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Resumo

O etude Twe coma objttive imediggpn 4 presnga de articorpor anti-RNA de Leveduna em pacientes
portadorts de bupus erxiematose vistimico (LES). A Littratiuna scente desertue mumiroron alo-snticorpor dirigidos 4
diidor muclbicor complenador com proteinas, mas praticamente wida eté etabelecide om Trmos At anti-RNA s de
bwvedura. Comviderando 4 rlwincia dar [mgies do RNA wa biologa ctlilar ¢, em adigio, 4 mecrrvidade de
adlinteimento dor micoriomor dlusrdts i imumopilogimese das dotngar ado-imunts, 4 prsnca de anticorpor
arnti-RNA nestan dotngas deve ter wm digrificado. Neste halallo, o método de detregio de anticorpor anti-RNA
wtiligado [oi & Honica de EUSA, amplificads por luminticincia. Foi conilatada que ambar [pagies de RNA de
Lvedina. iroladas em novse liboratinio [Poli (A) ¢ Poli (A)], [oram reconbecidar por anticorpor presntes ne 010
de pacientes com LES; mo entants, o1 Tlilor olftidos dus (pagies de RNA Poli (A) foram sigmiffcativameste main
devidor quardo comparade aor Wtilor de RNA Poli () (4=0,01). Ums explicagio wria & initabilidade ¢
Libilidude de molicls, reduginds, de forms sigpilicative, or 1tulos. Foi daborado wms Homica de “Uotting par
ddderminan 4 (pagio de RNA iminoginica, o método [joi smivel ¢ especifice, no unlante, & merninio aprfticosn 4
Yerica. Eqpra-se que o1 achador devn elede poviam contibuin, de alguma manting, tana ducidagio dos
meciriomor de audo-imunidade, laja vidto 4 importincia da atiwidade bioligca devempenbada pelo RNA s

wam
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—aan-



SUMMARY

The aim of Min study wis To inveigate Ye presnce of anti-yeast RNA antibodies on systemic bupus
vglhematons patints (LES). Recontly, 1 bas beem descriled 4 wide vanicty of avtosrtibodics againal protein:
modleic wcid complons bt Lttle s dnown about artibodies anti-geaat single RNA. Taking inte sccount the
importance of RNA soles on celluban biologsy, samd the meed of elucidation of e wnderlying mecharioma nsolved i
aitoimmine diseases pathognerin, We presemce of anti-RNA antibodies on LES alould be releward. At this work,
artiRNA antibodics wore detected by wring lumintscesci-onbanced ELISA. We fousd hat serim artibiodies fpom LES
patients secogriged Hhe (pactiom Poli (A) and Poli (A') of yeast RNA trolated in oun laboratory; bowewen, Poli (A)
RNA #tler were significantty bigher Uan Dol (A7) RNA (4=0,01). The obserwed small 1tles could be related 2o e
ttaility and lability of RNA moleculer. A srsitive and specific blotting teckmique was crated to Aetect e
imminogenic RNA (paction; bowewer, 1 weds 1o be improved. We bope e [inndings of this work could comtribucte 1o
ducidate some adoimmunity wndirdying mecdariams, by (ocwving on He rtlevant biological role of RNA (or
eellulan biology.
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[. INTRODUCAD

11, Lipas Eritematose Sistimica (LES)

111, Chnactirnisticas Gerais ¢ Epideniologia Ao Dotrga

0 primeine rlate o Ltnatuna ducrwendo s marifertagis sitimicas do bigus ol 1aliyade em 1395
por William Oslen. At enitico, o lipus tra comsiderado apenas wma dotnga culimes Aegfiqurinte, mar wio [p1al
(SACH % FYE, 2000).

S inicie pode w dan de [orma agpda on indidions; € wwa dotnga inflamatiria erémica,
milliriiitimica, de cavan dercorbecida ¢ de raturtgs aido-imunt, carsctinigade pela poesngs de divernsor sudo-
anticorpor. Ar dllragins patoligicar do LES sio eotemamente varidveis, o que reflele o cardlen proteiforme das
maniftrtagits dinicar ¢ da wolugio da dovnga. Sua thiologin wio wth tclincids, mas o desmvoliimerto da
hotose. 51 Uigdo & pudisporigho guniics ¢ sos (storcs smliswsis, come Ly wlinanioliis ¢ algums widicaminon
(SATO et al., 2002; ABBAS e7 <4, 2000; COTRAN 7 £, 2000; SACH % FVE, 2000). A Tabela 1 resume 4 [peguincia
s manifeitagits inicas do LES.

O LES € considerado wma dotnga rtlativamente comum, tm crlan populagins pode atingin wma prevalingis
de 1 em 2.500. E wms dotnga predomimartmente [omiring, com wms [peguincia de 1 em 100 enire mulleres om
Aude sproditina ([ftor Lormoral, provocade pelo dftite do eihigme) ¢ wms propergia de move 4 dey mullierts para
1 bomen (ABBAS o7 £, 2000; COTRAN o7 <4, 2000; SACH % FYE, 2000). O estrigena tem papel conbecido 1o
ertimido de Linficiton ¢ du neapoita imumoldgics, dlgums tudos Tim obumido que & xporigia viigera 4o whigma
(farde ahravts de conbractptiver orsis coma em napiss de rporigio Lormonal) fode ocasviomin svmento ns
incidincia de LES (PETRI, 2002).

A incidincia da dotnga em mulberes de origums alpo-amricanas ¢ afpo-caribenban € bm maion do que om
cancarisnis. Tambim € mais [pegiante em alorigines do que om cavcasianss na fushilia. O (ito do downga 1r
rand i Pfpica oriental Tom diffclisdo o etondimonto da wa ncidingis ji qut, come moncionsda amttriomont,
4 0comrbncia im dlpo-amiricanss ¢ fpo-canilierban € devada. No entarto, o LES tem side dentificado em afpicarsa
orientais gue sidem no Rene Unido. Num estudo (o obswada 4 prevalincia em mulleres/100.000 foi de 177 em
Hpa-caribenbas, 10 em alpicaras orientais ¢ 35 om {amar. Dutrer andores conffirmanam LES em afpicanas
orvintain vidinde wa Framga. Pouce 1t conllect 1ebe 4 incidincia ¢ prwalincisa Aa Aotnga em autras dmiss, mas

PArtet 2 mais comim tm aaidticas Ao que om cavcatismas no Réme Unido (D'Cruy, 2002; Petrs, 2002).
Hi muitan ewidincian de que virion [lores ambindais dwem etan vwoliidos wa patogumis do LES. Drogas
WWM,WMZQ‘WWWWWW“LESWWW
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Agenter infeccioros podem indugin resportas epecificar por mimetiome moleculan ¢ pertunlian 4 inmumomodulagio; 4
Licta altin 4 produgio de mediadores nllamatinion; Toviman ou dnogas que modifficam & vesporaividade; agentes
tidual (MOK & AU, 2003; COTRAN et 4£., 2000).

O simenlo wo wimers de corpor apofticor podwria solcarregan o mecarioma de smagio do vistems
stioilo-indotelial, Tormando-o ntficionte ¢ luando & biliragio de wms pande guartidade de aritigeno. Por s
vy, tlt [flo poderia bwir 4 raposla immt 4 prodigin mais anticorpos ¢ bwinr 4 formagio e complenos imumnts,
produginde ragses inflamatirian om Tcidor allamente varewlarigados, epecialmente 4 pele ¢ vima. Os complenos
inints poderiam Tambim canton compme macigo da via divica do complemnts ((g), tumsificando o problema
(GORDON & SALMON, 2007).

Devide & manifestigio divica varidvel da dotnga 4 “American College of Reeumatology” (ACR) dlaboron
A trios para atilion o diagritico Aesta molistia. A defiricio do diagnéstice barkia-st na presenca de pels menos
b crithrios des 11 citados wa Tabela 2.

M ANIFESTAGAO PREVALENCIA NOS
CLiNICA PACIENTES (%)
Hematoldgica 100
Artrite 90
Cuténeo 85
Febre 83
Fadiga 81
Perda Ponderal 63
Renal 50
SNC 50
Pleurisia 46
Mialgia 33
Pericardite 25
Gastrintestinal 21
Fenémeno de Raynaud 20
Ocular 15
Neuropatia Periférica 14
Introdics:
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TMZ.G‘I" W g .’. ~MWE‘I z S.lA . .5

Critlr: Defirigi

1. Lxariona Malas Enitema (ixo, plane ou devade, solre a1 prominingian malants, poupando as pregar rasolalioin

2. Lrnnitema Discoide Manclas extematoins deidas com dercamacio cnilitica adivnte ¢ obitugio foliculan; cicatripen

3. Fotossersitilidude Exartena devido b wma rtagia incomum 4 luy solan por bidténia do paciente ou sbwwacio do midico

4. Werres Oruis Uletragia aral ou rasolpninges, om goral imdolon, obseriads por wm médic

S. Atsite Atrite réo-troriva envolvendo duas on waia aticulagis prifbricas, carscinigade for dor & pabpagio,
Tumtficia ou derviame

€. Sost (#) Plecrite - listoria de don plecritica ou rida de srite audivel ou widincias de demrame plenal, ou (6)
Pericandite ~ documertads. por detrocardiograma, wide de irite ou widincias de dvrame povicirdica

). Noprapatia () Proteininia porsistente (30,5 /Al ou D3+ 1t guartificagio vio [or ralizads, ou (8) Cilindros
celulines - podem wr bemiZicos, de bemoglolina, panulincs, Wdudarcs ou mirtos

8. Distirbio Nevroligica (&) Convulsies — 1a amtncia de drogas ofprsivas ou porturlagies metabilicas conbeciden (f.ex., wremi,
oscidor on derequilibrio derolitice), on
(b) Pricor — na auvsincia de drogas ofpmsivas ou pertunbagises metabélicas

7&4&%’4//@«1«:4}«” (ﬁ)ﬁwm—mm,www—(<q.000/MZ)MmW&M4wM4
ocariées, o (¢) Linfopenia (< 1.500/mms) eom duss ow mais ocariées, ou (d) Trombociteperia (< 100 »
10/ 1) 1d aunsincia de rogar ofersivas

10. Distirbic bronoldgica (&) Anticorpor contra DNA native om 1tule anormal, ou (b) Arti-Sm — presenca de anticorpor contra

M. Anticorfos Artinuctenres

antigeno nucltan Sm, ou (c) Acbade povitive de aticorpor antifforfolipidio com base om: (1) wivel abrico
anormil e aticorpor Anti-lgG ou M anticardiolipin, (2) vm st poritive para anticoagplinte bigico
wiando 1ite padniio, ou (3) wm Teste sorolégico [lro-portive pana sifilis que € salidamerte poritive bé, wo
minime € mess ¢ confirmade por wm Tele wgative de imoliliyacio do Dheporema pallidinn ou de
alrorgio de anticorpos [luorscentes

Unn 1tule anormal de articorpor antimuclearts por imunofluorscingia ou emsio equivalente om gualiuer
mominto da wolugio ¢ va awbncia de drogs que eilio arociadan i vimdnome do Uipun medicanund

“TAN ez 44 1982; HOCHBERG, 199) (revisia).

