (12,12 anos), sendo que a de menor idade tinha 6,7 anos e a de

maior idade 26 anos.

Porém, esta particularidade da faixa etdria ndo parece ter interferido no
resultado. Komatsu et al. (2001), estudando a producdo de SO no periodo neonatal
observaram uma diminuicdo da producdo de SO pelos neutréfilos ndo estimulados dos
recém-nascidos pré termo quando comparada a produgdo dos a termo e a dos adultos; os
recém-nascidos a termo ja conseguem produzi-lo nos mesmos niveis ao dos adultos; ao
estimular a producdo do SO com o FMA o comportamento foi diferente pois os neutréfilos
dos recém nascidos, independente do tempo de gestacdo, produziram menor quantidade de

SO que os dos adultos controle.

Outros trabalhos como os de Perskin e Cronstein (1992) e Biasi et al. (1996)
referem que hd alteracdo na produg¢do do SO pelos polimorfos e mondcitos apenas em
pessoas de idade mais avangada, e, segundo Scott et al. (1990), ha diminui¢do aos 73 anos,

sendo que, segundo Polignano et al. (1994), ela ocorre entre os 86 € 104 anos de idade.

Em um estudo com 34 gestantes e 34 controles Crouch et al. (1995)
pesquisaram a influéncia da gravidez na producdo de SO, e detectaram uma menor
producdo do anion durante a gravidez, sugerindo que este dado poderia explicar em parte o
fato de haver uma remissdo das manifestacdes clinicas nos pacientes com AR durante a
gravidez. O mesmo ndo acontece nas pacientes com LES, nas quais hd um risco, que varia

entre 20 e 60%, de haver uma exacerbacdo da doenca durante a gravidez (Kitidrou, 1997).

Crocker et al. (2000) estudando trés grupos de pacientes, um de pacientes
sauddveis gravidas, outro de pacientes gravidas portadoras de AR e um de pacientes com
AR, mas ndo gravidas, observaram que nos dois grupos de gravidas houve uma diminui¢ao
da producao de SO, sendo que esta atividade voltou ao normal oito semanas apds o parto.
Em outro trabalho realizado com pacientes gravidas foi observado que, em estado de

pré-eclampsia, hd uma diminui¢do da producdo de SO (Crocker et al., 1999).
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Em uma unica paciente desta casuistica poderia ter havido influéncia da
gravidez na produgdo de SO, pois a mesma realizou os ensaios laboratoriais seis meses
ap6s uma gestacdo normal. Se considerarmos o tempo decorrido do fim da gravidez a data
da coleta dos exames veremos que o tempo € muito maior que o definido pelo trabalho de
Crocker et al. (2000). A paciente ndo estava em uso de nenhuma medicacgao, estava clinica
e laboratorialmente compensada, foi classificada como inativa; oito meses mais tarde

retornou com franca atividade da doenca.

As manifestagdes neuroldgicas e ou psiquidtricas tem muita importancia na
metodologia de avaliacdo da atividade do LES pelo SLEDAI (Bombardier et al., 1992).
Nesta casuistica em apenas um paciente foi diagnosticado, pela ressonancia nuclear
magnética, o envolvimento do SNC, que se manifestou clinicamente como quadro
convulsivo. Quanto aos quadros psiquidtricos do LES, cuja incidéncia gira ao redor de
17 %, s@ao de diagndstico mais dificil (Shapiro, 1997; Marini e Costallat, 1999). Durante o
transcorrer deste estudo ndo se detectou nenhuma alteragdo psiquidtrica, especialmente a
psicose, que pudesse influir nos resultados obtidos, pois segundo Melamed et al. (1998),
que analisaram a produgdo de SO pelos neutréfilos de 29 pacientes com esquizofrenia

observaram que, quando comparada a de 17 individuos controle, a mesma era aumentada.

Outro fator que pode alterar a produgdo de SO € o estado nutricional do
individuo. Cederholm e Gyllenhammar (1999), na Suécia, estudaram a produgdo de SO em
19 pacientes desnutridos com patologia cronica e com idade média de 75 anos que tinham o
indice de massa corporal (IMC) menor que 17,1; encontraram producdo 55% menor que a
de individuos eutréficos da mesma faixa etdria e, ao instituir uma suplementacio a dieta
dos desnutridos estes, apos trés meses, incrementaram a capacidade de gerar SO a niveis

préximos aos dos controles.

Uma das manifestagdes clinicas do LES € o emagrecimento dos pacientes,
detectado por Marini e Costallat (1999) em 30% dos casos; € uma doenga consumptiva na
qual colaboram o processo inflamatorio, liberando citocinas como o TNF a, associadas a
certa anorexia geralmente presente nestes individuos. Apesar de haver pacientes em franca

atividade da doenca nesta casuistica ndo se observou nenhum paciente desnutrido.
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Nao se pode deixar de comentar os efeitos dos medicamentos utilizados no

tratamento do LES sobre a geragdo de SO.

Mur et al. (1997) estudaram 21 pacientes com AR analisando a influéncia de
vdrias citocinas e as alteragdes da medicacdo na geracdo de SO comparados a 9 individuos
controle. Observaram que todas as citocinas incrementavam a sua producdo, sendo o
TNF-alfa o mais potente estimulador, € que os medicamentos a diminuiam. Outro dado
interessante neste trabalho € o de que os autores ndo puderam estabelecer nenhuma
correlacdo entre a liberagcdo de SO e os dados clinicos ou o tratamento instituido; embora o
trabalho tenha sido efetuado em outra doenca reumdtica, os achados sao semelhante ao

ocorrido com o presente estudo.

Dentre o grupo de medicamentos utilizados no LES, os corticosterdides, atuam
nos tecidos em diferentes niveis, exercendo uma ac¢do antiinflamatéria interferindo nos

neutréfilos, mondcitos, linfécitos e citocinas (Quismorio, 1977).

Segundo Lomas et al. (1991), que estudaram o efeito da dexametasona na
funcdo de neutr6filos humanos, detectaram que este se inicia duas horas apos a tomada do
farmaco, se mantém durante os trés primeiros dias e retorna ao normal sete dias apds a
ultima tomada. Uma de suas maneiras de acdo ocorre quando o firmaco entra na célula,
migra para o nucleo e induz a transcricio de mRNA para genes que codificam a proteina
inibidora da fosfolipase A, necessdria para o metabolismo dos fosfolipides liberados pela
agressdo a membrana celular, com conseqiiente diminui¢do do 4cido aracddnico, que € o
substrato para, através da acao das ciclo e lipooxigenases, a formacao das prostaglandinas e

dos leucotrienos que sdo importantes agentes pré-inflamatérios.

Segundo Davenpeck et al. (1998), altas doses de corticosterdides influenciam as
fungdes dos neutréfilos diminuindo a expressdao das moléculas de adesdo, a liberagdo de
lisozimas e a geracao de anion SO. Outros trabalhos como o Uemeki e Soejima (1990), que
avaliaram a interferéncia da hidrocortisona na produgao de SO pelos neutréfilos, e o de
Macconi et al. (1993) que estudaram a agdo da metilprednisolona na produgdo de SO em

pacientes com vasculite, ambos detectaram uma diminuicdo da produgdo de SO.
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Miesel et al. (1996) relatam que a producdo de SO por pacientes com doenga
autoimune € significativamente maior que a de individuos normais e que os corticosterdides
utilizados no tratamento, inibindo a NADPH oxidase, promovem uma diminui¢do desta

producio.

Neste trabalho havia 11 pacientes, 2 com atividade e 9 inativos, que utilizavam
prednisona em dose unica matinal, inferior a 1 mg/kg/dia no instante do ensaio do SO;
nenhum havia sido submetido a pulso de metilprednisolona nos ultimos 6 meses. Ao
analisar os valores absolutos obtidos nos ensaios nao se verificou nenhuma tendéncia destes
pacientes a apresentar valores de SO em niveis inferiores aos que ndo utilizavam

corticosteroides.

Outra influéncia nos resultados pode ser atribuida aos antimaldricos; oito
pacientes os utilizavam, seis inativos e dois em atividade, sendo que os mesmos podem
afetar a resposta imunoldgica, alterando o pH e inibindo os receptores e efetores celulares,
inibindo a liberac¢do do anion SO (Hurst et al., 1986; Miyachi et al.,1986; Hurst et al., 1987,
Hurst et al., 1988; Salmon et al., 1990).

Cabe lembrar que também a Azatioprina pode ter influenciado os resultados
obtidos, diminuindo a liberacdo do SO, ainda que apenas dois pacientes a utilizassem no

momento do experimento.

Outros fatores descritos que eventualmente poderiam ter interferido na
producdo de SO como a hipoglicemia diminuindo ou a subita hiperglicemia aumentando
sua producdo (Dandona et al., 2001), a auséncia de repouso aumentando-a
(Pyne et al. 2000), ou um quadro infeccioso aumentando-a também (Shih, 1999), foram

devidamente controlados pela metodologia empregada.

Neste trabalho ndo se detectou nenhuma diferenca significativa na liberacdo de
SO

dos 23 pacientes com LESJ classificados em 2 subgrupos, com e sem atividade.
Embora o nimero de pacientes fosse pequeno, outros trabalhos desenvolveram suas

pesquisas em amostras em que participaram apenas seis (Niwa et al., 1984) ou sete
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pacientes (Yoshida et al., 1998) e outros com 31 (Hashimoto et al., 1982) ou 33 pacientes
(Yu et al, 1989) além de maiores amostragens com 60 pacientes (De La Fuente
et al., 2001). No entanto este € o tnico trabalho que estudou a liberacao de SO em pacientes

com LES juvenil.

A andlise da liberacio de SO pelos mondcitos ativados e pelos
polimorfonucleares espontaneos mostrou resultado semelhante tanto nos dois grupos de

pacientes com LES ativo e inativo como no grupo controle.

Nos ensaios dos mondcitos espontaneos e dos polimorfoneutréfilos ativados
houve diferenca significativa da liberacao de SO entre o grupo controle e o grupo de lipus

inativo e ativo, porém nenhuma diferenca entre os dois grupos de pacientes ltipicos.

Visto ndo haver detectado correlagdo entre a atividade de doenga e liberagdo do
anion SO, o que poderia ser esperado porque quanto maior a atividade da doenca maior é o
processo inflamatério, submetemos os dados obtidos a outra andlise estatistica para

descobrir se, com outra metodologia, encontrariamos alguma diferencga significativa.

Utilizamos o teste de Mann-Whitney, mantendo o nivel de significancia

p < 0,05.

Foram analisados os dados brutos dos trés grupos, para cada tipo de célula e

para cada tempo do ensaio, fazendo a comparagdo entre grupos de dois a dois (Apéndice 7).

No ensaio dos polimorfoneutrofilos espontaneos houve diferenga estatistica
significativa nos instantes 0, 15, 45 e 60 minutos quando comparamos 0s grupos controle e
lipus inativo (Tabela 21) e nos instantes 5 e 15 minutos entre os grupos lipus ativo e ldpus

inativo ( Tabela 23).