11.2. Swscetibilidade Genttica ae LES

Pranés de vinios eitudos desmolvidos, wma [orte poedisporigio qunitica tm sido mostrads na LES.
Edtudos com gimeor demonstraram ragies concordantes et gimeor monoyigiticor (24-65%), comparados com 2-
9% obswados em gimeos digigiticor (AHMAD & BRUCE, 2001). Alem divso, o aumento wa fpegiincia de LES entre
parentes de primeine gras ¢ o devide riaco de dessvolvinmento da dotnga em mdos de paciertes com LES aefletem
wms beranga poligimica da dotmga (MOK & LAV, 2003).

Mais de 100 genes podem ertar envolvidor com sacetibilidade i dotnga. A maior contribuigio vem da
rugiio onde eitio localigador o1 gmes do Complova Principal de Histocompatibilidade (MHC), eitudos
populacionain rvelam que & wactlibilidade ao LES envolve polimorfimon dos genes que codifficam an moléclar de
darwe | dor artigenor lncocitinios bumanes (HIA). Uma ansociagio de HIA DR2 ¢ DRZ com LES ¢ wm aclado

Lrodocs
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comum em pacientes de Lffrntes dtpisn, com risce slative de desswoluer 4 downga de 2 4 S%. O genes de classe Il
do HIA Tim side associador com 4 prestmga de crtor audo-anticorpor Taia coma aaticonpor awti-Sm, anti-Re, anti-
La, anti-RNP, e anti-DNA (MOK & (AU, 2003; AHMAD & BRUCE, 2001).

Deficitncias dos compomertes do vistems complemento Tambim inflenciam na waciliblidade ao ES. 04
gemen de clase M do HIA, particulanmerte squeles que codificam o1 componntes 02 ¢ Clf do sistemes. complemento,
conftrm riace park 4 dotnga em entlor gupor Emicor. Deficiincias berdadas mor comporerntes de (g, Cr/s ¢ C2
eilio ansocisdas ao LES. Uma redugio wa itiidade do complomento poderia. promover swctililidade i Aovngs pels
dimirwicio do wutralizagio ¢ “disranct” dos intigumor préprios ¢ eranbior do organiomo. Quande o antigimo
solrscarnisg 4 capucidade de “deansmer” do didtema imiunt, pode sudian om sudoimimidade (MOK & LAV, 2003).

Divertos gemes polimérficor wio-MHC tom side relatidos estarim asrociador wo LES. Como complo, gmes
qut coiffcam & proteira Ligante de manon (MBP), (ator de mecrose Tumaonal. 01, seceplon de oilula T, interluucins €
(IL-6), FeYRIA ¢ FyRINA (ambos receptones Fe da G). Algurs destes gnes poliménficor podem comferin riscor 4
ertos wdheonfumtor de paciontes com LES. O polimorfiama mo FAYRIA Tem sido svsociado com smefpite om afpo-
amtricanos ¢ cortanos, ji o polimerfiome no FAYRINA com LES em populagins de origem Lispinica ¢ camcarions
(MOK % LAV, 2003). Tem ¢ atribuside qut wm polimorffama wo FYRIA afeia o mitaboliomo dos complexor imumes
¢ nfluencia an morifestagis limieas ¢ conso do LES, no enlante, inse wio reprsnts wm [lor de visce pana o
deserwolyimento da doenga (HERRMANN et 4., 2000).

1.2. Ligpus Eritematosa Sistimice Y Auto-Paticorfos

Por Longo tempo, acreditava-se que 4 avto-seatividade va avsociada spenas com patologa, provavelmente
porgue o1 sudo-srticorpor tim comvidtrnidor wma minca GAade i dotngas auto-imunts. A aconingia de
dle-srlicorfor apartslimente wie deperde de wm etimule de wm antigine tibgme, pois podem s detectader no
1010 At camundongor criador e ambiantes Lunes de micrsorggaiamon (“grmfpae”). Exdes anticorpon fovsem papel
de importincia [irioligica ra rapia de wms vaniedade de dotngas flamitinian ¢ sudo-immomnts, 10b 4 forms de
imismoglobuling imravenosa ¢ obtida de “pools” de plasma de indinidunor snsdineis (COHLER et 4., 2003).

Desconllect-se 4 canta do LES, mar 4 esislincia de wms gama Linitada de anticorpor menmes pacintes
contras o préprios comiiluintes indicaria que o deffito [urdamemial wa LES stja wms (lla dos micamiomonr
seguladores que martim & andotolirnincia. Foram dentiffcador sdo-articorpor comra wma sbrie de moléoular du
wporficie ctlulan, comporentes wudianes ¢ cloplasmiticor, assim coma conhra moliewlas solives coma IG ¢
(1o de congulagia (MOK LLAV, 2003; COTRAN <744, 2000).

litrodugio
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Anticorpor antimucliarts, ANB, sio o1 mais caractnisticor ¢ presntes em masn de GSh dos pacientes
(D'CRUZ, 2002). Edtes, 1o bartante beteraginson, gralmente de sotipor policlonaia midos, com afimidade ¢ avidey
varisden ¢ sdo dincionador cowtra milliplos éngior (EGNER, 2000).

01 asde-anticorpos ma LES tio patdomimantemente da lasie I(G; evtes, podem extin presentes ma fforma de
iminogloluling de wpirfici, wis cblular B onde iluam come meylors de dntigume eranbo, on sia sertlados
pelor plamécitor. Embora possam sr produgidor sm o aueilio dos ctlulas T, 01 articorpor o LES demonstram
wms deperdincia Bpica da llila T: midinga de dame (e WM pans G), sl alfiridade ¢ formagio de
bipermidagia somdtica (GORDON & SALMON, 2001).

A canactnigagia ders ato-srticorpor (ANA) posui valor Tarda e disgrirtico coma ne mantjo dos
pacientes com LES. 01 ANA sio dircionador contra diversor antigenos muddeares ¢ podem 1r agpupados em bt
catigorian: (1) anticorpor contra DNA; (2) Anticorpor contra bistoras; (3) anticorpor contra prottinas que wio-
birtormicas ¢ () anticorpor contra antigemer mucleolares. A Talela 3 Sida vinios avto-articorpos ¢ s anrociagio so
LES (COTRAN 744, 2000).

Tabela 3. Ato-anticonfor anseciades so Ligus Eritimatose Sistimice.

% Posmvo

NATUREZA DO ANTIGEND SISTEMA DE ANTICORPOS LES

Muitor antigumos muclearts

(DNA, RNA, proteinas) ANA > 45
et AntiDNA deple it 4060

Hidtonas Anti-Listona 500

Proteinas entrain de peguenas particulan de

nibomucleofrolting muclear (artigena de Smith) Anti-Som 20-30
Ribosucleoprotiina (MRNP) Ao RAP mck 20.40
RAP SSA (Ro) 30-50

RNP SSB (L) 1015

Tepeisomerase | Ao DNA S0 <
Proteinas cewtrombricas P e

Hestidd 2-RNA-sintetan Jo1 <s

Modificada de COTRAN e7.<£, 2000.

Articorpor anti-DNA de duple [ilamerts ¢ anti-Sm sko imicor om pacientes com LES ¢ sua preasenca eiti
incluids we Aitnio de dusiffcagio do LES. O antigeno Sm € desigpado como wms rilorucleoprotiing muclear de
peguera (nRNP) ¢ € comporta de wm conjurte de moliculan de RNA nice om wridina bigado 4 wm gupo de
protinas cntrais ¢ owhras proliinas amociadas com moliculas de RNA. Anticorpor anti-Sm rtagem com o cnro de
proteinas do wRNP, ji anticorpor anti-DNA 1 bigam 4 dcidos muckbicos comswador na molicula de DNA. Os

Inhrodugio
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Ktulor de anticorpor anti-DNA  [regiontemente varia duwrante o Tompo 4 atividade da dotnga, mas o1 Ttulos de
articorpos anti-Sm gralmente permantcenm comtante (MOK & [AU, 2003).

ARBUCKLE et al. (2003) descreveram o deserwolvimento squencial de auto-anticorpor que acorrrim em
phcientes anos antes da dotnga Torman 4 sr limicamente widinte, Eles obsrwaram que o intowale unre o primeire
Trte poritive para o1 anticorpor anti-DNA de duplo [amento, anti-Sm & anti-siborucleoprotting wucdear ¢ o inicio
dar minifeitagits livicar da donga s munor do qut para snticorpor anti-Ro, anti-la, anti-forfolipiden ¢
antinuclian.

1.2.1. M&todos de Detecgia de Auto-snticorpos

01 métodor wtiligados wa Adtecgio de ando-snticorpor variam nwile om rlagio & apcificidade ¢
senaibilidade. P Uerican de precipitagio que comprende 4 inmumodifuiia dupla (ID), wtiligadas para determinagio
da epecificidade de snto-anticorpor; 4 conra-imumotlenofprese (CIE), similan 4 ID, porém mais snmsivel ¢ o método
de “srmssmollotting” (B), que apreserts semilbilidade ¢ Gl wa canactenigagio da witrtys eapecilica dor antigunos
¢ dos Lsotipor dos suto-srticorpos, contudo, o pan de dettegio € menor do que wa CIE.