No ensaio dos polimorfoneutréfilos ativados houve diferenca estatistica
significativa nos instantes 0, 5 e 60 minutos quando comparamos os grupos controle e lipus
inativos (Tabela 24), e nos instantes 5 e 60 minutos quando comparamos 0s grupos controle

e lipus com atividade (Tabela 25).
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No ensaio dos mondcitos espontaneos houve diferenca estatistica significativa
nos instantes 5, 15, 25, 45 e 60 minutos quando comparamos os grupos controle e lipus
inativos (Tabela 27), e nos instantes 15 e 45 minutos ao compararmos os grupos lipus ativo

e ldpus inativo (Tabela 29).

No ensaio dos mondcitos ativados ndo detectamos nenhuma diferenca

estatistica significativa em nenhum instante das trés comparagdes (Tabelas 30, 31 e 32).

Nesta segunda metodologia observamos mais diferencas estatisticas

significativas que com o método anterior (Tabelas 21, 23, 24, 25, 27 e 29).

Focando apenas a comparacdo entre os dois grupos de pacientes lupicos
observamos que no ensaio dos polimorfonucleares espontaneos (Tabela 23) o grupo dos
pacientes inativos apresentou uma média de liberacdo do anion SO menor que a média dos
com atividade nos instantes 5 e 15 minutos. No ensaio dos mondcitos espontaneos, de
modo semelhante, a média da liberagdo foi maior no grupo em atividade que a do grupo

inativo nos instantes 15 e 45 minutos (Tabela 29).

Com estes ultimos resultados obtidos, buscando detectar uma diferenca mais
significativa, utilizamos novamente o método de Mann-Whitney, com o mesmo nivel de
significancia, porém reclassificando os pacientes; consideramos como lipus inativo aqueles
com a pontuacdo do SLEDAI menor ou igual a quatro. Aplicando este critério apenas um
paciente mudou a classificagdo para ativo, ficando o grupo com lipus em atividade com
nove pacientes. A andlise estatistica ndo detectou diferenca importante quando comparada

aos resultados anteriores.

Em conclusdo, frente aos resultados obtidos podemos afirmar que no ensaio dos
polimorfoneutréfilos ativados hd uma liberacdo significativamente maior do anion SO do
grupo dos LESJ inativos que na do grupo controle nos instantes iniciais do experimento, a
denominada explosdo respiratdria; hd uma liberacdo significativamente maior do anion SO
no grupo controle que no grupo dos LESJ em atividade no instante final do experimento.
No ensaio dos mondcitos espontaneos hd uma maior liberacdo do anion SO pelo grupo
controle que pelo grupo LESJ sem atividade, e que esta € significativa em trés momentos

do experimento.
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Nao detectamos diferenca na liberacdo de SO entre os grupos de pacientes

lupicos ativos e inativos.

Os testes de Mann-Whitney empregados secundariamente podem sugerir uma
tendéncia dos resultados. Estes dados estatisticos, associados a grande amplitude dos
valores obtidos na leitura da liberacdao do SO, sugerem um estudo posterior, com casuistica
ampliada ou, ainda melhor, que de cada paciente se obtenha uma aliquota de sangue nos
diferentes estados de atividade da doenca, utilizando-o desta forma como seu préprio

controle.
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7.1- Liberacao de anion SO pelos pacientes com LES]J

A liberacido espontanea do anion SO pelos polimorfoneutréfilos e mondcitos
dos pacientes com LESJ foi significativamente menor que a dos individuos controle em

alguns instantes.

A liberagao estimulada do anion SO pelos polimorfoneutréfilos dos pacientes
com LESJ foi significativamente maior nos instantes iniciais € depois menor que a dos

individuos controle. A dos mondcitos estimulados foi igual.a dos controles.

A liberac¢do estimulada do anion SO pelos mondcitos dos pacientes com LESJ é

igual a dos individuos controle.

7.2- Liberacao de anion SO pelos pacientes com LES] classificados quanto a atividade

da doenca

A liberacdo espontanea do anion SO pelos polimorfoneutréfilos dos pacientes

com LESJ independe do estado de atividade da doenga e € igual ao do grupo controle.

A liberacdo espontinea do anion SO pelos mondcitos dos pacientes com LESJ
inativo € igual a dos pacientes com LESJ ativo; € menor que a dos individuos controle

sendo significativa em alguns instantes.

A liberagdo estimulada do anion SO pelos polimorfoneutréfilos dos pacientes
com LES]J inativo € significativamente maior nos instantes iniciais que a do grupo controle;
a dos pacientes com LESJ ativo € significativamente menor nos instantes finais que a dos

individuos controle.

A liberacao estimulada do anion SO pelos mondcitos dos pacientes com LESJ

independe do estado de atividade da doenca e € igual ao do grupo controle.
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ANEXO 1

SLEDAI - sYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS DISEASE ACTIVITY INDEX

Paciente: HC _._ . -__
|PESO | P ‘ Manifestacdo ‘ Definigdo
| 8 | |C0nvulséo |In1’ci0 recente. Excluida causa metabdlica,infecciosa ou drogas.
8 Psicose Alteracdo comportamental, percepcdo da realidade, alucinagdes, incoeréncias, raciocinio ilégico, catatonia.
Excluidas as metabdlicas, infecciosas e as causadas por drogas.
Sindrome Oreanica Cerebral |Alteracdo das fungdes mentais, orientacdo, memoria, func¢ao intelectual, perda da memoria, alteracdes da fala,
8 g / a¢ GOES ¢ ¢ p ¢
insOnia, sonoléncia diurna, alteracdes psicomotoras. Excluidas as metabdlicas, infecciosas e as causadas por drogas.
8 Disturbio visual Alteracdes retinianas. Corpo citdide, hemorragia, exsudatos neurite. Sem hipertensdo ou infec¢ao.
¢ P g p ¢
| 8 | Acometimento nervo craniano |Inici0 recente de acometimento de nervo craniano.
| 8 |Cefa1éia ldpica |Severa e persistente. Pode ser semelhante & enxaqueca.
| 8 | Acidente Vascular Cerebral |Evento novo. Excluida aterosclerose.
| 8 |Vasculite |ﬁlceras, gangrena, nédulos, infarto periungueal.
| 4 | Artrite |Mais que duas articulagdes dolorosas e inflamadas.
Miosite Dor ou fraqueza de musculatura proximal com enzimas musculares aumentadas. Eletroneuromiografia alterada ou
4 q p g
bidpsia muscular.
| 4 |Cilindros urindrios |Cilindros hemiticos ou leucohematicos.
| 4 |Hemat1’1ria |Maior que 5 células por campo. Excluida litiase, infec¢do ou outra causa.
| 4 |Protein1’1ria IManifestagﬁo recente ou aumento de ja existente - maior que 0,5 g /24 hs.
| 4 |Leuc0ciu’1ria |Maior que 5 leucdcitos por campo. Excluida infecgao.
| 2 |Rash novo ISurgimento ou exacerbago.
| 2 |A10pecia |Surgimento ou exacerbagdo, difuso ou localizado.
| 2 |[jlceras mucosas |Surgimento ou exacerbacdo de tlceras bucais ou nasais.
| 2 |P]eurite |D0r tordcica (pleural) com derrame pleural, ou atrito pleural.
Pericardite Precordialgia com pelo menos um dos seguintes: atrito ou derrame pericardico; alteragdo no ecocardio ou
2 g p gl p ¢
eletrocardiograma.
2 Hipocomplementemia Diminui¢d@o dos niveis de CH50, C3 ou C4 ou valores abaixo dos padrdes de normalidade.
p p p;
| 2 | Aumento do titulo do DNA |Maior que 1/10 ou subida maior que 25% do anterior.
| 1 |Febre |Maior que 38° C, excluida causa infecciosa.
| 1 |Plaquetopenia IMenor que 100.000 plaquetas / mm’.
| 1 |Leucopenia |Men0r que 3.000 leucéeitos / mm’, excluida a causada por drogas.

TOTAL:
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APENDICE 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

o . COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Wi, g Caixa Postal 6111

Rz 13083-970 Campinas, SP
LITEINAME ;s ‘2 (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925
8 cep@head fcm.unicamp.br

CEP, 19/08/03
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 308/2003

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANION SUPEROXIDO EM PACIENTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO JUVENIL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Roberto Marini

INSTITUIGAO: Ambulatério de Reumatologia Pediatrica/HC/UNICAMP
APRESENTACAO AO CEP: 08/07/2003

APRESENTAR RELATORIO EM: 19/02/04

II- OBJETIVOS

Avaliar a correlagdo entre a produgdo do anion superoxido e a atividade da doenga
lipus eritematoso sistémico juvenil.
111 - SUMARIO

Analisar e dosar os anions superoxidos no sangue em pacientes com lupus
eritematoso e tentar correlacionar com a atividade inflamatéria, a resposta aos tratamentos
e ver se o anion pode ser usado como um dos paramentos de acompanhamento de
pacientes com lupus.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O trabalho esta bem equacionado, o termo de consentimento esta adequado e nio
causa dano aos pacientes acompanhados, alem de otimizara colheta de exames com os que
sdo normalmente colhidos para seguimento da doega de base.
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V-PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apds acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem
como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim cormo todos os
anexos incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa
supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente ap6s anélise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item IIl.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notihcagﬁo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria = ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
Justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envi-las também & mesma junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

V11 - DATA DA REUNIAO

Homologado na VIII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de agosto de 2003.

e At
Profa. Dra. 'éﬁfﬂ?:n Si ia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUIS:‘#

FCM /UNICAMP
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APENDICE 2

CONSENTIMENTO PARA REALIZACAO DE PESQUISA

Anion Superéxido em pacientes com Ltipus Eritematoso Sistémico Juvenil

Paciente:

Data nascimento:/ / Sexo: H.C.

Responsavel:

Grau de parentesco: R.G. Idade:
Endereco: Fone:
Cidade: CEP:

O anion Superéxido (SO) é normalmente produzido pelos glébulos brancos do sangue quando o
organismo sofre qualquer tipo de agressdo, como uma parte da resposta do sistema imunolégico.

A pesquisa tem a finalidade de estudar a producdo do SO em pacientes do ambulatério de
reumatologia pedidtrica do HC UNICAMP com o diagndstico de Liipus Eritematoso Sistémico.

Os objetivos da pesquisa sdo saber se:

a) podemos estabelecer uma correlagdo direta entre niveis do SO e a atividade da doenca
b) a producdo do SO tem correlagdo direta com outros marcadores de atividade inflamatéria.
¢) a produgdo do SO é um indicador da atividade inflamatéria.

O tratamento clinico do paciente serd realizado conforme o consenso atual da literatura, regularmente
aplicado aos pacientes com a mesma patologia, ndo havendo nenhuma altera¢do ou influéncia da terapéutica
devida a pesquisa.

Nao haverd nenhum procedimento diagndstico ou cirdrgico, bem como internagdo ou exame
radiolégico especialmente realizados para a pesquisa.

Quando da coleta de exames rotineiramente utilizados para confirmacao diagndstica ou avalia¢do e
controle laboratorial da patologia retiraremos, na mesma punc¢ao venosa, uma aliquota de sangue em frasco de
polipropileno com anticoagulante (ACD) para a realizagcdo dos ensaios especificos para o SO.

Os exames laboratoriais serdo solicitados conforme rotina jé estabelecida (quadro 1).