A tewica de imunofluoracincia indindta (IF1) possi alta smsibilidade ¢ porsililita 4 detecgio de auto-
anticorpor com difrentes condigits imicar ¢ om aprotimadamente Sh de perroas wio idetar mormain. O método &
Gl pars o diagmértico de LES, man insdequade pars o monitoraments do cunso dimico da dotrga ¢ da Wrsfis.

01 wssior imunotnginmiticos (ELISA) detectam anticorpor com alla ¢ bairna alfmidade, sio llamente
wemsivein ¢ répider de snem veecndades (WUNDER,2001; EGNER, 2000; COTRAN et 4L., 2000).

1.3. Asticorpor Anti-RNA & Lipus Eritematose Sistimico

131, RNA: Esrtira ¥ Fungia
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O RNA ¢ um polimera Longa-wio ramiffcado, comistinda om sucleotideos wnidos por bigagits forodiéiter
3> S wm nucleotideo corvinte om wna base wihrogunada, wmi on mais radicais e [odpto. As moliewlas de RNA
fodem s wini ou bililamentines, wo enlante, wio podim [orman wma dupla bélice do Bipe B come encortrade ro
DNA. A estrutirs covalonte do RNA difere da molicula de DNA em doia aspecton: (1) o agican que comitit o RNA ¢
mibor em vy de desorinibon (o ribore contim wn pupamento 2'-lidnowils, st va desovimibosn) ¢, (2) ao
outra Aifpringa € que wma dan quatne bass principais do RNA € wacila (U), em vy de timina (T). A wracils, como
4 Biming, pode forman wm par de bares com aderina (), mar vio Um o radical mitida presente wa Limina
(STRYER, 1946€).

Dentre Todas an biomoliculas orgimicar conbecidas prevntes o inttrion de wma cbluls viva, s mollewlas
de idido riborwcliico (RNA) séa as imican qu srmaginman b informagio gnilica ¢ iluam como calalisadors. Edte
fpte bvow algurms autores svwmirim que ar mollelas de RNA eoncem wm papel evsncial mar primeinas vias
metabélicas (MELl ez 24, 2001).

As moléculas de RNA posmem wm papel importante s biologia contimporints, apecialmente no que diy
resptido aos procesros clulares diamente compunidos. Edico envoluidis wa splicagio do DN, coma “paimerd”; wm
mniagting que comssa & lformagio (entlica pana & maguinaria de hadugio ¢ wm catabisador que w localiza no
entre do rilbossomo. O RNA it o processamento dos prbRNAs dunanite o “yplicing’ ¢ edicio, ¢ midiia ovtran
umtnosan hanaagins de RNA ¢ proteinas e cllla WOYCE, 2002).

lntrodugio
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132, Articorpos anti-RNA ¥ LES

Ainda permantct wms incdgpida o [ilo de auto-anticorpor Trm capacidade de s Liggrem i moliouls de
RNA, fois tanto as moléicwlas de RNA como de DNA sio consideradar pouce imumoginicas. A ratividade do RNA
com anticorpor Tom vido virto como o rullado de wwa ratividede owgada acidental do RNA com outros
imindgenos presetes wa llila, ou di apreretagio de [pagmentor de RNA 4o sistems imime seguido por uma quelrs
da discriminagiia do préprio com o wio-propia (HIROKAWA et 4L., 2002).

A prestnga de audo-srticorpor mo LES dincionador contra RNA wative de [ dupla ou simples {oi
nelatada bi main de 3 Acadas. Apesar de Terem despertade povco internse, devido s (il gue anticorpos anti-DNA
pormem wellor condlagio com 4 patogimenese do LES, EILAT & ANDERSON (1994) relatam que tim etudado o1
anto-snticorpor anti-RNAL ¢ anti-RNAr o 1010 de pacintes com LES em camumdongor NZB/NZW £1. Eles
demomitraram que as populagics de anticorpor que st Liggnam aon polimriliomeleotideos eram dirtintas daguelas
populagis que st Liganam aor polideorimibonucleatides. Demonstranim, stravts de omasion de competigio, que
anticorpor anti-RNA ae Ligpwam preforncialmente o RNA wative de [Ta simples quande comparido com
bomopolivibonucleotideor vintilicos, de (o dupla ou vimples, ugrindo wma epecificidade de wgiincia efou

O primtine relato ra Ldratin gue demonstron 4 preastmga de arnticorpos sativers ao RNA de Levedura em
Greulagio wo samgue de pacientes afttados pelo LES, por intermidio de imunoffuoracingia, (ot (6t por WATANABE
il o 1969, 4 comtrinia dor reslindor waggtision olifidos com imwmodifriio adial (SCHUR & MOORE, 1464).

Desde entio, rumrosor eitudor [oram pulblicados sobe 4 etistincia de anticorpo inti-RNA com enorme
diwersidade de valisdos, porivelmente om rdgio do wao de inFigumon de variadan origen ¢ difrntes metodologisn.

NAGPAL et al., 1990 demonitrandm 4 presenga de auto-anticorpor, da classe G, expecificos para RNAT de
Lveduna, «tiligando wma combinagio das Yericar de radioimumomnmsio de [are 16lida ¢ ELISA.

Quardo & raturtys do artigeno, COSTA et al., (198S) compararam o1 miveis de anticorpor contra RNAs
natunais de difrentes erigens ([igado bovino ¢ £, cole) e RNAs sistélicos de [la dupla e vimples om 3 dotngas auto-
imines (LES, escliron sistimica ¢ athite sumatside), «tiligando como método de detecgiio o ELISA. Eles observanam
oty nndeperderte da origim do icido wuclbico, o1 anticorpor presstes mos sor01 de pacintes com LES podiam s
bigar 4 wms wariedade maion de silonuclestideor do que mas outras 2 downgas. Edte miion secorlleciments [
trpatiado for des que ou o1 srticorpor cram dinigidor conha dlminantes comums para differenies
nucleolideor ou o 1010 continbam vinior Tipor Ae anticorpor que rtcomleciam Adrmimintts (réfprios pan cads
wucleotidea,

Na realidade, apenas wma minoria de iwedtigadorts preocupon-1e com 4 quertio dos anticorpor anti-RNA
de Lveduna, 4o pario que 4 sbrie de abalbos vollados 4ot auito-anticorpor rtativer is RN polimerases ¢ proteinas

Iwhodugio
2



A«ﬂcof%m Anti-RNA Ae Levedvra & LES

compleradas com RNAs mucleants peguenos € edtimsa ¢ comtimua ertscndo. Em adigio, como ji rgsrado ate om
Luno-teddo de dotngar rumilicas, o1 foucor tiludos sole anticorpor com & propritdade de st Lignem 4 dcido
ribomclbico desprotinigado (como € o care dedta proporta) wia elalelecrram de manting comvimente o mal
dignificade deles mo contente limice (PENG & CRAFT, 2001). Por outro lide, Também o observam ovtros aspecton
problomiticos wa mitodologia wiligada om lgums deites Dalallor: [lis de imformigio oo o eitado du
ntepidade do RNA de Lvedins empregado como antigene ¢ oltide comrcialmente (BIANCO o7 44, 1991), além de
ouhar queitis melodoligicar: Datamunto elatistico inadequado para disthiliigis réo-gauiianas (TEODORESCY
¥ FROELICH, 1994).

Eda proposta de wedtigacia Tm com [imalidade corthiliin mo udindimento da imunopilognis das
dongas ando-imvmints. Nete Dalallo, o antigene (ato-stigne) € wma moliculs de atiwvidade biolégica
[prdamental, o RNA, ¢ 4 presnga de anticorpor (auto-anticorpo)) circnlarte dwe Ter wm sigmificado dinico ¢
bioldgico que marce atingho aoh virior arpector. Sabendo-se que srticorpor podim ser intornalizador
tractlilsrmente, bé 4 porsibilidade de adtinom o (uncioramente cilar; owbra qurtio ntrssante wria
diseriminin o micarivme de (ormagio de sto-sarticornpo (ndugio por mimttiamo moliclan?). Stja come for, 4
prtrnga deste anticorpe rtative 4 wm RNA allamente conuwado wolitivamude vio pode sr iporade ¢ un
contidirado, apirin, come wm Yiftnémina.
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{l. OriETVOS

Com o intuito de daborarn wmi [raments copay de antilion no disgréttice do Lijus Eritematoro
WM,WWMMWO&WMW

1. Preparar RNA 16tal de Sacchanomycts crwisat me préprie laboratério (sm contaminagio de DNA ¢
proteinas), Tmdo em visla defimin 4 epecificidade do anto-anticorpe crculande wor pacientes portadores de LES;

2. Utligar como métode de detecgio 4 temica de wmisio inmumotmyimitica com quimiluminescineia (ELISA-
CL);

3. Definin & fpagio de RNA inminoginmics;

4. Elaborar métode de detregio epecifico ¢ wmpivel werte leboratorio que pormitine identificar 4 fpagia de RNA
com fropicdude artiginics;

Objetives
4



A«ﬂcaf%m Anti-RNA Ae Levedvra & LES

MM, MATERIAIS « METOROS

1.1, Levedonras

- Sacdarongees crevisae, Lnbagem INVSe (Invitrogen Co.)
- Shcdhirongets corvisas, sdguinidi comrcislmente (Fermento Bioldgico Fleaclomars).

1.2, Visualisagio de Leveduras com Namquin do Clira

Aproximadamente 100 mg de cblidas (puscas [oram resmapondidas ¢ bomogmeizadas em 1 ml de NaCl
0,85%. Realigou-se wms diluigio de 10 veges ¢ conca de 10 UL foi depositade soloe & sporficie de wms limins. de
microrcipico, jurtaminte com o memo volume de wamguin da Clhiva. A imagem (o coplrada. por wma cimra
Aigital acoplada ao microscdpio & em seguida, processada por wm “sofftuare” de imagers.

Ete método ¢ itiliyado rolimtinimente pind o Liagnirtico confirmatirio de mumingles ocasionades for
Criptococens peafprmans (formas encapuuladas ¢ em gmilagio), irolador de (luidos corporsia coma biguor, wina
ot st

€ v Yiorica rigida ¢ de (il vcngio, onde cilulan (pacas sie svmapendidar em solugio 1alin ¢
Nanguinm da China. Em wgide, 4 prupanagio [oi obwada om microsctpio élico, no mévime sminto ¢, 4o
Wamﬁ%@%,d&(mﬂvww,amwmomwtﬂwﬁ?.

M1.3. Cultive ¢ Extragio A RNA

Para propagagio da lveduna Sacckironyees coreviae, Linbagem INVSe-, [oi wtiliyado o meio de cltuna YED,
mirtido 10l agtagio, om barbo-miria 4 30 °C, por aprotimadamente 18 boras (MO ez £, 1983).

A ectragio de RNA seguin o métode proposte por CHOMCZINSKY & SACCHI (198)) para 4 extragio de RNA. As
Levediwrss foram recollidas por cntrifjugagia & S.000 x ¢ por § minstos 4 4°C. A cllilas foram luvidas por 3
veger com NaCl 0,35% estiril para semogio do meio de cwlturs ¢ secar com papel de [ltre estiril. O peso seco das
bevedunaas [oi Aelrminado com wms lalanga de pracinio pank, om uguida, eitimin o1 volumer das demais solugits
werrérisn o proctdimente de vohagio. Au cdlulas foram hanfridas pans wm gacl de porclans edinil, ond,
awidadosamente, derpejou-se sobre das wiroginmio Liguido. A mactragio ol raligada com wm pistilo de porctlars
i 4 ollngio de wm 5 lranguigado ¢ fmo, Ainds wo padl, foi adicionsda & Solugio Demstursnte que

Materiais & Métodos
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bntamerte, [0l bomogneiyada it 4 ollengio de wma mistins viscora. Com wms pipeta volumétrica etirid, 4
mitina (65 Damaffrida pans o do comico ettril de SO ml ¢ adicionado o vstaate dus solugits de scorda com
stguinte proporgior pank cads cads 100 mg de matirial [oi sdiciomado 1 ml de Solugio Dessaturante; 0,1 ml de
Nehe 2 mol/L, tH 4,0; 1 L de Fesmol satirade em dgua ¢ 0,2 ml de Clorofirmia : Aleool lioamilica (49:1). A cada
adigio & metrsinia wma bomognisacio Ligtina em vértex ¢, por [im, manter 4 mistuns o gelo por 1S minutor. Em
seguida crifugon-se 4 8.000 x ¢ por 1S misudor & §°C ¢ 4 fpne aquota [oi handfrida sum owhro Tubo,
midtunsda com 3 volumes de Bleool liopropilica & ~20°C ¢ martida 4 ~20°C por 18 boras pana precipitagio. O
RNA (o recolliide por contrifugagia 4 8.000 2 ¢ 4 4°C por 1S miridos ¢ o precipitade foi bavade, cuididosament,
com Alcool Etilice 1S, sce ¢ dissolvide com Agua Mlli-Q tratada com DEPC 0,1%.

Foi smaliyado o memo procedimunto ducrite scima para 4 vohagio de RNA wtiligande lwedunas

11.4. Determinagia Espectrofotométrica de RNA

As amostras echaidas (foram quirtificadas o leitor eypectrométrice ULTROSPEC 2100 pra UV/Visille
Spectropbotometer (Plarmacia Bioteeh). A preparagio foi diluida 100 veges em dguua tratads com DEPC 0,1% ¢
slbnelida & letura wos comprimentos de ondas de 230, 260 & 290 sm.

A Leitirsa ne comprimente de 200 1 nes pormite calewlan 4 comctwhragio At icide wuclbico, onde, 1
wwidade de dersidade tica cquinale & sprorimadamente G0 1ig/ml de RNA.

Uns mamting, comagpade. ¢ ackila desde o1 misdor do dcada de €0, de verifican st 4 prparagio estava
Lunta de contamimanter [oi avalian as ragées entre ar Litinar entre Pso/Puo € PaolPan. Para que 4 preparagico orse
condidenada L de fenol € deal gue 4 relagio ewne PulPoo entiverse enire 0,65 € 0,80 ¢ Livne de proteinan com

relagées Pao/ P entne 1,9 ¢ 2,0. Foram consideradas adequadas para o1 eeprimentor propostor mate etude todas 4
amorhrar qut sptntinam or valorts cilados acim.

fIl.s. %WMWAAWMFMMWAVMJA’W#AW

1.5.1. Comfeegiio do Gel de Agurose
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A integpidade do preparagio (o verificada detroforese em gl de Agarose 1,5% (SAMBROOK o7 <4, 1939)
pruparado com Agus MULiQ ¢ fundida em [orma de microondan, mum volume de 70 ml. A sgrone fundida foi
WWSO-&OOC,QWW,WMAJA:ZomLhFMMQ%CZZWLdtTWﬁ

MWA (MOPS)SV%MM,WMWVM&&770#‘Loﬂwfwww
acrilice, prviamente hatide com NaOH 0,5 wol/l ¢ livida com Agww Mlli-Q con DEPC 0,1%, phrd

lomerinscio.

111.5.2. Prpara dis Amostras

Em 2,0 Pl de amostra foram adicionados: 2,0 Ul de Tampio de Migracia MOPS [SX]; 3,5 ul de
FMAWQ%;”OML&FWMM¢1,OMLXLMJLBTXM7OW$/WL,WW,4MM
[oi inenbada por 1S mirudor em barbo-mania 4 €S ° C. Inmdistamerte apés 4 inculagio, et (ol rmafpisdo em barbo
de gelo ¢ adicionou-1 2,5 UL de Solugio de "Losding Dye".

111.5.3. Condigses de Elctroforese

As amertras [oram aplicadas wo gl de agarose em Yempratina ambionte ¢ wlbmelida 4 wm compe détvico
dt?O-’]OOVMMWMM7KmLW.%W,MWWWWM&JL
Dambuminador de buy wlraviolita (UV) ¢ documertadas em [me Polaroid.

M.6. Hidrélise Alealima com KOH IN

Cenca Ae 100 pig de RNA 1014l [oi adicionado 4 2 ml de KOH 1 mol/L ¢ incwlado por 2 beras 4. 3] 2C. A

WWW&meZOquHCfO,SM/L,mMWWf«H?,O‘

1. Liolamento de RNA Poli. (A') por Cromatoprafia de Afiidade com Colins. de Oligo AT-Colulose

179, Prcpuro e Coluna de Alinidade

Materiais & Métodos
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De scorda com AVIV & LEDER (11), [oi emmforsgada woms colus. de material plistico com 0,5 g de Olige
(A)- Celulore (SIGMA). Apés 4 pesngem, & rerins o resmapendida em NaOH 01 N ¢ aplicada, cuidadoramerte, s
coliuns sobre wms plack sintirigada que ockuis 4 abertuns. A colums pormamtars squilibrards por 19 boras 4
Tomperatuns anbionte. Apés ete hatamento, parsov-se o Tampica e TRIS-HCL 10 wM, pH1,S + NaCL 0,4 M (tampiica
de e (forga. iomica) ath que o pH do duste ileangan 1S ¢ sbrorlincia om 260 1m etivesse prédime 4 yre.

M2.2. Fracionsmento

Cerca de 100 wnidades de bsorbincia a 260 1m de RNA (4 mg) [oram dissolvidos em 10 ml de Tampiio
de Alta [orga iomica. O [ate deste Tampio comter oms i ¢ CL favorecs o antliamerto da cavds de sdewina do RNAm
wé wgiincia de Bminan do wairiy da colura. O RNAm permantct imoliligado i colurs, pormitinde apenis 4
pariagem da populagio de RNA Poli (A). Quando, novamente, & shrorlincia do duato st aprotiman de gore (por
volla da 25 [pagiio) wlititui-se o Tampia com wm de baira [orga ibmica, removendo o RNAm da columa.

A colurs (i colocads dertro de wm tudo conico de SO ml estinil, de mantins que Tode o volume que
partane por da ot smenprrade o [undo derte. Foi aplicado solre & wparficie da coluna 1 ml de cada vy, em
seguida, maligou-s cidlos curtos ¢ réfider de crthifugpgio om crrifuga de mirs, com rotor mével. O dusle s
rtinado com wmi pipta ¢ colocado em Wbor de 1,5 ml, dwidamente dertificado com o rimre da rspectiv
[pagio. Po [pagits am mantidar on glo s o Tomine do procdimuto (ans postnior litura wo
apechroftomehre. Eluin-st 4 coluna com et Tampio até 4 2% [pagio. Na altura da 25 (pacio foi [ormecido o
Tasmpiia TRIS-HCL A0 M, pH 1,5 (ampio de baisa [orga iomica) colddando até 4 35 ragio.

Comumente evla Yerica & tiligada para conftegio de Gilliotieas de DNAs complementarts ou DNAs,
ddiligadar in vihe 4 pantin de RNAL meraagtines inolados. Simplilficadamente, o polimnrne que compit 4 [are
eacioniria da colima de romtogalia de alfimidade € comitituido de vinias Timina (oliga AT) que & complomentan
b canda polisdenilada presnte me RNAm. Em condigis mermain, cnca de 4% do RNA 1otal de wma cllula &
corttituide por RNAm, o restante & comporto pelor RNAs ribossémicer ¢ hamportadores ¢ deominador RNAs Poli
#).

117.3. Obtengico do Perfil Cromatogréfico
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s lituras pars 4 obtingio dor porfis cromitopdlicor (orim raligadas o leidor upechomitrico
ULTROSPEC 2100 pre WW/Visible Spectroplotometer (Planmacia Biotech) me comprimenta de onda de 260 s,
tligando wms clila de quartye prviamente hatade com Hipodlorido de Sidio 10% ¢ lavads, por virias vyes,
com Agua Milli-Q com DEPC 0,1%.

11.8. Sores

Serer de individuos portaderes de LES foram oltidor de pacientes climicamunte avaliados aprerntinde
pelo menos § ou mais manifestagies liwico-laboratoriain de acorde com 01 Aitirior prcorigadeos pela “American
College of Rlewmatology”. Edtes, [oram collidor no perioda de 1994 4 2001 de pacientes atendidor no ambulatirio ¢
i onfprmania de Imismologis Olinica ¢ registrados o HOFMRP/USP.