Quadro 1: Exames laboratoriais de pacientes com LES]J.
EXAME

Hemograma (HMG)

Alfa 1 glicoproteina dcida (ALFA1GLI)
Velocidade de Hemossedimentacdo (VHS)
Proteina C Reativa (PCR)

Fator Anti Nicleo (FAN)

Anticorpo anti-DNA (AADNA)

Urina I (URI)

Proteindria de 24 hs (PROT24) ou microalbuminiria (MICROALB)
Fracdo C3 do complemento sérico (C3)

Fracdo C4 do complemento sérico (C4)

SUPEROXIDO
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Nao havera riscos ou transtornos adicionais ao paciente quando comparados a outros pacientes com a
mesma patologia, pois a unica diferenca é a coleta da aliquota de sangue para realizacdo do exame
laboratorial.

Visto ndo haver nenhuma diferenga no tratamento do paciente ndo se espera nenhum beneficio
especifico para o mesmo, mas também nao haverd nenhum dano, risco, efeito colateral ou adverso, gasto
adicional, quando comparado a outros pacientes com a mesma patologia.

O beneficio esperado da pesquisa serd, caso as hipdteses se confirmem, a aplicabilidade aos demais
pacientes do exame do SO para determinar, com mais sensibilidade, a intensidade de atividade inflamatéria da
patologia no paciente e com isto, se necessdrio, alterar o esquema terapéutico.

Os esclarecimentos acerca dos assuntos relacionados a pesquisa serdo os mesmos que sdo dados a
qualquer paciente com a mesma patologia, pois ndo haverd diferenca quanto a conduta diagndstica,
terapéutica e acompanhamento do individuo incluido na pesquisa de outro ndo participante; as informacdes
serdo fornecidas no momento da consulta no ambulatério de reumatologia pediétrica do HC- UNICAMP.

O paciente poderd a qualquer momento deixar de participar da pesquisa, ndo permitindo a coleta da
aliquota de sangue para as dosagens do SO fato que ndo implicard em nenhuma alteracdo no plano de
acompanhamento clinico, laboratorial e terapéutico do paciente.

A assisténcia médica serd realizada ou supervisionada pelo responsdvel pela pesquisa, pois o0s
participantes sdo individuos matriculados no HC -UNICAMP e regularmente atendidos no ambulatério de
reumatologia pedidtrica.

A pesquisa ndo oferece nenhum risco adicional ao paciente; o acompanhamento clinico é o
regularmente dispensado aos demais pacientes com a mesma patologia, seja nas consultas agendadas seja nas
intercorréncias.

Os exames rotineiros serdo realizados no laboratério de Patologia Clinica do HC — UNICAMP e os
de SO no laboratério do Centro de Investigacdes Pedidtricas (CIPED).

Nao h4 financiamento especifico e nenhuma remuneracio envolvida neste trabalho.

Meédico responsével: Roberto Marini - CRMSP 25267
Ambulatério de Reumatologia Pediétrica - Departamento de Pediatria
Ambulatério de Pediatria - 3° e Hospital das Clinicas - UNICAMP
Fone: 0 XX 19 3788 - 7353 / 3788 — 7646
Pronto Socorro de Pediatria — HC — UNICAMP - 0 XX 19 3788-8768

ReclamagGes do paciente quanto a qualquer procedimento executado no HC — UNICAMP deverdo ser feitas a
Comissao de Etica Médica do HC — UNICAMP - 0 XX 19 3788 8941

Assinatura do Responsdvel pelo paciente Assinatura do responsavel pela pesquisa
Dr. Roberto Marini
CRM 25267
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APENDICE 3
Tabela 16- LESJ: Exames laboratoriais dos pacientes, medicamentos em uso ¢ SLEDAI no momento do ensaio do anion SO.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 | 14 15 16 17 18 19 | 20 21 22 23
SRF | FAP | ME |VGS | BCB |JMA|EAD |LLA|CSB | VSM |CFS | ECT | TCS|SVR | MSR | PJS | NFC | SNL | VIS | ILM | MCF | FAM |AGC
EXAME

complemento fragdo C3 NN - - J N - VN ¥ N J - - - \’ \2 - - 2 - 2 \’
complemento fracio C4 bl - - - - -l - - - - - - - - - - - - - -
Hemoglobina 10 g/ dl l l - - - - - - N - - - - - - J - - - - N - -
Leucécitos 3.000 / mm * - - - N - - - - - - - - - - - - - - - - -
Linfécitos 1.500 / mm * bo- - oL e -
Plaquetas 100.000 / mm > ..o . - -
FAN 1/40 Hep-2 e e e e e e N A A A
AADNA 1/10 Crithidia luciliae | T~ T 1T - T - - -7 - - - - - - - - - -
VHS 15 mm 1? hora T T NR NR - T T NR 1T - - 0 T - - T NR 7 - T T - -
PCR 0,4 mg/dl T - NR - - T - - - T - - - - - T T - NR NR 1T - -
Alfa 1 glicoproteina 125 mg/dl| T T - - 0 - T 1 1T - Y NR 71 - T T 1T 1T T NR - -
Hemattria 5 hemécias/campo | - - - - - T - -1 - - - - - - - - - : - - -
Proteindria 0,05 g /kg/ dia - - - - - - - - NR - - - - - - T - - - 1T - - -
MEDICAMENTOS EM USO
Prednisona + + + + + + +
Cloroquina
Azatioprina + +
Ciclosporina
AINH +
Outro +
SLEDAI 12 15 2 2 5 18 2 18 19 9 2 2 2 2 2 49 2 3 1 18 2 0 0
4 abaixo do valor ou do minimo do método padronizado utilizado T acima do valor ou do méximo do método padronizado utilizado
- dentro dos limites da normalidade do método padronizado utilizado NR exame ndo realizado

+ em uso do medicamento AINH antiinflamatério ndo hormonal SLEDAI Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index



APENDICE 4
Tabela 17- LESJ: Valores da pontuacdo do SLEDAI dos 23 pacientes no momento da

coleta da amostra para o ensaio do anion SO.