01 10101 controles [oram oftidor de dosdores voluatinios, saudiviin ¢ mormain, do bance e samgue da
Fundagio Hemoctwra de Ribeiniia Preto, atvalmente Centra Regional de Homoterapia do HCFMRP/USP.

1.9, Detecgio de Anticonpos Anti-RNA de Lvedina. pels Mtodeo de ELISA Quimibuminescente

Edta Yiemica [oi padnomwigads no Laboraténia de Biologa Colilar da Furdagio Hemocntre de Riliria
Pacta em 199)0r CHEDIACK et al., 10k 4 supervisia do Prof. D, lgor C. Almeidu ¢ da biologista pesguisaders Lia
Mara T. Sowssumi.

0 cilewlo do Ltule, exprense como wmidade slativa de buminercineia (URL), das reagies foi
realigads da seguinte forma: o valor das leitunsn do sone Tite [oi sliraide do valor oitide da edur dos pogor que
cortinbam Todos o1 nagertts, com tretgio do sore (branco).

11.9.1. Avaliagio do Eltite da Hidrdlise Alealina com KOH IN sobre o Reconbecimunta dos Anticorfor
Presestes no Sore de Dortadores com LES

Primeiramente, cada poge da placs opsca de microtitulagio (Nume) ol rwestide com 1 |ig de RNA Ae
Lvedunra 1014l ov RNA sudmetide i bidnélise dlealing (100 UL) em Tampia Carbonate-Bicarborata, SO mM, ¢H 9,6,
As placas [oram imenladas por 18 boras 4 §°C. Em sguida, [oram lavadas por 2 veyer com Solugio Tamporada
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com Fosfator contende Tween 20 0,05% (PBS/Tweer) ¢ Ulogueadas por 2 boras 4 31 °C com 200 Pl de PBS/Tweess ¢
Leite Desnatado S%.

Novameste, 41 placar forsm Lavsdas por § veges com PBS/Tween. Adiciomou-se 4 solugio de 1010 bumane
(feste) dibusid 19600 em PBS/Tween ¢ Leite Desnatada S%, waanda 100 UL por poga ¢ incidinda por 30 minwtos 4
3°C

Enm seguida, mouan Lawagems [oram saligadas como as citadan antiriomente ¢ mcudbouse por 30 minudor
4317 C com 100 Ll de solugio de AWl bumans produgide om calng e conjugada com bictina (BMERSHAM LIFE
SCIENCE), diluide 1:2000 em PBS/Tweess ¢ Leite Dessatade S%.

Repetinse o ciclo de lavagum ¢ om wguida, [oi splicada 4 solugio de Shuptavidima-Peroridur
(AMERSHAM LIFE SCIENCE) Aikuida 1:1000 em PBS/Tween ¢ Leite Desnatada ST, wtiliyanda 100 Ul em cada poge
¢ incubando por 30 minidos 4 3 °C.

Apés o iliimo icla de Luvagemn, (tido com PBS/Tueew, adicionouse 100 Pl de  Solugie
"ebarenn'" guimiliminercente, ECL (AMERSHAM LIFE SCIENCE), Ailuida 1:20 em Tampia Carbonato-Bicarbonats,
SO wM, pH 4,6, por pogo. A leitwa [oi realigada apés 1S mirdor ne lidor de microplacas Microplate
Luminometer TI0O (Cambridge-England) 4 485/530 som.

A aiorlincia oltida & Ainttamrte propercional s wivel de anticorpos, anti-RNA de bveduns, presente
net 10101 Aot pacints analisados ¢ € egprersa come Unidade Relativa de Lumimescincia (URL).

11.9.2. Avaliagia do Efeito do Fracionamento do RNA de Lvedurs em Coluna de Oligo AT-Celulos aobre
o Recorbecimento dos Arnticorper Presetes me Soro de Portadorts com LES

Cada pogo do placa opaca de microtitulagio (Nune) ol revestida com 1 Lig de RNA poli (A') ou RNA poli
(A) em Tampio Carborato-Bicarbonato, SO mM, pH 9,6. A placa [oram inculadas por 13 berar 4 §4°C. Excluando
4« Aiduigio de 11000 dos 10101 dos pacientes, 4s demain apas stgpinim squilin Ascrilas wo Tom inttrion.

(110, Eletroforest Unidimensional em Gel e Poliscrilamida

Busado o métoda de LAEMMLL (1910), 01 procedimentor wliligador pana 4 andlise do RNA de levedura
the 01 mermos aplicador ra andlise de proteinas, com ilgumas modificagier. Aplicou-se crca de €0 |1y Ao amortra
de RNA didiida em S UL de Solugio “Loading Dyt”, por poge, em ¢bia de poliserilamida 4 4% ¢ 16%. Apés 4
deroforse, o1 (ha [orim coridor com Nihato de Prats, coma Asnite 4 wuguin. Nos ghis que snism,
postriovmente, wbmetidos i detrotranaftringia [oram splicados wma guartidade de 100 |ig de RNA em cada poge.

Materiais & Métodos
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111, Coloragia dos Gtis Ae Poliscrilamida

Loga apés 4 detroforeae, o1 ghin fforam idutificador (shravts de wm cortt sumi dos lumidades)
deporitados dewire de mcipintes de porcluns conlende 150 ml de Solugio Finadors, muntidas sol agligio uave
por S miridor. Durante 4 agidagio joi adicionade 2 solugio SO0 UL de Solugia de Nitrato de Prata. A solugio o
Aescantads &, por virian viges, o1 gfis [orim wbmetidos 4 wetssivas Lavagms com Agus MUL-Q. Em seguida, foram
mirgullados em 100 ml de Solugio de NaOH 2,25% ¢, apés algums mindos sob agitagio, [oi aplicada 1,5 ml de
Formaldeido 31%. Apés o apartcimerte das bandas, & solugio [oi Avscantada ¢ o1 gfin Lavador vinias veges com Pgus
MlleQ. Ainda domiden, o1 géia oram edtendidos entne 2 follbas de papel celofpne ¢, sobe wma placa de vidn, preson
com (4 aderiva ath 4 complila secagem.

1112, Eletrotrarsftringia Ao RNA pars Membrana Ae Nylm‘

A transfrinia [oi sualigada imediatamenite apir & detroforse. O @l [oi rmovide dus placar de vidno e,
pars (peilitan 4 dentiffcagio du sequingia das smortran, (o (il wms marc cortandonse wms das extrmidades
do gel. O gl [oi rapidamerte merglbado no Tampio de Eloro-tarafringis ¢ (o0 montada wms segiincia de
comadan Ao sginde forma: A Suporte plintico; b Manta sntitica; c. 2 camadas de papel de [firna; A gl (gl
cortado do lado Ainkite - mertide); &. Membrana de witrocdlilose Hybord N+ (Amersbam), tambim cortade do
lido dineito; fi 2 camadar de papel de [lro; g Manta sintélics; £ Suporte plintico. sanduiche [oi mowtado 1a
prépria ol comtndo Tampio. Al mendnans € poricionsds no lado do citodo (+) ¢ o1 detrodor [oram Ligados para
coner un 30V por 2 boras, sob refpigpragio.

Apér 4 andfprincia, o sanduicle [0l devmontado ¢ o exerrso de lampio (jor wtinado com papel de [ilre. A
mimbrsans. pode wr willigada imedistamerte apés o procidimento on martida & G, enine follas de papel de [iltro
¢ avoluidus om (il litico. Pars documintugio do proctdiments, or s foram digitalizados em Scarmer de
meth ¢ froctusados com programa At imagena.

Materiais & Métodos
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1113, Reagia de Imunodetrcgio com Sera de Pacientes Portadonts de LES (Ruvelagia Colorimttrica:
Fosfptane alealina + NTB/BCIP)

A membrana de ritroclulon (o blogueada com 25 ml de Solugio Salima Tamponada com Tris contende
Tween 20 0,05% (TBS/Tween) ¢ Leite Desmatado St por Mhors mo agitador de bandeja, om Femperatuns. ambieste. f
Ailliigio do “pool” de sor0n de paciestes ¢ individuor mormais vealigada foi de 1400, e TBS/Twees ¢ Leite
Desnatade Sh, por 1 lora, 1ol agilagio ¢ em Tmperatina ambionte

Apés e periode de incnbagio, & membnans [oi lavada rapidamerte por 3 veges com TBS Tuween ¢ maia U
vges TBS Tween por S mimutos cade. Aicionon-1e o segunde anticorpo, anti-lgl bumano produgide em cabra e
conjugada com forfatane lealina (1:1000), diluido eom TBSTwees ¢ Leite Desnatado S% ¢ incudiado por 1 bors em
Tempratuns. smbinte,

Novamerte, 4 mimbrara {oi lavada rapidamerte 3 vy com TBS Twewn ¢ maia 4 veges com TBS/Tween por
S mirutor cada. Aplicow-se 4 rolugio rveladora que conviste em: Sml de Tampio AP; 33 UL de Nitra Blue
Tetrgolivm (NET) ¢ 63 Ll de S-Bromo-ly-Cloro3-Indolyl)-Plopbate (BCIP). Apér 4 reveligio & membrans. o
Lewada com dgoa MUL-Q, stca em papel de [Mina ¢ digitalipada par documertagio.

MG, Arilise Extatistica

Pirs 4 aviliagio do deite da bidndline alealins oot o reconbecimerto dos swticorpor o wliligado o
teste Wilcoron, wio paramitrico ¢ partado. Ui wo it de avaliagio do dftite do [paciomaments do RNA sobre o
reconbecimente, as companigis elitisticar (pram raligadis ahranvts do Teste wico panamétrice Marm-Withney. Os
Tates foram esecntador wtiliyando o1 softwares GraphPad Priam, Versio 3.0 ¢ GrapbPad Instat, Veriio 3.0.