SLEDALI - sYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS DISEASE ACTIVITY INDEX
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PACEENTE |1 (2 (3|/4|5(6|7(8/9(10/11{12(13/14/15/16/17(18|19/2012122(23 Manifestacao
51 L L L L Ll L LI L L] feonvusa |
Lo L Lkl L b IXE L] ] Jesioe |
Lo L Ll L0t Ll b b L L IXE L4 L | | | Isindrome Orgnica Certra |
Lo DLt L L b L L] || [oabioviu |
L8 L L L L0t bbb bbb 4L ||| Acometimenonervo craniano
Lo DLl Lt bbbl Al DL ]| ] et |
T T T O I O I I I A S ol
Los L OxD L LIl L LD L L Ll L AX] || [veseaie |
Loa dxl L L LI DL L L Ll L L Ix] || e |
Loa DL L L L L L L L L] s |
T I A A O I B B R R B I s |
Loa Dbl Ll bbb IxE L ]| Hemaun |
Loa DLt L bbb Ll IxE L IX] | | [Protinms |
T I 0 I O B B O P |
L2 dxdxdx L dxdxl L L IxIX] L L] ||| [Reshaow |
L2 DL L bbb b L L b L || o |
S I O I O B B 4 I B B R R B I e |
L2 DL L b L L Ll b L L L L L ]| e |
L2 DLl b L bbb L bbb L] | [porcane |
L2 Ixix| IxIxIxIxIxIxIxIxIx] | | [XIXIX] [X[X| | |ipoconplementemia |
L2 Ixdx| [ xd ] IxIxIx] |odx] L] 1L | | | | [sunentodoutlodoDNA |
Lo dsdx L L dxdx L L LX) k] ||| e |
Lo DL L b L L L b L L L ]| [Praguetopena |
Lo X PP PP PP X[ ] | ILeucopenia |
|TOTAL’12‘15‘2‘2|5’18’2‘18‘19‘9|2’2’2‘0‘2‘49|2’3’1‘18‘2‘0|0’



APENDICE 5

Tabela 18- LESJ: Dados epidemioldgicos dos 23 pacientes com LESJ conforme
distribuicao do sexo, etnia, idade ao inicio das manifestacdes clinicas, idade
ao diagnostico, idade no momento do ensaio laboratorial e tempo de

acompanhamento no servico no momento do estudo do anion SO.

idade* ao inicio  idade* ao  idade* no ensaio tempo* de pontuacio
Paciente sexo  etnia dos sintomas diagndstico acompanhamento SLEDAI
a0 ensaio

SRF F C 118 119 119 0,25 12

FAP M NC 125 125 125 0,25 15

ME F C 96 98 113 15

VGS F C 113 115 134 19 2
BCB F C 141 142 154 13

IMA F C 102 120 192 81 18
EAD F NC 70 197 209 135 2
LLA F C 142 144 144 0 18

CSB M C 115 123 123 0,25 19
VSM F C 117 119 119 0,25 9

CFS F NC 163 163 170 7 2
ECST F C 111 115 122 7 2

TCS F C 89 101 133 31 2

SRV F C 23 54 319 267 2
MSR F C 83 85 184 14 2

PIJS M NC 148 150 150 0,25 49
NFSC F C 73 81 81 0,5 2
SNAL F C 95 101 102 1

VIJSO F NC 165 165 167 4 1

ILM F C 122 125 125 0,25 18
MCSF F C 72 106 106 0,25 2
FAM F NC 115 117 126 7

AGC F C 131 136 141 0 0

* meses; C - caucasdide; NC - ndo caucasdide
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APENDICE 6

Tabela 19- LES] : Resultados brutos. Distribuicao dos valores obtidos nos momentos 0, 57,

157, 257,45% 60° de superdxido, expresso em nmol por 10° células por tempo
de incubacdo, pelos polimorfo nucleares espontaneos e ativados pelo PMA no

ensaio e a correspondente pontuagdo na escala SLEDAI do paciente.

Polimorfos espontaneos Polimorfos ativados
Paciente SLEDAI 0 5 15 25 45 60 0 5 15 25 45 60
SRF 12 1,74 1,90 1,76 226 156 1,72
FAP 15 080 1,83 205 1,62 273 239 2,96 6,73 738 7,70 846 9,02
ME 2 0,74 094 059 092 1,64 080 570 11,26 13,92 13,56 13,06 12,84
VGS 2 085 1,00 075 1,20 052 061 1004 12,89 11,91 11,71 11,83 11,84
BCB 5 084 095 090 1,52 137 0061 1,28 351 759 11,41 13,64 12,96
IMA 18 1,08 1,31 1,67 1,87 204 249 2,76 9,29 12,30 13,53 12,66 12,50
EAD 2 1,05 1,30 1,94 1,85 1,28 2,64 7,10 13,43 12,83 13,15 10,79 11,76
LLA 18 1,87 1,26 1,87 2,86 226 2,34 2,10 2,54 325 4,64 853 8,67
CSB 19 0,38 1,44 1,61 1,59 1,24 2,55 790 805 568 913 684
VSM 9 1,48 1,45 2,12 2,01 251 283 1,77 11,38 12,91 12,67 12,06 11,99
CFS 2 1,63 047 2,90 348 2,90
ECST 2 1,03 1,23 1,45 1,80 2,10 2,68
TCS 2 1,00 1,35 1,38 1,70 3,15 243
SVR 0 0,65 040 040 0,70 2,28 4,10 7,00 935 11,70 6,60
MSR 2 065 1,06 126 251 2,73 2,88 2,60 6,80 776 7,78 854 7,26
PJS 49 1,10 1,13 1,22 1,15 1,11 1,20 1,58 726 813 826 890 881
NFSC 2 0,75 064 076 099 1,00 1,06 1,28 6,91 956 973 961 950
SNAL 3 0,07 1,43 148 208 1,65 1,55
VIS 1 085 078 093 1,05 1,16 1,30 4,29 799 996 998 981 974
ILM 18 0,59 049 081 097 0,69 084 4,50 5,35 546 590 6,31 6,35
MCSF 2 042 036 056 0,73 0,60 0,75 3,03 808 966 953 955 935
FAM 0 1,38 098 1,38 1,28 0,69 057 4,04 750 878 839 811 811
AGC 0 0,78 0,76 0,81 0,86 0,78 1,03 1,30 4,94 800 9,58 10,44 10,44
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Tabela 20- LES] : Resultados brutos. Distribuicao dos valores obtidos nos momentos 0, 57,
157,257, 45’e 60° de superoxido, expresso em nmol por 10° células por tempo
de incubagdo, pelos mondcitos espontaneos e ativados pelo PMA no ensaio € a