Materiais & Métodos
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1V. Resuttapos

V.. Visalipacio de Levediras com Nanguin da Cliva

A Figma 1 € wma [olo rtirada de wm compo da limiva, onde obrwamor witidamente as cdlilas ¢
lgpmar orggmelas em s ntriors. Apan da rigida ¢ apensa parede ctlilan (composta bavicamerte por
poliviscarideos) do Leveduna, (o possivel vimaliyila devido ao blogutio quare Tolal de luy, proporcionrade pelo
corante, qut pomitin que da shavessssn sprss 4 dlila. O procedimente (ol raligado Tanto com lwedunas
clbivadis om miio de cllora coma adguinidas comncislmentt, om ambas condigies as llilas posmiam s
i canblnirtican, coma: frustmgs partde ntegpa ¢ regulan, 4 sperficie destas eram bilbantes ¢ delimitadan
fpor wm peguene balo. Por Toda edemiio dar liminas (6o tncowhrade apinis 4 (prms incapulada, wio bonia
presenga de cblulas em Aivinie.
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FIGURA 1. Preparagio 4 (pesco de ledinas, corada com Nanguim da Clina ¢ obswada om microrcépio ético.
Aumenta de 1000 X.

Resuliados
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V.2. Determinagio Espectrofptomitrica de RNA

Emn média, an preparagies continbam de SO 4 80 [ig/ml de RNA 1otal.

V.3, Eletrofjorese em Gel de Aganose com Formaldeido para Avaliagio da Integpidade Ao Amostra

A anilise detrofprétics, om gl de agpnose om condigio Aunatunante, dan preparagies de RNA total revelow
b presnga dor (pagmuntor com o1 cotficintes de wdimentagio 255, 1S ¢ USS, caractnistico dos (ungos,
demorararde que wio bowe Aegpadacio ¢ sndo avvim, comvidida apropriade. pans tiligagio mer tnsion
postrions. A Figua 2 spresnts wms deas praparagis de RNA total de leveduns, onde oram aplicadas
concmbragins decrscnntes de amorttrs om cods r4ia.

Por sgestio do Prof. Da. lgor de Alimtida do ICBIUISP, (o1 realigudo o mesmeo frocedimerte de evhagiia,
mas w0 s de tiligar bvedunas propagadas om miio de cltins (YDP) forem wtilizadas levedunas adausinidas
comrcialmonte (Fomonto Biolsgeo Fleshebmarn). De ambas condigits [oram olifidar preparagies comsideradas
apropriadas para aplicagio em wonor procidimentor.

Resuliados
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ns

FIGURA 2. Eletrofoncse da preparagiia de RNA de Lveduons em el de sggnose com [onmaldeide, corado com bromete de
didea. Aplicagia de goantidades decrcscends de amortra. de RNA 1otal. de leveduns. extrsid pel milodo qut omprigs
lhotiecianate de Guaniding, Femol ¢ Clorofirmia (CHOMCZYSKI & SACCHI, 199)), na anin 7: 16 ig; anic 2: 12
g amia 3: 8 |ig; amia §: € ig ¢ amia S: 4 g,

Resuliados
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V.4, lsolamerto de RNA Pols (A+) por Cromatogalia de Afimidade em Colina de Oligo AT-Celiose

O porfil cromatogpdfice apresntade va Figuma 3 sprsnts wm dor muilos Lnolamertor eucudidor. Em
midis, o serdimrta oltido de RNAm ficoun ntre €5 - 10 pig/ml por procedimenta (~1,15% do 1otal).

Para actlranr o procuso e coleta das (pagies ¢ dwide i mdisponililidade de wma bomba periotiliics, ot
Hiligada wma crrifugs com aotor mével (EXCELSA BABY Il - FANEM). Vinios ¢ cuntor ciclos de contrifugacio
[oram aplicados, onde o ingule (190 °) formada favortcen deslocamnte do (lure por Toda etemio da colums.

Pu pagits contendo as populagies de RNA Pol (") ¢ Poli (A) foram wtilligadus nos enssior de ELISA com
quinmiliminescingis panra ddtminar qual (ow quais) populacio (661) € (1ia) alve (1) dos anticorpos presntes wo
sora de pacientes portadores de LES,

Resuliados
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Perfil Cromatogréafico
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V.S. Deteegia Ae Ariticorpos Prti-RNA de Levedina pele Métoda de ELISA Quimilimimnescente

V.S1. Avsliagio deo Efeite da Hidnilise Alealing com KOH IN sobre o Reconbiecimento dos Articorpos
Presertes ma Sera de Portadores com LES

Assiom coma olitido no eituda realigado por CHEDIACK &t al. (1990), foi verificado que o tratamenta com
KOH 1N abolive o rconbecimenta do RNA 1014l pelor anticorpor presntes ne sore de individuos portadores de LES.,
Neste eranio forim Filigador pans deticgio de anticorpor soror de 0S paciestes com LES ¢ 02 “pools” de sor01 de
pacintes com LES, collidos em periodor diferentes; 4 diliigio das amortras de soros foi 1:1600. A Tabela § ¢ 4
Figuwa b resminm o1 seslisdor oftideon.
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TABEIA . Avaliagio do oftite da lidrdlive alealiva com KOH IN sobre o reconbecimenta dor
anticorpor preantts ne sore de individuor com LES.

Paciente RNA 2otal, som hatamenta RNA 1614l, 1ratado com KOH IN
LEC. 9939* 13
MAAD. 3136 0
M.D.C. 2208 0
MAMN. 3340 243
Pool LES +1 256 224
Pool LES +2 3042 0
AO.LG. 5835 280

Titule expresse em Unidade Rlativa de Luminescineia (URL)
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Figua b. Efeito da Lidniline alealina sobre o neconbecimento de anticorpor presmtes me 1010 de pacientes com LES,
Ttulo em URL, $=0,0079.
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V.S.2. Avaliagio do Eltita do Fracionamento do RNA de Levedira em Coluna de Oliga AT-Celilose sobre o
Reconbecimento dor Anticorpor Preststes ma Sora de Portadores com LES

No total, [oram analisador 13 paciemtes, 2 individuos saudiviin coma controler wagatives ¢ 2 pools de
s0101 de 2 remevian iffrentes de soros coldlados em 199) € 2000 (Figura S). Foi wtilizade come “cont” da placa 1
Lig de RNA de Leveduna por poge, ertes, mas seguintes condigier: RNA 2otal, RNA Polic (A+) ou RNAm ¢ RNA Polic (A-
), todos dilluidos om Tampéo CarboratoBicarbonato. No cara do RNA Poli (A-), o limite de dettegio do aparellen ot
wlhrapariade (etunar >3), unde necninio wwa Ailuigio prévia da (pagio, come dcrite em Matnriain & Métoden,
Aem 1.6, sendo possivel dederminan 4 conctrwhragio da (pagio.
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FIGURA S. Avalisgio do diite do (pacioramirto do RNA de lwedirs em coluna de olige AT-Cellore sobre o
nconbecimente dot anticorper presntts ma 1ere At portadores com LES. Tidule eopressa em Unidade Relativa Ae
Luminescincia (URL); barras W'vl mediona; *¢<0,007; §f~=0,”0.
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V€. Reagia de lnumodetecgio com Sera de Paciewtes Dortaderes de LES

Virisn temdativs, sum eeite, foram saligadan com intuite de Daraftrin o RNA do gl de aganon pard wm
swporte 18lido (mambnasns de Nlon) ¢ ofler wm sconbeciments deste com o1 soros de pacionter. Opfou-se, onlia,
tiligar o mewmo mélode, proporte por LAEMMLL (19)0), aplicade i wparagio de protiinas, com alguman
modificagies. O objetine deste procedimenta o de eitalelecer qual (pagio do RNA de leveduns s reconbecida pelos
anlicorpor frsemits ma sore dos pacientes poriadores de LES. No ntunte, & malla eialielecida pela acrilamida ¢
bis-serilamida, apés & polimenigagio, porililita 4 sparagio de molécwlas que se Aiftrim em aperas alguoms rtsiduos
(o caro de protinas) ou bass (dcidor muclbicer). Devido 4 et [alo, 01 gbin de poliserilamida apresrdam wm
wimera mason de bandas (Figura D), diforemtemente do gl de agarore onde aprerents apenas 3 (Figura 2).

Pana verificar RNA de alto peso moleculin foi stilligado wm gel 4 Uh, corado com posta (Figura 6A) ¢ 4
s riplicn foi Danafrids pars o smimbran de Nglon, qut ot scontads im B ¢ woms. delss o colocads pars
rtagin com um “pool” de sor0r de pacientes com LES (Figura 6B) ¢ 4 outra com wm “pool” de 10100 de individuor
wormain (Figura 60). A prcsenga de landas indica que bowwe reconbecimonto do RNA imolilizada o membrara
com anticorpor presentes mo "fool" de soror wiligade (slas).

Pira deteecio de RNA de baixo pese moleculan [oi empregado wm gl 4 16%, corado com Nitrato de Prata
(Figwa €D) ¢ com wa rbplica [oi ralijade wm detro-angringia pars wms mimbrana de Nylon, eita [
necortada. tm Binas, onde wms delas ol exporta 4 wm ool de 10101 de pacientes com LES (Figura €E) ¢ wma outra
(ot incudiada com v “pool” de seror de individios mormais (Figura €E). Neste cano, & preanga de bandas o Local
de aplicagio du smortrs, mdicon que 4 porgio artigimics do RNA de levedina wio digon s ntran o gl de
empillaments (stas).

Resuliados
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FIGURA €. Gel de poliscrilamids 4 4 () ¢ 16% (D), corador com mitrato de prats & immodetieio «tiligande
“pools” de 10101 de pacintes portadores de Lipuns eritrematoso sistimice (B ¢ E) ¢ de sener de individios normais (C
¢ F). Cada gl corado com Nitrato de Prata continda, em cada rais, aprovimadamunte 65 |ig de amostra de RNA
Vo1l Ae levedina. D1 gon que [oram slbmitidor i detroharfprineis swriam whmitidor & hanfringisa fol
aplicada 100 ig por 24is.
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V. Disaussio

Como podemos obsriar s Figura S, ambian (pagis de RNA [oram sconlecidas pelor anticorpor de
individuer portadors de LES. Hi poucor rtlator na Litratina menciomando 4 rapeite de seconllecimente de RNAm
por ando-smticorpor. luro 1t deve principabmente pels Lulilidade da moléiculs, wa ewiants, LIPES & KEENE (2002)
demoniraram, wtiligande RNAm eoraide de cllulas Hela, que, aperar da baiva sbordincia e indtabilidade o
molécwla, da & copay de ragin com auto-srticorpor grader durinde wm raposta sndo-imune. D1 autores sgerom
qut osth baver wm mimiliamo etinsl et wm auto-intigene prothico ¢ wma molleuls de RNA vwolvido ra
gragio de auto-gptopor mo RNA, possivelmerde wmi protina andiginica € o imunégno original ¢ 4 nalividade
wri-RNA nesulita do neatividade ervvgada devido ao mimttiame eituitunal.