correspondente pontuacio na escala SLEDAI do paciente.

Mondcitos espontineos Monécitos ativados
Paciente SLEDAI 0 5 15 25 45 60 0 5 15 25 45 60
SRF 12 2,01 2,11 208 1,9 2,17 2,02
FAP 15 0,66 0,60 090 081 086 0,72 1,60 2,48 4,77 572 729 1331
ME 2 0,84 098 1,08 1,00 1,13 089 1,61 2,76 4,43 555 7,07 758
VGS 2 094 093 098 1,14 093 1,00 1,62 220 285 3,18 351 3,55
BCB 5 1,32 1,08 1,13 1,87 231 3,14 0,61 1,20 1,78 2,67 392 4,60
IMA 18 098 1,57 2,09 3,00 4,50 5,28 1,82 4,17 568 734 941 10,11
EAD 2 0,26 0,68 0,58 1,40 321 509 715 923 1035
LLA 18 1,38 1,32 1,42 149 1,52 1,54
CSB 19 027 051 1,54 047 1,23 2,20 0,59 2,71 4,79 591 818 808
VSM 9 1,39 144 141 1,69 1,81 1,04 0,55 073 1,26 133 1,78 2,70
CFS 2 L15 2,05 2,00 1,25 2,30 1,60 042 523 595 658 630
ECST 2 1,28 085 1,13 095 1,03 1,55 3,75 550 923 10,73 11,80 12,88
TCS 2 040 058 063 1,10 148 1,75 523 838 10,08 6,60 13,83
SVR 0 0,30 5,30 3,70 4,85 6,40 820 12,05 897
MSR 2 1,58 1,00 1,33 2,15 1,65 083 1,79 4,18 6,58 889 805 6,55
PJS 49 047 022 084 089 095 113 2,53 733 868 874 876 845
NFSC 2 0,39 0,06 061 050 063 066 1,03 2,04 3,39 441 544 590
SNAL 3 1,38 040 030 083 067 141 1,53 229 2,83 4,63 524 550
VIS 1 0,52 059 070 070 084 0,89 1,34 228 363 434 489 5,19
ILM 18 1,24 1,10 1,11 143 143 144 4,36 6,88 933 10,26 959 935
MCSF 2 0,66 083 083 068 091 084 1,00 198 2,70 3,14 359 383
FAM 0 0,75 1,24 1,03 0,66 070 0,44 0,76 2,06 301 2,01 450 4,63
A AGC 0 0,75 0,74 1,10 0,86 081 1,19 1,28 2,28 3,06 3,68 4,25 441
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APENDICE 7

Tabelas dos testes de MANN-WHITNEY analisando os 3 grupos, Controle, lipus em

atividade e ldpus sem atividade, comparados dois a dois.

Tabela 21- Andlise da liberagdo de anion SO pelos polimorfoneutréfilos espontaneos nos

respectivos momentos do ensaio comparando o grupo controle com o grupo

Idpus sem atividade.

PMEOO PMEO5 PMEI5 PME25 PME45 PMEGO
Mann-Whitney 153,50 159,50 167,50 256,00 134,00 154,50
Wilcoxon W 258,50 264,50 287,50 376,00 239,00 274,50
z 22,025 1,781  -2011  -0,138  -2457  -27287
p 0,043 0,075 0,044 0,891 0,014 0,022

(p significante < 0,05)

Tabela 22- Andlise da liberagdo de anion SO pelos polimorfoneutréfilos espontaneos nos

respectivos momentos do ensaio comparando o grupo Controle com o grupo

ldpus em atividade.

PMEOO PMEO5 PMEI5 PME25 PME45 PME60
Mann-Whitney 139,00 113,50 91,00 99,50 131,50 123,00
Wilcoxon W 175,00 708,50 721,00 729,50 167,50 159,00
zZ -0,031 -0,721 - 1,063 - 1,264 - 0,265 - 0,531
p 0,975 0,471 0,288 0,206 0,791 0,596

(p significante < 0,05)

Tabela 23- Andlise da liberacdo de anion SO pelos polimorfoneutréfilos espontaneos nos

respectivos momentos do ensaio comparando o grupo lipus sem atividade

com o grupo lipus em atividade.