Em relugiio & populigio de RNA Poli (A), gue compreende tanta o1 RNAs riblossmicos (RNAA) coma RNAs
anportadors RNAZ), etistem algums Dabalbos rlidando o vcorbecimunts deta por ando-anticorpos. SRI-
WIDADA ¢t al. (1996) verificon, gue apeman 1 1010 de wm paciente com Sindnome de Sjsgren, dewtre 168 amortras
analisadan, o capay de precipitan wm RNAT desprotiinade ¢ iniciador de metiomina de cblulas Hela ¢ de lvedina,
was wio de doroplaston de [fijio ou E. coli. Ao comparirem 4 sgiincia ¢ 4 et scndiria de RNAL™
bumane com & etwdus do RNAT de Lveduna | e obswaram om ambos, 4 negido de nconleciments do anticorpo
forsian a1 mermas bases ¢ 4 mesma confjormagio.

02 RNAs Bambim sia alvos de auto-snticorpor, SATO et al. (199Y), vistetiganam, in vitre, € (pagmentos
de RNA gue cobriam o dominia GTPase do RNAL 28 S ¢, em seguids, 01 protegn da agio de niborucleases ¢ wtiligon
coma antigume. Vrificaram que et dominio vra alto de auto-anticorpor em 1% dos pacientes com LES.

A importincia de s wertigan 4 presnga de articornpor anti-RNA de levedira em individuos com alguma
disfungia auto-imume st deve 4o [ila de miitos coratituints da bveduna elarim presntes Tambim em va eyplcie
burmdna, compartillando nuilas vgs, propriedades srtiginicar. Como € o care de wma protiing de 32 kDa. de §.
e que il similaridade de segiinia va giio N-trminal do auto-intigume La, gue s Ligg preferencialmnte
w0 RNA in vitra (LIN-MARK & CLARKSON, 1995). Dutra exempl é 4 prottina EPr19 que possui 30% de idewtidade
com wm [alor de “splicing” de Lvedura (Prp18) (HOROWIZ & KRAINER, 1997).

Egora-se que 01 sclador desn elude possam conribuin, de lgums forma, pari 4 ducidagio dos
mecarimor de aunto-imuidade.
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V. ConeLusoes

1. A pruparagio de RNA de lveduna, tanto de cllilas propagadas om laboratério come ar adguinidas
comncialmante, wilia, por andlise deoforitics, s fpagis 25 S, 11 S ¢ S S, Em adagio & andline
dutre dos edigincian ealelecidas va Ltnatuns (ragbes entie 4s litunas);

2. Avsim como Chedivck &t al., 1998 baviam demonitrado, o método Ae detecgio Ae anticorpor anti-RNA Ae
bvedura wtiligado [oi snsivel & moshron-s bastante rprodutivel;

3. De aconde com o1 nnllados, Todar as [pagies de RNA de beveduna sice neconbecidan por anticorpor prentes
na 1010 Atila amortra At pacients portadons de LES;

4. O método de “nunollotting” dalorado demonitron wn lastante wpecifico ¢ smivel, enbora alguman
condigier poderiam an Wiladan pana rfinin 4 raolugio do enasio de Ateccio,



VI, ReFeREnCIAS BIRLIOGRAFICAS

ABBAS, AK.; LICHTMAN, AH.; POBER, J.S. Inunologis clidan ¢ moleculan. G.ed. Ria de Jantine, Revinter, 2003.

ARBUCKLE, M.; McCLAIN, M.T., RUPERTONE, M.V.; SCOFIELD, RH.; DENNIS, GJ.; JUDITH, A.; HARLEY, J.B.

Developmert of avto antibodics before Hhe clivical omet of systmic bpus ythematons. N. Engl. J. Med,
Waltbam, v344, .16, 15261533, 2003.

BIANCO, F.; KALSI, J.; ISENBERG, DA. Analysis of antibodies 1o RNA in pationts with systemic bupus
aythemitoms and other autoimmunt sbeumatic disares. Uin. Exp. lmmunol., Oxford, v.8, p.66-10, 1991.

COTRAN, R; KUMAR, V.; COLLINS, T. Robbisms: patologis estrutmal e funcional. €.ed. Ria de Jantine, Guanabara-
Kooga, 2000.

CHEDIAK, L.; ALMEIDA, 1.C.; PASSOS, GA.S.; CARVALHO, LF. Application of & chemiliuminticent immomossiasy

Yechwigue o e ddermination of crculating anti-peast RNA antibodies in systemic bupus erytlematoms. Biomed.
Mﬁ Lowdon, v.13, fA.’MZ-’MLh 1994.

CHOMCZYNSKI, P. & SACCHI, N. Simgle-step mithod of guamidimisom Wiocysmate-plemol-cllorform ochaction,
Aral. Biocbem., Sun Diego, v.962, 4156159, 149,

D'CRUZ, D. Testing for andoimmumity in bumans. Toricol Let., v. 121, #.93-100, 2002.

EGNER, W. The wie of Lubiorstonsy Tests im he duigmonis of SLE. J. Clim. Patol., Lowdon, .53, &, p. 4204-432, 2000.

EIAT, D.; ANDERSON, W.F. Structme-Function comlates of adointibodics to mucliic acids. Levsons [pom
inmnochenicil, W and stetunal dtudies. Mol. lpminnol., v. 31 (79), * 7377—7370, ’M%}

GORDON, C.; SALMON, M. Update om suystemic lupus ersillematonss: autoartibodics and apepionis. ClinMed., v,
w1, $10-16, 2001.

HERRMAKN, M.; VOLL, RE.; KALDEN, J.R. Ethiopathogmeris of systemic Lupus rglhomatoss. lowm. Todas, v.
21(9), 424426, 2000.
R; a . g.gz. /;.
45



HIROKAWA, K.; TAKASAKI, Y., TAKEUCH!, K.; KANEDA, K.; IKEDA, K.; HASHIMOTO, H. Awti-TSI-RNA:
Clarsctvrigation of movel astilodics agpinitl sguence-specific RNA by random RNA selection im pationts with
Sjagpen's syndrome. | Rbcumatel., v. 29, 931-931, 2002.

HOROWITS, D.S.; KRAINER, AR. A luman protiin sequined [or e scord step of pre-nRNA splincing in
[umctionally rlated To 4 yeast splicing factor. Genes and Dev., Woodbuny, v.11, $.139-151, 199).

10, H.; FUKUDA, Y.; MURATA, K.; KIMURA, A. Transformation of intact yeas cells treated with alhali catioms. .
Bactriol., Warkington, v.153, 163-1€8, 1993.

JOYCE, G. The artiquity of RNA-based wolution. Nature, London, v.418, ¢.214-221, 2002.

KITAMURA, T.; TAMDA, V.; TAKAMA, H.; YOKOCHI, K.; NITTA, V.; IKEYA, T. Disgnostic approach ta autoimmunt
Ulstering diseares wiing immwmollotting with demiluminescence. ). Dowatol., Tokwe, v.21, w9, p.652-654, 1994.

LM, Y.,; LEE, D-Y.; LEE, S.; PARK, S-Y.; KIM, J.; CHO, B.; LEE, H.; KIM, H-Y; LEE, E.; SONG, Y.W.; JEOUNG, D-I.
ldertifpcation of auto antibodies anrociated with systemic bupus erythematona. Biockim. Biopbis. Res. Comm., New
York, v.29S, $.119-124, 2002.

LIN-MARK, N.; CLARKSON, S.G. A yeast RNA linding prottin that resembles he Lman astoartigon La. J. Mol.
Biol,, Oxford, 24S: 91-95, 1495.

LIPES, B.D.; KEENE, J.D. Autoimmunt epitefes im messemger RNA. RMA, Clewelind, .8, 4. 962-TH, 2002.

MADDISON, P.J. 12 2 SLEY Best Pract. Res. Clin. Rbewmatol., Easthovane, v16, w2, #.16)-130, 2002.

MELI, M.; BENJAMIN, A-F.; MAUREL, M.-C. Recent findings in Hhe modern RNA word. [t Microliol., Barcelons,
v, 4511, 2001,

MOK, C.C.; LA, C.S. Pathogumesis of syitmic Lupuns rgthomatons. J. Clin Pathol, . S6, . 491490, 2003.

Refonines %g.%. ”



NAGPAL, S.; SRIRAMARAO, P.; KRISHNASWAMY, P.R.; METCALFE, D.D.; RAD, P.V. Demonstration of I4E antibodies
in pationts with LES. Autoimmunity, UK, v.8, #.59-64, 1990.

PENG, S.L.; CRAFT, J. Antimeclean antilladics. In: RUDDY, S.; HARRIS, E.D.; SLEDGE, C.B. (eds.) Kelley s Textbook
of Rleumatology. §. ed. Plilidelplia, Saunders, 2001, p. 161104

PEIRI, M. Epidemiology of ystemic bupus erythematonn. Bet. Pract. Res. Clin. Rbeumatol., Easthowrme, 416,
4«.5, f.?lf?-?S?, 2002.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. Moleculan coring: 4 liboratory manual. 2.4, New York, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989.

SATO, I.E.; BONFA, ED.; COSTALAT, LT.L; SILVA, NA.; BRENOL, J.C.T.; SANTIAGO, M.B.; S2AMMBOK, J.C.M.;
RACHID FILHO, A.; EARROS, RT, VASCONCELOS, M. Consernse brasileine poré o halamente de Mfwv; ulimilore
vistimica (LES). Ver. Bras Rewmatel., v. 42 (€), 4. 362-310, 2002.

SATO, T.; UCHIUMI, T., ARAKAWA, M.; KOMINAMI, R. Serological association of lupus atosrtibodics To & Limited
fpnctional dowsin of 28 S riborsomal RNA and 1o e ribossomal proteims bound 1o e domain. Clin. Exp.
fnmwMe., LM«XM«, 4/.79, ;A.ZS-%, 777#

SCHUR, H.D.; MONROE, M. Antibod:ies To ribomucltic acid i syitimic lupus ergiematonss. Proc. Netl, Acad. Sei.
USA, Wesbington, v.63 411091112, 1964.

SRI-WIDADA, J.; GRAAFLAND, H.; DIET2, R, BRUNEL, C., CATHALA, G.; JEANTEUR, P. A lumis suto-invwune
artibody specifically recopmiging initiator metlionine RNA from yeart and ligler wearyotes. Biocken. Biopbys.
Eu. aammw«., New VM, u.137, 4«.’7, f.Z?S—ZQO, 1796

STRYER, L. gw«a» b.ed. Rio de Jartine, GWAW—W, 1946.

TEODORESCU, M.; FROELICH, CJ. ELISA and Other lmmunologic Techrigues. In: TEODORESCY, M.; FROELICH,
CJ. (Eds.). Advarced Imminoassany in Rbewmatology, Boca Rator, CRC Paess, 1994. ¢.20.

WALPORT, M. J. Complemert (second part). N. Engl. Med., Walitham, v.334, 15, 41140-110ts, 2001.

R ; ~ . Qg;gz. /;.



WANCHU, A. Antimaclear amtibiodics: dimical applications. J. Postgrad, Med., Mumbasi, v.46, 14143, 2000,

WATANABE, N.; FISCHER, H.M.; EPSTEIN, W.V. Specifity and rtactivity of cytoplammatic and mucleolan antibody
in SLE sera. putho. Rbewmn., New Yorl, v.12, $.113-180, 1969.

WUNDER, P.R. Dotngar auto-imunts, cap. 35. In: FERREIRA & AVILA, ed. Diagréstico luboratorial das primeipaia
dotngas infteciois ¢ ado-inwnes, 2 ed., p. 1IG-430, EA. Metla, Sio Pande, 2001.

Refonines fg.“. 4



A«ﬂcof%m Anti-RNA Ae Levedvra & LES

Vi1, Apenpice

VILA. Reagemtes ¢ Solugia

- Actato de Sidia 2 mol/L, pH 4,0.

- Agaron 1,5% (4/v).

- Agus Milli-Q com DEPC 0,1% (w/v).

= Aleool Etilica 1% (/).

- Aleool liopropilico Resfpiade 4. -20°C.

- Anticorpo AstilG Humamo Conjugado com Biotin.

- Anticorpo AwtlgG Humana Conjugade com Forfptase Alealins.

- Brometo de Etidea 10 mg/ml.

- Clorefirmia : Alcool liosmilica (49:1).

- EDTA 200 mamol/L.

- Femol Destiliado ¢ Saturado eom Agus, §H S,0.

- Fownaldeida 31%.

- Formamida Dekonigads.

- Hipoclorita de Sédia 10%.

- KOH 1 mal/L

- N«CL0,35%.

- NeOH 0,1 mol/L.

- Oligo (A7) Celudon.

- PBST: PBSTween 20 0,05% (v/v).

= Peroridase de Rusy Forte Conjugada com Struptavidine.

- Persdfato de Amswia 10 % (4/v).

- SDS 0% (p/v).

- Solugio de Blogutio do ELISA: PBST+Leite Desnatade S% (/).

- Solugio de Blogueio da Imumodetecgiio: TBST+Leite Desnatada ST (/).

- Solugio Denctursate: liotiocianato de Guanidina 4 mol/l; Citrato de Sédia 25 mmol/L; Sarkosyl
0,5%; B-Mercaptoctanol 0, 1mal/L.

- Solugio Amplificadora de Quimiliminscinga (ECL).

- Solugio Edtogue de Acribamida : NN Methylone Bia-Peribamida (30 : 0,9).

Apendice
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Solugio Evtogue de TRIS-HCL 2 mol/L, 4H 6,3.

Solugio Evtoque de TRIS-HCL 2 mol/L, 44 8,8.

Solugia Finadors: Aleool Etilica 16,6% (v/v); Acido Acttica Glacial 0,66% (v/v).

Solugiio de Nitrate de Prata: AND; 0,2 ¢/3 ml Agua MilliQ.

Solugio “Losding Dyt”: Glicwrol SO%; Fosfuto de Sadia 10 mmol/L, H 7,0; Ayl de Bromaofesmol
0,25%; Xilema Ciamol 0,25%.

Solugio Reveladera: NaOH 2,2% (p/v); apbs algums minutos a0l agtagio, adicionan Formaldeido
0% 1,5% (/v).

Solugio Tamponsds. com Forfator (PBS): NaCL 8 ¢/L; KCL 0,2 ¢/L; Na:HPO, 1,2 /L ; KHPO. 0,2 ¢/L,
#H 4.

Solugio Saliss Tamporada com Toia (TBS): TRIS-HCL 10 mamol/L, pH 8,3; NaCL1SO momol/L.

Tampio de Eletro-transfrincia: TRISSHOL 25 mamol/L, H 8,3; Glicina 192 mamol/L; Metamol 20%.
Tampéia de Migragia para PAGE: TRIS-HCL 25 mamol/L, pH 8,3; Glicina 192 mmal/L; SDS. 0,1%.
Tampia CarbonatoBicarbomsta SO mmal/L, (H 9,6.

Tampio de Migragio para Elctroforese de RNA: MOPS 0,1 mol/L, pH 1,0; Acttata de Sidia SO
waml/L; EDTA S mmol/L.

Tampio de Ruvelagio pans. Fosftane Alealina: TRIS 0,1 mol/L; NaCL 0,1 mol/L; Mgl S mmol/L;
0,001 % NET (4/); 0,0005% (4/v) BCIP.

TBST: TBS Tweer 20 0,05% (v/v)

TEMED

TRIS-HCL 100 mmol/L, $H1,S.

TRIS-HCL 100 momol/L, $H 7,5 + NaCL 0,4 mol/L.

VIl.2. Meia de Cultura para Lvedinan

- YED: Extrate de Levedins 10 ¢/L; Bacto peptona 20 ¢/L; Dextrose (D-Glucese) 20 ¢/L

VIL.3. Método de Prepara das Principais Solugies ¢ Tampées Utiliyados

VIl.3.1. Meia de Cultina YED (etrate de bveduna, peflors e dertron)

Apendice
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Extrato de Leveduna S0

Bacto pytona 10,0 ¢
Destrose (D-Glucon) 10,0 ¢

Agw» Mlli-Q 4.4 SO0 ml
Autoclavar

VI1.3.2. Agus Mitli-Q Taatada com DEPC 0,1%

Dwi‘lfswocm&o&wia 0,1 ml
AS"“ Mut-Q g 100 ml
Manter 4 31 °C por 12 boras ¢ andoclanan.

VIl.3.3. Solugio Desatunante (SO0 ml)

lsotiocioanato de Guaridina UM 23,63 4
Citrato de Sidia 25 wM 03¢
Sankoril 0,5% 025
B-Mercartostamal 0,1M 1124

VIL.3.4. Femol Destilade ¢ Saturado em Agus, $H 5,0

Liguefager, em bando-maria a €5C, 100 ml de fenol destilado. Em wguida, adiciorar 100 mg de
bidnotiguinolin ¢ sdicionan il volume de dgua, agilan vigororamurte em agiladon magnilico por 1S misutos ¢
aguirdan & wpanagio dar [per. Papinar o mésimo de volume porivel do camida spirion wtiligando wma pipeta de
vidno. Repetin o procedimento por 2 vepes, 4161 4 bomoguntyacio acondicionsn 4 mistura om (pasce imban 4 §C
a0l abrige da by,

VL3S, Clorofprmia + Aleool hiosmilica (45:1)
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Wm U ml
Aleool lioamilica 1ml

VIL3.6. Acttato de Sadia 2M, 4t 4,0

Acitato de Sédio 136 ¢
Agua MUlLi-Q, Dratads com DEPC 0,1% 4.4 1000 ml

VI1.3.7. Etanol 75%

Etanol Alrolte 7S ml
Agus Milli-Q, tratads com DEPC 0,1% g4 100 ml

VI1.3.9. Solugio Salina

NaCL 0,85
Agua MUli-Q, ratads com DEPC 0,1% 4.4, 100 ml

VIL3.9. Solugio Newtnalizante

N«OH (0, S M) 204
Agus Milli-Q, tratada com DEPC 0,9%%  g.0.4 1000 ml

Vi1.3.10. Tampie de Migragio (SX)

MODS 20,6 ¢
Acttato de Sidio 394
EDTA 0S¢
Agua MUli-Q, ratads com DEPC 0,1% g 1000 ml
Acrtan ¢H 8,0

Apindice
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Vil.3.11. Gl Ae Agarone 1,S % (110 wl)

Formaldeida 3% 20 ml
Tampéa MOPS SX 20 ml

Aganont fundida em Agus MUL-Q 70 ml

VI1.3.92. PBS 10X (Solugio Tamporada com Fodatos)
NaCt 0,04
KL 2,04
N«2HPOY UBY
KHZDOu 2,0 5
Agua Milli-Q, tratads com DEPC 0,1% g4 1000 ml
Acertan pH U4

VIl.3.12. Componirter dos Géis Ae Sepanagia ¢ Empillamurnto

TRIS HCL2M, 4H 8,3
TRIS HCL2M, 4H 6,2

EDTA 200 mM

ACRIL - BIS (30:0,9)
TEMED

Perslfte de Aménia 10%

VI1.3.13. Tampio de EletroTramsfrincia

M TRISHCL (H 93 1,45

192nM de Glicira 9,35 ¢
Disselver em He S00stL
(tha ¢ f«H

Metanel 20% 130 md

Conpletan volume pana 650 st

Apendice
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VI1.3.14. Tampéia AP
0,1 MTRIS 3,034
0,1 M NaCL 146 ¢
S mM MCL, 2,5 ml de Solugio Estogue 4 M
Hzo 250 ml
Acrtar pH= 4,5
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