PMEOO PMEO5 PME15 PME25 PME45 PMEG60
Mann-Whitney  38,143,0 161,002 24,50 41,00 37,00 44,00
Wilcoxon W 143,00 126,00 144,50 161,00 142,00 164,00
Z - 1,229 - 2,389 - 1,975 - 1,226 - 1,298 - 1,033
p 0,219 0,017 0,048 0,220 0,194 0,302
(p significante < 0,05)
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Tabela 24- Anélise da liberagdo de anion SO pelos polimorfoneutréfilos ativados nos

respectivos momentos do ensaio comparando o grupo Controle com o grupo

ldpus sem atividade.

PMAOO PMAO5 PMAI5S PMA25 PMA45 PMAGO
Mann-Whitney 95,00 72,00 102,50 135,00 131,00 84,00
Wilcoxon W 560,50 507,00 567,50 600,00 197,00 150,00
zZ - 2,045 -2,651 - 1,839 - 0,883 - 1,001 -2,383
p 0,041 0,008 0,066 0,377 0,317 0,017

(p significante < 0,05)

Tabela 25- Anélise da liberagdo de anion SO pelos polimorfoneutréfilos ativados nos

respectivos momentos do ensaio comparando o grupo Controle com o grupo

ldpus em atividade.

PMAOO PMAO5 PMAI5S PMA25 PMA45 PMAGO
Mann-Whitney 67,00 49,00 89,00 95,00 59,00 43,00
Wilcoxon W 532,00 484,00 554,00 123,00 87,00 71,00
z - 1,474 - 2,099 - 0,620 - 0,388 - 1,784 -2,404
p 0,141 0,036 0,535 0,698 0,074 0,016

(p significante < 0,05)

Tabela 26- Andlise da liberacdo de anion SO pelos polimorfoneutréfilos ativados nos

respectivos momentos do ensaio comparando o grupo lipus sem atividade

com o grupo lipus em atividade.

PMAOO PMAO5 PMAI5 PMA25 PMA45 PMAG60
Mann-Whitney 31,00 34,00 28,00 20,00 24,00 28,00
Wilcoxon W 59,00 62,00 56,00 48,00 52,00 56,00
Z - 0,680 - 0,408 - 0,951 - 1,675 - 1,313 - 0,951
p 0,497 0,684 0,342 0,094 0,189 0,342
(p significante < 0,05)
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Tabela 27- Andlise da liberagao de anion SO pelos mondcitos espontaneos nos respectivos

momentos do ensaio comparando o grupo Controle com o grupo ldpus sem

atividade.
MOEOO MOEO5 MOE15 MOE25 MOE45 MOE60
Mann-Whitney 139,00 89,00 98,00 103,50 87,00 149,00
Wilcoxon W 230,00 180,00 189,00 194,50 207,00 269,00
Z -1,951 - 3,062 -2,926 -2,795 - 3,645 -2,300
p 0,051 0,002 0,003 0,005 0,000 0,021

(p significante < 0,05)

Tabela 28- Andlise da liberagdao de anion SO pelos mondcitos espontaneos nos respectivos

momentos do ensaio comparando o grupo Controle com o grupo ldpus em

atividade
MOEOO MOEO5 MOE15 MOE25 MOE45 MOE60
Mann-Whitney 114,50 115,50 125,00 132,50 117,00 112,50
Wilcoxon W 150,50 151,50 720,00 727,50 153,00 148,50
Z -0,689 -0,543 -0,352 -0,112 - 0,609 -0,753
p 0,491 0,587 0,724 0,911 0,543 0,452

(p significante < 0,05)

Tabela 29- Anélise da liberacao de anion SO pelos mondcitos espontineos nos respectivos

momentos do ensaio comparando o grupo ldpus sem atividade com o grupo

ldpus em atividade

MOEOO MOEO5 MOE15 MOE25 MOE45 MOE60
Mann-Whitney 45,00 37,00 23,00 33,00 25,00 43,00
Wilcoxon W 136,00 128,00 114,00 124,00 145,00 163,00
Z - 0,507 - 1,086 -2,101 - 1,376 -2,259 - 1,098
p 0,612 0,277 0,036 0,169 0,024 0,272
(p significante < 0,05)
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Tabela 30- Andlise da liberagdao de anion SO pelos mondcitos ativados nos respectivos

momentos do ensaio comparando o grupo Controle com o grupo ldpus sem

atividade.
MOAOO MOAO5 MOA15 MOA25 MOA45 MOA60
Mann-Whitney 223,00 195,00 217,00 244,00 208,50 180,00
Wilcoxon W 818,00 756,50 812,00 839,00 328,50 300,00
Z -0,340 -1,157 -0,824 -0,239 - 1,009 -1,627
p 0,734 0,247 0,410 0,811 0,313 0,104

(p significante < 0,05)

Tabela 31- Andlise da liberacdo de anion SO pelos mondcitos ativados nos respectivos

momentos do ensaio comparando o grupo Controle como grupo ldpus em

atividade.
MOAOO MOAO5 MOA15 MOA25 MOA45 MOA60
Mann-Whitney 89,00 84,00 88,00 82,00 93,00 94,00
Wilcoxon W 684,00 625,00 661,00 677,00 688,00 689,00
Z -0,493 -1,363 - 1,364 -0,758 -0,341 -0,303
p 0,622 0,173 0,173 0,449 0,733 0,762

(p significante < 0,05)

Tabela 32- Andlise da liberacdo de anion SO pelos mondcitos ativados nos respectivos

momentos do ensaio comparando o grupo ldpus sem atividade com o grupo

ldpus em atividade.

MOAOO MOAO5 MOA15 MOA25 MOA45 MOA60
Mann-Whitney 37,50 30,00 32,00 35,00 29,00 30,00
Wilcoxon W 142,50 150,00 152,00 155,00 149,00 150,00
Z -0,371 - 1,168 -1,012 -0778 - 1,246 - 1,168
P 0,710 0,243 0,312 0,436 0,213 0,243
(p significante < 0,05)
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